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Exploration de l'incorporation métabolique de précurseurs d'acides téichoiques et du

peptidoglycane chez Streptococcus pneumoniae
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/I\/Ialgré les antibiotiques actuellement sur le
marché, on observe, ces derniéres années, une
augmentation du nombre de déces dus a des
infections bactériennes. La principale cause de
cette augmentation est le développement de
résistances des bactéries aux antibiotiques
actuellement sur le marché. Il est donc urgent de
découvrir de nouveaux antibiotiques, en
particulier des antibiotiques avec un nouveau
mode d'action.

La recherche dans le domaine de la chémobiologie
a beaucoup évolué ces dernieres années, en
particulier avec l'essor des réactions clicks et
bioorthogonales. Dans la conception de molécules
a visée thérapeutique, la chimie bioorthogonale
peut permettre un contrdle spatio-temporel du
principe actif. Par ailleurs, ces réactions ont permis
le développement de marquages métaboliques
fluorescents afin de mieux comprendre les
processus et les mécanismes régissant les
organismes vivants.

S. pneumoniae est une bactérie a Gram positif,
classée parmi les 12 bactéries les plus menacantes

selon I'OMS. La paroi de cette bactérie est
vonstituée d’une épaisse couche de

peptidoglycane (PG) et d’acides téichoiques (AT).\
Cette bactérie a la spécificité de posséder de la
choline sur ses AT, ce qui a permis, pour la
premiére fois, d’'observer les AT par microscopie,
grace a la métabolisation de dérivés de choline.
Dans ce projet de thése, de nouveaux dérivés de
D-Alanine et de D-Alanine-D-Alanine, métabolisés
par le PG de la bactérie, ainsi que de nouveaux
dérivés de choline, métabolisés par ses acides
téichoiques, ont été concus et synthétisés. Ces
nouveaux dérivés sont utilisés pour développer
une application de réticulation du PG et des AT par
réaction bioorthogonale, entre un dérivé
métabolisé par le PG et un autre dérivé métabolisé
par les AT. De plus, en combinant le marquage
métabolique fluorescent du PG et des AT en
utilisant la chimie bioorthogonale avec ses
nouveaux dérivés ainsi que la méthode de
microscopie a haute-résolution dSTORM (direct
STochastic Optical Reconstruction Microscopy),
cette approche permet d’observer et de comparer
avec précision la biosynthése du PG et des AT. Pour
finir, la conception et la synthese de composés
fluorogéniques ou compatibles avec Ia

J

microscopie électronique a été initiée.




Exploration of the metabolic incorporation of teichoic acids' and peptidoglycan's

precursors of Streptococcus pneumoniae

Key words

Streptococcus pneumoniae, bioorthogonal chemistry, peptidoglycan, teichoic acids, metabolic labeling,

fluorescence

Abstract
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Despite the antibiotics currently on the market, we
observe, these past years, an increase of deaths due
to bacterial infections. The main cause of this
increase is the development of resistances of the
bacteria to the antibiotics, currently on the market.
The discovery of new antibiotics is urgent,
especially antibiotics with a new mode of action.

In the field of chemobiology, research has evolved
significantly in recent years, particularly with the
rise of click reactions and bioorthogonal reactions.
In the design of molecules for therapeutic uses,
bioorthogonal chemistry can allow a spatio-
of the

Furthermore, these reactions have enabled the

temporal control active substance.
development of fluorescent metabolic labeling, for
a better understanding of the processes and

mechanisms that govern living organisms.

S. pneumoniae is a Gram-positive bacterium,
classified amongst the 12 most dangerous bacteria
according to the WHO. The bacterial cell wall is
composed of a thick peptidoglycan (PG) layer and
teichoic acids (TA).
particularity to possess choline on its teichoic

This bacterium has the

~

acids, which has allowed, for the first time, the
observation by microscopy of the TA, thanks to
the metabolization of choline derivatives by the
TA. In this project, we have designed and
synthesized new derivatives of D-Alanine and D-
Alanine-D-Alanine, metabolized by the PG of
the bacteria, as well as new derivatives of
choline, metabolized by its TA. These new
derivatives are used for the purpose of
developing a method to perform a cross-link
between the PG and the TA thanks to a
bioorthogonal reaction, between a derivative
metabolized by the PG and a derivative
metabolized by the TA. Moreover, a combined
approach
bioorthogonal chemistry and high-resolution
method dSTORM (direct STochastic Optical
Microscopy), the
observation and the precise comparison of the

of metabolic labeling using

Reconstruction enables

PG and TA biosynthesis sites. Finally, the design
and synthesis of fluorogenic compounds or
with

/

fluorescent compounds compatible

electronic microscopy were initiated.
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Abréviations

[(X]DZO
AcOEt
AcOH
ACzO
ADC
ADN
AF488
AF532
AF647
Ala

AT

BCN
BHI
Boc
BODIPY
cal.
CAPAC
CCM
CFe47
COD
CPase(s)
CuAAC
DAB
DAPI
DBCO
DCC
DIBO
DIBO-OH
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
dSTORM
EDCI
EDTA
El

ESI
Et,O
FCC
FDAA
FDAAD
Fmoc
FRET
FSPPM
GA
GC-MS
GFP

Pouvoir rotatoire spécifique

Acétate d’éthyle

Acide acétique

Anhydride acétique

Antibody Drug Conjugate

Acide DésoxyriboNucléique

Alexa Fluor 488 nm

Alexa Fluor 532 nm

Alexa Fluor 647 nm

Alanine

Acides Téichoiques
Bicyclo[6.1.0]non-4-yne

Brain-Heart Infusion
tert-Butoxycarbonyle
Boron-dipyrromethene

calculated

Click Activated Protodrugs Against Cancer
Chromatographie sur Couche Mince
Clear Fluor 647 nm

Cyclooctadiéne

Carboxypeptidase(s)

Copper(l) catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition
3,3-Diaminobenzidine
4',6-Diamidino-2-phenylindole
Azadibenzocyclooctyne
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide
Dibenzocyclooctyne
5-Hydroxy-1,2:5,6-dibenzocyclooct-7-yne
N,N-Diisopropylethylamine
4-Diméthylaminopyridine
Diméthylformamide

Diméthylsulfoxyde

Direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
Acide éthylénediaminetétraacétique
Electron Impact

ElectroSpray lonization

Diethyl ether

Flash Column Chromatography
Fluorescent D-Amino Acid

Fluorescent D-Amino Acid Dipeptide
Fluorénylméthoxycarbonyle

Fluorescence Resonance Energy Transfer
Fluorescent Stem PentaPeptide Mimics
Groupement activateur

Gas chromatography — Mass Spectrometry
Green Fluorescent Protein
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GIlcNACc N-Acétylglucosamine

Gln Glutamine

GP Groupement protecteur

HADA 3-[[(7-Hydroxy-2-oxo-2H-1-benzopyran-3-yl)carbonyl]amino]-D-alanine

HATU 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]pyridinium 3-oxide hexafluorophosphate

HOMO Highest Occupied Molecular Orbital

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HRMS High Resolution Mass Spectrometry

IBS Institut de Biologie Structurale

ICT Intramolecular Charge Transfer

IEDDA Inverse-Electron-Demand Diels-Alder

k Constante cinétique

Kapp Constante cinétique apparente

LPS Lipopolysaccharide

LRMS Low Resolution Mass Spectrometry

LTA Lipoteichoic Acids

LUMO Lowest Unoccupied Molecular Orbital

mCPBA Acide meta-chloroperbenzoique

MLCT Metal-Ligand Charge Transfer

MurNAc Acide N-acétylmuramique

NADA 3-[(7-Nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-alanine

NBD Nitrobenzoxadiazole

NBD-Se Nitrobenzosélénadiazole

NBS N-Bromosuccinimide

NHS N-Hydroxysuccinimide

oMS Organisation Mondiale de la Santé

PALM PhotoActivated Localization Microscopy

PIDA Diacétate d’iodobenzéne

PBP Penicillin-Binding Proteins

PBP3 Penicillin-Binding Protein 3

PBS Phosphate-Buffered Saline

PC Phosphatidylcholine

PE Phosphatidylethanolamine

PEG Polyethylene glycol

PET Photo-induced Electron Transfer

PG Peptidoglycane

pH potentiel Hydrogéne

PLD Phospholipase D

ppm partie par million

Rt Rapport frontal

RMN Résonnance Magnétique Nucléaire

ROS Reactive Oxygen Species

SARM Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

SMLM Single Molecule Localization Microscopy

SPAAC Strain-Promoted Alkyne-Azide-Cycloaddition

STED STimulated Emission Depletion

STORM STochastic Optical Reconstruction Microscopy

SuFEx Sulfur(VI) Fluoride Exchange

ta température ambiante

TBAB Tetrabutylammonium bromide



TBAF Tetrabutylammonium fluoride

TBET Through Bond Energy Transfer
TCO trans-cyclooctyne
TFA Acide trifluoroacétique
THF Tétrahydrofurane
TICT Twisted Intramolecular Charge Transfer
TIPS Triisopropylsilyle
TMS Tetramethyl silane
TMSE-OH Trimethylsilyl ethanol
TPase(s) Transpeptidase(s)
UDP Uridine diphosphate
uv Ultraviolet
WTA Wall Teichoic Acids
Note :

Tout au long de ce manuscrit, un certain nombre de fluorophores commerciaux de type Alexa Fluor
(AF) et Clear Fluor (CF) seront évoqués. La structure chimique de ces fluorophores est représentée en

Annexe 1 a la fin de ce manuscrit.
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Chapitre | : Partie bibliographique

l.Bactéries et antibactériens

|.1. Historigue

Bien avant la découverte des bactéries et le développement d’antibactériens, différentes
plantes ou potions étaient déja utilisées pour lutter contre les infections. Par exemple, les chinois
utilisaient du caillé de soja moisi pour traiter furoncles et verrues. Plus tard, au Moyen-Age, certains
miels étaient utilisés pour les infections causées par les blessures de fleches. A cette époque, personne

ne savait que ces infections étaient dues a des bactéries pathogénes.*

En 1670, quelques années apres avoir inventé le microscope, Antoni Van Leeuwenhoek fut le
premier a observer des bactéries, appelées a I'époque animacules.? Mais ce n’est que plusieurs siécles
plus tard, pendant la seconde moitié du XIX®™ siécle, que les bactéries ont été associées aux infections
gu’elles provoquaient grace aux découvertes successives d’lgnace Semmelweiss, Louis Pasteur, Robert
Koch et Joseph Lister. Premieérement, le médecin hongrois Ignace Semmelweiss a découvert qu’une
mortalité post-natale élevée pouvait étre associée aux autopsies effectuées par les médecins, juste
avant de procéder aux accouchements. Il a ainsi mis en place, en 1847, le lavage systématique des
mains des médecins et sage-femmes avant les accouchements, permettant ainsi de réduire fortement
la mortalité post-natale des femmes.> Ensuite, en 1861, Pasteur a montré que les microbes,
rassemblant entre autres bactéries, virus ou encore protozoaires sont présents partout autour de nous
et jouent un rdle dans le processus de fermentation. En 1867, le chirurgien écossais Joseph Lister a,
lui, été le premier a utiliser un agent antiseptique, I'acide carbolique, aujourd’hui appelé phénol et a
rapporté une augmentation du taux de survie lors de ses chirurgies. Enfin, la premiére preuve que les
microbes sont la cause de maladies infectieuses a été apportée par I'allemand Robert Koch en 1876 et
il a par la suite identifié des bactéries responsables de maladies telles que la tuberculose, le choléra ou

la typhoide.”

La découverte fortuite de la pénicilline, faite par Alexander Fleming en 1928° puis son
isolement en 1940 par Chain et al.® a été le premier antibactérien découvert. Rapidement, d’autres
antibiotiques ont suivi: le prontosil, de la famille des sulfonamides découvert en 1932 puis
commercialisé en 1935, |a streptomycine, de la famille des aminoglycosides, mis sur le marché en 1944
ainsi que le chloramphénicol découvert en 1947. Ces découvertes de nouveaux antibiotiques,
appartenant a de nouvelles classes se sont poursuivies jusque dans les années 1960." Depuis cette
période d’age d’or, seulement trois nouvelles classes d’antibiotiques ont été identifiées, le reste des

nouveaux antibiotiques mis sur le marché étant des modifications structurales de molécules déja
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existantes (Figure 1). Une des raisons expliquant cette diminution de découverte de nouvelles classes
d’antibiotiques ces derniéres décennies réside dans leur colit de développement en comparaison du
bénéfice financier que la commercialisation d’'une nouvelle classe apporterait. Développer une
nouvelle classe d’antibiotiques demande de longues années de travail de recherche, une majorité des
antibiotiques « faciles » a développer ayant déja été découverts. De plus, I'émergence rapide de
résistances des bactéries aux antibiotiques présents sur le marché, observées en moyenne dans les
deux ans aprés la mise sur le marché, réduit le bénéfice qu’apporterait le développement d’'une

nouvelle classe.’

Tetracyclines 1945

Phénicols 1947 Oxazolidinones
p ) 2000
sulfonamides Cephalospo_rl_nes 1948 . .
Pleuromutiline 1951 Lipopeptides
1932
Macrolides 1952 1987
Pénicillines Aminoglycosides Glycopeptides 1953 Carbapénémes
1928 1943 Ansamycines 1959 1976
Quinolones 1962
1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2020

Figure 1 : Chronologie de la découverte des principales nouvelles classes d'antibiotiques

Ainsi, alors que les infections bactériennes semblaient sous controle il y a quelques dizaines
d’années, I'apparition de résistances aux antibiotiques actuellement présents sur le marché rend
urgente la découverte de nouvelles classes d’antibiotiques ou de nouvelles stratégies anti-

infectieuses.®

|.2. Structure des bactéries

Le succes des antibiotiques cités précédemment vient en partie du fait qu’ils agissent
sélectivement sur les cellules bactériennes, faisant partie des procaryotes et non sur les cellules
humaines, les eucaryotes. Procaryotes et eucaryotes différent par leur structure biologique ainsi que
par leurs voies de biosyntheses. D’abord, les cellules eucaryotes possedent un noyau ainsi qu’une
grande variété d’organelles (mitochondries, réticulum endoplasmique...). Les cellules procaryotes,
guant a elles, ne possedent pas de noyaux et leur matériel génétique est libre dans le cytoplasme,
accompagné de ribosomes et de différentes enzymes. Enfin, une autre différence majeure vient de la

paroi cellulaire, qui n’est présente que chez les bactéries et pas dans les cellules humaines (Figure 2).
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Membrane externe
(bactéries Gram négatif)

-«

Espace périplasmique

Enzymes
Acides ) Paroi
nucléiques cellulaire
Ribosomes Membrane
Cytoplasme — plasmique

Figure 2 : Structure d'une bactérie

Les bactéries peuvent étre divisées en différentes familles en fonction de certaines
caractéristiques. Par exemple, certaines bactéries requierent de 'oxygene, elles sont dites aérobies
alors que d’autres n’ont pas besoin d’oxygéne pour vivre, elles sont alors anaérobies. La forme des
bactéries differe également : les cocci sont de forme sphérique alors que les bacilles prennent une
forme de batonnet. Enfin, la composition de la paroi bactérienne permet de différencier trois types de
bactéries. Les bactéries a Gram négatif possedent deux bicouches lipidiques : la membrane plasmique
et la membrane externe. L'espace périplasmique séparant ces deux couches contient la paroi, sous
forme d’une fine couche de peptidoglycane (2-7 nm). A l'inverse, les bactéries a Gram positif ne
possédent pas de membrane externe mais une épaisse couche de peptidoglycane (20-40 nm) ainsi que
des acides téichoiques (AT).! Enfin, il existe une troisieme catégorie de bactéries, les mycobactéries,
moins répandues que les précédentes. Ce sont des bacilles aérobies dont la composition est a mi-
chemin entre celle des bactéries a Gram positif et celle des bactéries a Gram négatif : elles possedent
une épaisse couche de peptidoglycane, comme les bactérie a Gram positif ainsi qu’une membrane

externe, similaire a celle des bactéries a Gram négatif.’

|.3. Le peptidoglycane

Le peptidoglycane (PG) est le composant principal de la paroi bactérienne. C'est un polymere
constitué de peptides et de sucres qui permet a la bactérie de survivre a des variations de pH, de
température ainsi qu’a la pression osmotique. Sans cela, I'eau présente dans le milieu extracellulaire
entrerait de maniére continue dans la bactérie conduisant a son éclatement, aussi appelé lyse." Le
polymeére est constitué d’une alternance de deux sucres, le N-acétylglucosamine (GIcNAc) et I'acide N-
acétylmuramique (MurNAc), auquel est accroché un peptide dont la composition et la taille peuvent

varier suivant la bactérie considérée.
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Un schéma de la biosynthése du PG est représenté en Figure 3 dans le cas de la bactérie a
Gram positif Streptococcus pneumoniae. La biosynthése démarre dans le cytoplasme ou l'uridine-
diphosphate-GlcNac (UDP-GlcNac) est transformée en UDP-MurNac grace a MurA et MurB suivi de la
liaison des 3 premiers acides aminés du peptide, L-Ala, D-GIn et L-Lys dans le cas de S. pneumoniae, a
I"'UDP-MurNac grace aux enzymes MurC a MurE. Parallelement, les deux derniers acides aminés, qui
sont D-Ala-D-Ala pour I'ensemble des bactéries, sont assemblés. Grace a I'enzyme MurF, les deux
parties sont assemblées pour former le nucléotide de Park.’® Différentes enzymes permettent alors
successivement d’accrocher ce nucléotide a la membrane plasmique puis d’ajouter le deuxieme sucre,
GlcNAc et enfin de traverser la membrane plasmique pour se retrouver a |'extérieur de la paroi
cellulaire. Aprés polymérisation des sucres, les enzymes de la famille des penicillin-binding-proteins
(PBP), les carboxypeptidases (CPases) et les transpeptidases (TPases), agissent pour cliver le dernier
acide aminé et créer une réticulation entre le 3*™ acide aminé d’un peptide et le 4°™ acide aminé d’un

autre.

UDP : uridine diphosphate
NHAC " Alr : alanine racemase
Ddl : dipeptide ligase
MraY : phospho-MurNAc-pentapeptide translocase
D L NHAC GTase : Glycosyliransferase
ac : i

CPase : Carboxypeptidase

L Ala TPase : D,D-transpeptidase
D-GIn rsticulation 3,4
I!-Lys D-Alay
4 D-Ala D-Ala
D-Ala ',"‘Gys ¥ By i b-Ala
IID- " L-Lys I:_»Lys

L-Ala

D-GIn D-GIn Lipide Il

HO D-Lac
| NHAc D-Ala L-Ala L-Ala
° e} o I 1
HO o CPase D-Lac D-Lac
| NHAc | NHAc
NHAc o o GTase HO C#\

TPase
NHAc

Cytoplasme oH OH
o HO o
HO MurA-MurB  HO o] MurC-MurE °
HO N A—> o) Nha | NHAc OH o MurG Linide I
S — < c D-lac  OUDP iide
OuDP OuDP | o MraY HO b U—>DP-GICNAc ip
Oy e Ho > i NHAC
) ?7G|n ? NHAc EI)'LBC
UDP-GIcNAc UDP-MurNAc D o Blac oUDP [
LAl D-Gln
D-GIn L-lys Lipide |
= L-Lys I'i)-AIa
+ on __Ar ; i on—22 o HaN/\n’ D-Al [
e D-Ala
[¢)
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L-Ala D-Ala D-Ala-D-Ala

Figure 3 : Biosynthése du PG chez S. pneumoniae. Adapté de Banahene et al.*

|.4. Streptococcus pneumoniae

La bactérie S. pneumoniae est responsable de nombreuses infections telles que la méningite,

la pneumonie ou l'otite et a notamment causé 1,5 millions de décés dans le monde en 2015.'? Elle
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affecte principalement les jeunes enfants, en dessous de 2 ans, ainsi que les personnes agées.*® Ainsi,
S. pneumoniae est considérée par 'OMS comme l'une des 12 bactéries les plus menagantes et il est
urgent de développer de nouveaux antibiotiques contre cet agent pathogene, qui présente des

résistances aux antibiotiques.®

S. pneumoniae est une bactérie de la famille des ovococci, elle a une forme ovoide'* et est
capable de survivre en conditions aérobies et anaérobies.™ Faisant partie des bactéries a Gram positif,

sa paroi cellulaire est donc composée d’une épaisse couche de peptidoglycane et d’acides téichoiques

(Figure 4A).
A 4
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, ;
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Figure 4 : A— Composition de la paroi cellulaire de S. pneumoniae B — Structure chimique d’un acide lipotéichoique
de S. pneumoniae (adapté de N. Gisch et al.’®). En rouge sont représentées les phosphocholines, spécifiques a
S. pneumoniae.

Les acides téichoiques sont des glycopolymeéres qui ont une fonction similaire a la membrane
externe, absente des bactéries a Gram positif. lls permettent notamment de contréler la perméabilité
de la membrane et les interactions extracellulaires et apportent de la stabilité a la paroi cellulaire.’” Les
acides téichoiques sont divisés en 2 catégories : les acides téichoiques de la paroi (wall teichoic acid,
WTA), qui sont accrochés de maniéere covalente a I'épaisse couche de PG et permettent sa solidité, ainsi
que les acides lipotéichoiques (lipoteichoic acids, LTA), qui sont accrochés a la membrane plasmique
(Figure 4A).**9 La structure des acides lipotéichoiques de S. pneumoniae est représentée en Figure 4B.
Cette bactérie a la particularité de posséder des phosphocholines sur ses AT, représentée en rouge sur

la figure ci-dessus. Ainsi, c’est la seule bactérie & avoir un besoin nutritionnel en choline.?® Cette

26



Chapitre | : Partie bibliographique

particularité a été exploitée par notre équipe de recherche afin de marquer les acides téichoiques de

S. pneumoniae.”* Cela sera développée plus en détails dans la suite de ce chapitre.

|.5. Inhibiteurs de la synthese de |la paroi bactérienne

La paroi bactérienne est essentielle a la survie de la bactérie. Etant absente dans les cellules
humaines, cela en fait une cible idéale pour la conception d’antibiotiques. Ainsi, cela constitue la cible
de beaucoup d’antibiotiques existants tels que les B-lactamines qui comprennent la pénicilline 1, les
céphalosporines 2 et les carbapénémes 3 mais également la D-cyclosérine 6 et la vancomycine 8 (Figure

5).

Les B-lactamines agissent comme compétiteur, en imitant la structure de la D-Ala-D-Ala 4
(Figure 5). Ainsi, les transpeptidases, responsables de la réticulation a la fin de la biosynthése du PG,
vont réagir sur le carbonyle présent sur le cycle contraint de la B-lactamine administrée. Cela rend
I’enzyme inactive et ’'empéche d’effectuer la réticulation entre les 3°™ et 4°™ résidus du peptide.??
Cependant, les bactéries qui, au début des administrations d’antibiotiques, étaient tuées par les B-
lactamines ont rapidement évolué et développé des résistances, rendant beaucoup d’antibiotiques
inactifs. Une des causes majeures de résistance aux B-lactamines est la présence de sérines B-
lactamases, des enzymes similaires aux transpeptidases en termes de structure. Transpeptidases et
sérines B-lactamases possedent une sérine au niveau de leur site actif, qui permet I'ouverture du cycle
B-lactame de I'antibiotique et la formation d’un ester clivable. Aprés ouverture du cycle B-lactame par
la sérine B-lactamase, I'ester formé est hydrolysé et I'antibiotique est completement détruit. Ce
mécanisme de résistance touche la grande majorité des bactéries a Gram négatif ainsi que certaines

bactéries a Gram positif.

Pour lutter contre ce phénomene, il est possible d’utiliser des inhibiteurs de B-lactamases, dont
I"acide clavulanique 5 fait partie. Ces composés ont une activité antibiotique faible mais sont efficaces
lorsqu’ils sont utilisés en combinaison avec un antibiotique détruit par la B-lactamase. L'acide
clavulanique a été isolé en 1976 de Streptomyces clavuligerus et a une structure similaire aux
pénicillines. Le composé va réagir sur le site actif de la sérine B-lactamase par un mécanisme similaire
a celui de la réaction entre la pénicilline et I'enzyme. Au lieu de la rapide hydrolyse de I'ester formé,
on a cette fois une seconde réaction avec un nucléophile de I'enzyme afin de lier I'acide clavulanique

a la sérine B-lactamase de facon irréversible et ainsi désactiver ’action de I'enzyme.!

Ensuite, la D-cyclosérine 6 posséde un mode d’action similaire aux B-lactamines. Cependant,
cet antibiotique ne mime pas la structure d’'une D-Ala-D-Ala, mais la structure de la D-Ala 7. Il agit au

début de la biosynthése du PG en inhibant deux enzymes : I'alanine racemase (Figure 3, Alr), qui sert a
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transformer les L-Alanines en D-Alanines ainsi que la D-Ala-D-Ala ligase (Figure 3, Ddl), qui sert a lier les

deux D-Ala.!

Enfin, la vancomycine 8, quant a elle, fait partie de la famille des glycopeptides, un groupe de
composés rigides et de grande taille. La vancomycine intervient a la fin du processus de synthese du
PG par I'inhibition de I'enzyme glycosyltransférase (Figure 3, GTase) qui permet la polymérisation des
unités de PG. Plus précisément, la vancomycine agit en formant 5 liaisons hydrogénes stables avec le
pentapeptide présent sur I'unité de PG. L'encombrement stérique de la vancomycine empéche alors
le rapprochement et I'activité de 'enzyme GTase.?*** La vancomycine est seulement active contre les
bactéries a Gram positif car son poids moléculaire est trop élevé pour passer au travers de la

membrane externe présente chez les bactéries a Gram négatif.
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Figure 5 : Structure chimique de différents antibiotiques ciblant la synthése de la paroi bactérienne ainsi que des
biomolécules qu'ils miment

En dehors des antibiotiques inhibiteurs de la synthése de la paroi bactérienne, il existe des
antibiotiques agissant sur la membrane plasmique (valinomycine,” lipopeptides®®), des inhibiteurs du
métabolisme cellulaire (sulfonamides?’), des inhibiteurs d’acides nucléiques (fluoroquinolones®,
proflavine?) et enfin des perturbateurs de la synthése de protéines essentielles a la survie des bactéries

(oxazolidinones,*® aminoglycosides,*! chloramphénicol®?).

|.6. Développement de nouveaux antibiotiques

Le premier antibiotique a été découvert il y a maintenant presque 100 ans et pourtant, les

infections bactériennes sont encore responsables de millions de décés chaque année dans le monde.
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Le développement d’analogues a, dans un premier temps, permis de contenir le nombre d’infections
bactériennes fatales, malgré une augmentation du nombre de bactéries résistantes. Seulement, de
moins en moins d’analogues sont aujourd’hui identifiés comme antibiotique efficace, ce qui cause une
augmentation du nombre de déces dus a ces pathogénes ces dernieres années. Il a été estimé en 2014
gu’environ 700 000 personnes décedent chaque année dans le monde a cause de bactéries multi-
résistantes et que, si le scénario d’augmentation de résistance se poursuit, cela pourrait causer 10
millions de décés chaque année.* Cela pose un probléme pour le traitement des infections
bactériennes mais également dans d’autres domaines médicaux comme en cancérologie, ou les
antibiotiques sont vitaux pour éviter les infections pendant les chimiothérapies. De plus, des
opérations chirurgicales qui sont aujourd’hui fréquentes et avec des risques controlés pourraient
devenir beaucoup plus risquées si le nombre de bactéries multi-résistantes continue a croitre.>* Ainsi,
il est urgent de développer de nouvelles stratégies anti-infectieuses, avec un mécanisme d’action

différent des antibiotiques déja mis sur le marché.

La recherche dans le domaine de la chémobiologie et pour la conception de nouvelles
molécules a visée thérapeutique a beaucoup évolué depuis le début des années 2000, notamment
avec I'émergence des réactions de chimie click développées par Sharpless®* et Meldal*®, puis des

réactions de chimie bioorthogonale développées par Bertozzi.*®

Ces nouvelles réactions ont ouvert la voie a de nouvelles stratégies pour la conception de
nouveaux médicaments®’ car elles permettent notamment un contrdle spatio-temporel du principe
actif. Ainsi, c’est source d’espoir pour la découverte d’antibiotiques avec un mécanisme d’action
novateur. En outre, cette catégorie de réactions chimiques a aussi révolutionné les techniques de
marquage métabolique qui permettent, en particulier, de mieux comprendre les processus et les
mécanismes régissant le métabolisme de bactéries. Les nouvelles connaissances développées grace au
marquage métabolique peuvent ainsi servir d’outils pour la conception de nouveaux médicaments,

notamment de nouvelles stratégies anti-infectieuses.>®

Ainsi, dans la suite de ce chapitre, les réactions de chimie click et de chimie bioorthogonale
vont étre développées, puis nous verrons comment ces réactions ont été utilisées pour le marquage

métabolique et pour la conception de nouvelles molécules a visée thérapeutique.
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II. Chimie click et chimie bioorthogonale

II.1. Réaction de Huisgen et CUAAC

Le terme de « chimie click » a été employé pour la premiere fois par Barry Sharpless et al. en
2001°* et désigne un ensemble de réactions chimiques qui présentent des critéres précis. De hauts
rendements, des sous-produits absents ou non toxiques, une stéréospécificité, des conditions de
réactions faciles (présence d’oxygéne et d’eau) et la possibilité de mener ses réactions sans solvant ou
dans I'eau, sont les principaux criteres décrits par Sharpless. Le but de ces réactions chimiques est,
dans un premier temps, de permettre une plus grande rapidité et une plus grande diversité de synthése

de nouveaux composés.*

Les réactions chimiques décrites comme étant des réactions clicks sont, au départ, les
réactions de cycloadditions (la cycloaddition 1,3-dipolaire et les réactions de Diels-Alder), les réactions
de substitutions nucléophiles, notamment celles permettant une ouverture d’hétérocycles (époxydes,
aziridines...), les réactions sur des carbonyles (formation d’urée, hydrazones, amides...) ainsi que les
additions sur doubles liaisons carbone-carbone (époxydation, dihydroxylation, formations
d’aziridines...).>* Par la suite, la réaction click qui s’est révélée la plus utilisée est la cycloaddition 1,3-
dipolaire, aussi appelée la réaction de Huisgen, du nom de I’allemand Rolf Huisgen qui a commencé a
I'exploiter en 1963.% Cette réaction de cycloaddition se produit entre un azoture 9 et un alcyne 10, est
activée par chauffage, et forme un mélange de triazoles disubstitués en position 1,4 11 et en position
1,5 12 (Schéma 1). En 2002, Barry Sharpless et al.*° et Meldal et al.>> ont, de maniére simultanée,
démontré qu’en utilisant du cuivre(l), la réaction pouvait se faire a température ambiante et qu’elle
était régiospécifique pour former exclusivement le triazole 1,4 11 (Schéma 1). Alors que Meldal et al.
ont utilisé I'iodure de cuivre comme source de Cu', Sharpless a, quant a lui, utilisé une source de Cu",
le sulfate de cuivre CuSOy ainsi qu’un réducteur, I'acide ascorbique (ou I'ascorbate de sodium) afin de
réduire le Cu'" en Cu' in situ. Cette réaction a pris le nom de Copper(l) catalyzed Alkyne-Azide

Cycloaddition (CUAAC).

N=NEN-R;
n=N N’—N\\N = A 9 cu NN,
N-R; . \§< -Ry - + —_— N-R;
R3)§/ Huisgen — . CUuAAC RS)%/
R2 - 2
11 12 10 11

Schéma 1 : Réaction de Huisgen, activée par chauffage et formant deux régioisoméres et CUAAC, activée par Cu(l)
et régiospécifique
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11.2. SPAAC

Les réactions de chimie click ont d’abord été décrites dans le but d’étre réalisées au
laboratoire, pour la synthése de nouveaux composés organiques. Mais il a rapidement été imaginé que
les caractéristiques de ces réactions en font des réactions idéales pour étre réalisées dans le milieu
vivant, mélant ainsi la chimie et la biologie. Malgré I'essor de techniques permettant I'observation du
milieu vivant grace a l'utilisation de protéines fluorescentes (comme les Green Fluorescent Proteins
(GFP)*), il était encore impossible au début des années 2000 d’observer par fluorescence des

biomolécules telles que les acides nucléiques, les lipides ou les glycanes.*

Ainsi, Carolyn R. Bertozzi et al. ont défini et développé des réactions dites bioorthogonales,
réactions chimiques n’interférant pas avec le milieu vivant et avec des cinétiques rapides a
température et pH physiologiques. De par sa petite taille et son absence de réactivité avec les fonctions
chimiques présentes dans le milieu vivant, I’azoture était un candidat idéal pour entrer en jeu dans des
réactions bioorthogonales. La ligation de Staudinger, adaptée de la réaction de Staudinger, mettant en
jeu un azoture 9 et une phosphine spécifique 14 a ainsi été développée en premier lieu (Schéma 2).*
Cependant, cette réaction possede une cinétique assez lente et impose donc de travailler a forte
concentration. Elle n’est ainsi pas idéale pour des réactions en milieu vivant, qui, par définition, n’est
pas figé et évolue rapidement. Carolyn R. Bertozzi s’est donc inspirée de la CuAAC développée par
Sharpless et Meldal, qui a une cinétique beaucoup plus rapide. Cependant, la présence de cuivre,
cytotoxique, limite son utilisation dans le milieu vivant. La fonction du cuivre dans la CuAAC est
d’activer I'alcyne linéaire, fonction chimique peu réactive. Rendre cette fonction chimique plus
réactive a été possible en la contraignant dans un cycle, formant ainsi une cyclooctyne 16 qui réagit
rapidement avec I'azoture sans présence de cuivre par une réaction de cycloaddition [3+2] nommée
Strain-Promoted Alkyne-Azide-Cycloaddition (SPAAC) (Schéma 2). Lorsque Bertozzi I'a décrite pour la
premiere fois, cette cyclooctyne a été conjuguée a la biotine et a ainsi permis I'observation par

fluorescence de cellules contenant des sucres, modifiés métaboliquement avec un azoture.*®
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Schéma 2 : Ligation de Staudinger et SPAAC développées par Bertozzi*?
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Malgré les grands espoirs fondés par la premiere réaction SPAAC utilisant la cyclooctyne OCT
18 (Figure 6), la cinétique de cette réaction s’est en fait révélée assez faible, nécessitant une grande
qguantité de réactifs, des temps d’incubation longs et menant a un signal faible. Beaucoup de
recherches ont donc été menées dans la fin des années 2000 aboutissant a la découverte d’une variété

de cyclooctynes, de plus en plus rapides.**

Ainsi, au fur et a mesure des années et des découvertes de nouvelles cyclooctynes, dont
guelques exemples sont représentés en Figure 6, les cinétiques de réaction ont augmenté. Il est
important de préciser ici, que les valeurs de constantes cinétiques indiquées Figure 6 n’ont pas toutes
été calculées dans des conditions parfaitement identiques et reproductibles. Il est donc présenté ici
une estimation des rapports de vitesse entre les différentes cyclooctynes. Suivant les conditions

d’expérience, leur vitesse relative peut donc varier.

De par les différents exemples décrits, on distingue deux classes de cyclooctynes: les
premieres synthétisées sous forme aliphatique (OCT 18, MOFO 19, DIFO 20 et BCN 22), puis des
cyclooctynes dibenzoannulées (DIBO 21, DBCO 23, BARAC 24). La différence de réactivité entre ces
deux classes vient du fait que la contrainte de cycle est augmentée par I'ajout de carbones hybridés
sp?chez les cyclooctynes dibenzoannulées. Cependant, bien que le BARAC soit le composé permettant
la réaction parmi les plus rapides, il est moins stable et se décompose assez rapidement. Par ailleurs,
le BCN est un cas particulier de cyclooctyne aliphatique présentant une grande réactivité. Cela est d

a la fusion des cycles cyclooctynes et cyclopropane.*

Quelques autres cyclooctynes ont été identifiées dans les années qui ont suivi, sans pour autant
parvenir a accroitre davantage leur réactivité. Lune des raisons est que l'augmentation de la réactivité
va, en général, de pair avec la diminution de la stabilité du composé. Un juste milieu semble donc avoir
été trouvé avec les composés décrits ici. Finalement, les principales cyclooctynes aujourd’hui utilisées
sont le dibenzocyclooctyne (DIBO), le bicyclo[6.1.0]non-4-yne (BCN) et I'azadibenzocyclooctyne (DBCO)

et ces composés sont maintenant commercialisés, bien qu’a des prix assez élevés.
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Figure 6 : Différentes cyclooctynes développées pendant les années suivant l'apparition de la SPAAC, classées
suivant une estimation de l'ordre de vitesse. Les constantes cinétiques k sont indiquées a température ambiante
en M- st et sont calculées par réaction avec un azoture aliphatique tel que le BnNs. Les réactions ont été
effectuées dans CD3CN (OCT, MOFO, DIFO, BARAC), dans un mélange CD3CN :Dz0 (3 :1) (DIBO) ou dans CD30D ou
CH30H (BCN, DBCO)*

Apres avoir détaillé les différences de réactivité de la cyclooctyne, jouant le réle de diénophile
dans la cycloaddition SPAAC, il est aussi possible de modifier la réactivité de la réaction en jouant sur
le caractére aliphatique ou aromatique de I'azoture. C'est notamment 'objet d’'une étude effectuée
par Van Delft et al. et publiée en 2014.” Avant cette publication, la plupart des études cinétiques
étaient effectuées en utilisant un azoture aliphatique, principalement I'azoture de benzyle. Ainsi, les
cyclooctynes aromatiques présentaient des cinétiques de réactions plus élevées que les cyclooctynes
aliphatiques, comme décrits ci-dessus, en effectuant une cycloaddition [3+2] a demande normale :
I'orbitale moléculaire haute occupée, en anglais Highest Occupied Molecular Orbital (HOMO), de
I'azoture réagissant avec l'orbitale moléculaire basse vacante, en anglais Lowest Unoccupied

Molecular Orbital (LUMO), de la cyclooctyne (Figure 7A).

Lorsque I'on remplace 'azoture aliphatique par un azoture aromatique, diminuant ainsi la
densité électronique de I'azoture, ’'HOMO de I'azoture est plus basse en énergie et la réaction est
ralentie par une plus grande différence d’énergie entre les HOMO et LUMO concernées. Seulement,
de fagon surprenante, une réactivité inverse a été observée lorsque I'étude a été faite avec le BCN,
une cyclooctyne aliphatique : la vitesse de réaction entre le BCN et un azoture aromatique est 8 fois
supérieure a la vitesse de réaction entre le DIBAC et le méme azoture aromatique, alors que la
tendance est inversée lors de la réaction avec un azoture aliphatique. Sur la base de ces observations
et des études de modélisation, il a été conclu par cette méme équipe que la réaction entre le BCN,
cyclooctyne aliphatique et les azotures aromatiques fonctionne par un mécanisme de cycloaddition a
demande inverse. Ce sont la LUMO de I'azoture et ’'HOMO du BCN qui réagissent ensemble (Figure

7B).
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A Demande normale B Demande inverse

LUMO — | / | —— Lo

/ — LUMO LUMO
Homo —— \ —}— Homo

Azoture Cyclooctyne Azoture Cyclooctyne
aliphatique aromatique aromatique aliphatique
(BCN)

Figure 7 : Modele des orbitales frontieres lors de la réaction de cycloaddition [3+2] nommée SPAAC, a demande
normale entre un azoture aliphatique et une cyclooctyne aromatique (A) et, a demande inverse entre un azoture
aromatique et une cyclooctyne aliphatique (BCN) (B)

1.3. [EDDA

Par la suite, une autre réaction bioorthogonale, la cycloaddition de Diels-Alder a demande
inverse en électron, nommée IEDDA (Inverse-Electron-Demand Diels-Alder), a été introduite
simultanément en 2008, par Hilderbrand et al.”® ainsi que par Joseph M. Fox et al.*’ Le premier a décrit
cette réaction entre une tétrazine monosubstituée 25 et le norbonéene 26, un alcéne cis contraint dans
un cycle, et a décrit une vitesse de réaction de 1,9 M?*-s. Fox a, quant a lui, décrit une vitesse de
réaction 1000 fois supérieure grace a |'utilisation d’une trans-cyclooctyne (TCO) 28, réagissant avec la

tétrazine aromatique 29 (Schéma 3).

X
NH,
Fox et al.
Hilderbrand et al.
Lb’\ :N \ - N2
COzH - N2 \
l}l CO,H |
\7 NS
25 26 ky 1,9 M7 . s 27 28 29 k, 2000 M™" . s7* 30
(PBS a 20 °C) (9:1 MeOH:H,0 a 25 °C)

Schéma 3 : Premiéres IEDDA décrites par Hilderbrand®® et Fox*” en 2008

Si on s’intéresse au mécanisme de cette réaction (Figure 8A), la premiére étape est la

cycloaddition entre une tétrazine 31, le diene et une double liaison tendue 32, le diénophile qui forme
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le composé bicyclique 33. C’est I'étape limitante de la réaction, celle qui détermine sa cinétique d’ordre
2. Ensuite, une étape de rétro-Diels-Alder permet de former la 4,5-dihydropyridazine 34 tout en
libérant du diazote, seul sous-produit de la réaction. Cette étape est suivie par une prototropie formant

I'isomére 35.
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Figure 8 : Mécanisme de I'lEDDA (A) et modéle des orbitales frontiéres correspondant a la réaction étudiée (B)*

Comme son nom l'indique, I'lEDDA est une cycloaddition a demande inverse. Ainsi, |'orbitale
LUMO du diéne, la tétrazine, réagit avec |'orbitale HOMO du diénophile, I’alcéne tendu (Figure 8B).
Pour augmenter la vitesse de cette réaction, on peut modifier les deux réactifs. Premierement,
diminuer la densité électronique de la tétrazine par des groupements électroattracteurs a pour
conséquence d’abaisser I’énergie de son orbitale LUMO. A I'inverse, augmenter la densité électronique
du diéne par des groupement électrodonneurs va accroitre I’énergie de son orbitale HOMO. Différents

alcenes tendus et différentes tétrazines ont ainsi été développés ces derniéres années.

Les différentes modifications effectuées montrent que les plus grosses différences de
réactivité ont lieu lorsque I’on modifie I’alcéne tendu. Ainsi, les principaux diénophiles développés sont
représentés en Figure 9. Premierement, les cinétiques déterminées sont bien plus rapides que les
cinétiques de la réaction SPAAC indiquées en Figure 6. L'IEDDA est ainsi la réaction bioorthogonale
présentant les cinétiques les plus rapides parmi toutes les réactions bioorthogonales aujourd’hui

identifiées.
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Figure 9 : Différents diénophiles développés pendant les années suivant I'apparition de I'lEDDA. Les constantes
cinétiques k sont indiquées en M- s et sont calculées par réaction avec la 3,6-di-(2-pyridyl)-1,2,4,5-tetrazine 29
ou un de ses dérivés®

A la suite de la premiere description d’IEDDA avec le TCO 28, Fox et al. ont développé deux
autres TCO ayant une réactivité encore supérieure : en créant un bicycle entre le TCO et un
cyclopropane (39)°° ou un dioxolane (40)°, le systétme est forcé d’étre dans une conformation de
« demi-chaise », le rendant ainsi plus réactif.”° Prescher et al.> suivis de Devaraj et al.>* ont par ailleurs
utilisé le cyclopropéne comme diénophile tendu, dont un exemple est le composé 36, qui, bien qu’ayant
une réactivité grandement inférieure aux TCO, présente une bonne stabilité in vivo. Wang et al. ont,
guant a eux, réutilisé le groupement BCN 22, initialement impliqué dans les SPAAC, pour réagir avec la
tétrazine avec une cinétique plus lente que les TCO mais plus rapides que les cyclopropénes. Enfin,
Leeper et al.>* ont développé un diénophile bifonctionnel, le trans,trans-cyclooctadiene ((E,E)-COD) 41
qui a la particularité de pouvoir réagir doublement : un premier alcéne du cycle réagit avec un azoture
grace a une cycloaddition [3+2] pour former le composé 37 qui peut alors réagir de nouveau avec une

tétrazine (Schéma 4) avec une constante de vitesse inférieure au TCO mais supérieure au BCN.

Schéma 4 : Réactions du composé bifonctionnel (E,E)-COD 41 avec un azoture puis avec une tétrazine

Loptimisation des tétrazines pour modifier leur réactivité est, quant a elle, moins développée.
Ceci est en partie d( a des problemes de stabilité. Une échelle de réactivité estimée pour différentes
tétrazines synthétisées est représentée en Figure 10. Cependant, aucune étude n’a réellement comparé
ces différentes tétrazines en effectuant la cycloaddition avec un diénophile fixé. Comme prévu par la
théorie des orbitales frontieres, la tendance générale est que plus la tétrazine est appauvrie en
électrons, plus sa réactivité est augmentée. Ainsi, les tétrazines 49 et 50, présentant des groupements

trifluorométhyles CF; et acides carboxyliques sont les plus rapides. Cependant, la tétrazine est ainsi
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fragilisée, moins stable in vivo et sa synthese chimique est rendue plus compliquée, souvent avec des
rendements tres faibles. Il est également observé que les tétrazines encombrées sont plus lentes,

I'encombrement empéchant I'approche facile du diénophile.
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Figure 10 : Echelle de réactivité estimée entre les tétrazines utilisées pour I'lEDDA%

II.4. Comparaison des différentes réactions click évoguées

Pour conclure sur cette partie, le Tableau 1 ci-apres résume les caractéristiques et compare les
guatre réactions évoquées: CuAAC, ligation de Staudinger, SPAAC, IEDDA. Ces deux derniéres
réactions sont les plus largement utilisées ces derniéres années dans le domaine de la chémobiologie
afin d’effectuer des réactions in vivo. Elles possédent des cinétiques de réaction correctes,
contrairement a la ligation de Staudinger, trop lente, et elles sont non toxiques in vivo car elles ne
nécessitent pas la présence de cuivre, contrairement a la CuAAC. Cependant, les principaux
inconvénients de la SPAAC sont 'encombrement stérique de la cyclooctyne ainsi que la réactivité de
certains de ces dérivés avec des nucléophiles du milieu vivant, notamment les thiols. C'est
principalement le cas du BCN.> Du coté de I'lEDDA, la réactivité des réactifs est parfois tellement
élevée qu’ils en deviennent instables, que ce soit pour leur synthése chimique ou pour leur stabilité in

vivo.
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Tableau 1 : Tableau comparant les caractéristiques des réactions click CUAAC, Staudinger, SPAAC et IEDDA *%°7

Nom Constante Avantages Inconvénients
cinétique
CuAAC ~1-100 Mts-! | Fonctions chimiques de petite | Toxicité du cuivre in vivo
taille
Réactifs commerciaux et bon
marché
Cinétique assez rapide
Ligation de | ~103M?s-! Amide formé stable Cinétique trés lente
Staudinger Phosphine sensible a
I’'oxydation®®
SPAAC ~0.02-1M?s-! | Pas de catalyseur : adaptable a | Cinétique moyenne
I’in vivo Cyclooctyne encombrante
Cyclooctyne pas parfaitement
bioorthogonale®
IEDDA ~ 1 — 1 000000 | Cinétique tres rapide Deux structures modérément
M1s-1 Pas de catalyseur : adaptable a encombrantes
I'in vivo TCO parfois instable

L'essor de I'utilisation de la CuAAC, que ce soit pour la synthése de nouveaux composés

originaux ou pour [l'utilisation du triazole comme bioisostere des amides, esters et acides

carboxyliques® ainsi que le développement de la chimie bioorthogonale pour des applications de

chémobiologie a permis a leurs inventeurs, Sharpless, Meldal et Bertozzi d’obtenir le prix Nobel de

chimie en 2022. Nous sommes encore loin d’avoir exploité tous les atouts de ces réactions et il devrait

y avoir, dans les prochaines années, de nouvelles découvertes prometteuses dans ce domaine, tant au

niveau de nouvelles réactivités que pour les applications qui en découlent.
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Ill. Apports de la chimie click et de la chimie bioorthogonale pour
I'incorporation métabolique de dérivés naturels modifiés

[Il.1. Importance de I'étude des bactéries et de leur métabolisme

Malgré plusieurs décennies d’étude sur les bactéries, beaucoup d’inconnues demeurent
concernant les dynamiques et les mécanismes impliquant notamment les glycanes présents dans les
bactéries. L'étude de ces mécanismes permet diverses applications dans les domaines

biotechnologique et médical ainsi que pour I'agriculture et I’environnement.*!

La santé humaine est incontestablement associée aux bactéries, d’'un coté par I'existence de
bactéries pathogenes, provoquant des maladies parfois mortelles, mais également de maniére
positive, par I'existence de bactéries bénéfiques, présentes dans le microbiote, dont I'équilibre est
essentiel pour la santé. En effet, les bactéries du microbiote intestinal (Lactobacilles, Bacteroides,
Clostridium...) participent a divers processus comme la digestion de nutriments, le développement du
systeme immunitaire ou encore la prévention contre certains pathogénes. Ainsi, une diminution de la
diversité du microbiote est impliquée dans |'apparition de diverses maladies telles que I'inflammation
du cdlon (colite) et certains cancers du c6lon.?® Il est donc important d’étudier et de comprendre les
interactions entre les composants des bactéries du microbiote et leur environnement. Par ailleurs,
comme évoqué précédemment, les bactéries sont impliquées dans beaucoup de maladies mortelles
et I'’émergence de bactéries multirésistantes, dont I'une des plus préoccupantes est le Staphylococcus
aureus résistant a la méticilline (SARM), rend urgent le développement de nouveaux traitements et de

nouvelles méthodes de diagnostic.®*

Malgré les nombreuses études déja réalisées, beaucoup de travail reste a accomplir dans ce
domaine. Premiérement, I'étude de la structure des différents composants de la paroi bactérienne est
difficile par leur diversité et par la complexité des méthodes de séparation et d’analyse utilisées.
Ensuite, lorsque la structure du composant biologique est élucidée, il reste encore a comprendre les
processus impliqués dans leur biosynthése, leur transport, leur dégradation et leur recyclage. Ces
investigations sont souvent rendues difficiles par la reproduction in vitro complexe de I'environnement

dans lequel évoluent les bactéries in vivo.'
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I1l.2. Les technigues de marquage antérieures a la chimie click

Avant l'arrivée de la chimie bioorthogonale qui a ouvert la voie au développement de
nombreuses techniques de marquage métabolique, quelques méthodes étaient connues et utilisées

pour la caractérisation de structures biologiques et I’élucidation des processus biologiques.

[11.2.1. Protéine fluorescente verte

La découverte de la protéine fluorescente verte, GFP, remonte & 1962 S(’,i ENCE
et est attribuée & Osamu Shimomura.® Il a isolé cette protéine de la méduse vy
Aequorea victoria et a décrit ses propriétés de fluorescence exceptionnelles. Par ;
la suite, en 1994, c’est Martin Chalfie qui réussit a exprimer cette protéine dans

la bactérie E. coli ainsi que dans le vers C. elegans, permettant de marquer les

neurones sensoriels du vers (Figure 11).° Dans les années qui suivirent, les

travaux de Tsien et al. ont permis de développer des variants de cette protéine figure 11:Couverture
du journal Science du

émettant a différentes longueurs d’onde et donc affichant d’autres couleurs 171 février 1994

que le vert.*! Ces 3 chercheurs ont obtenu le prix Nobel de chimie en 2008 pour

ces découvertes.

La fusion du géne codant pour la GFP au gene codant pour une protéine spécifique permet de
rendre cette derniére fluorescente lorsqu’elle est exprimée dans une cellule. Ainsi, cette technologie
n’est pas applicable a la modification et I'observation de biomolécules telles que les glycanes, les acides

nucléiques ou les lipides. D’autres techniques ont donc été développées.

[11.2.2. Marquage isotopique et radiomarquage

Une technique permettant le marquage métabolique de ces biomolécules est |'utilisation
d’isotopes stables (**C, °N) ou radiomarqués (par exemple *C, 3H). Par exemple, parmi les avancées
permises par I'utilisation d’isotopes, le mode d’action de la vancomycine a pu étre précisé. Pour cela,
les acides aminés D-alanine, glycine et L-lysine présents sur le PG de la bactérie S. aureus ont été

’ . 7 13 15 . 7
remplacés par des isotopes marqués par *>C ou N. Cela a permis d’observer par RMN du carbone et
de I'azote que la réticulation effectuée par les enzymes TPases n’était pas modifié en présence de la
vancomycine. Ainsi, il a été conclu que la vancomycine n’intervient pas dans la transpeptidation mais

).%* Cependant, bien que ces méthodes

lors de I'étape précédente, la transglycosylation (Figure 3
utilisant le marquage avec des isotopes stables et la RMN permettent d’élucider la composition de la

paroi bactérienne, elle ne permet pas d’étudier des processus dynamiques comme sa biosynthese.
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Le radiomarquage a ainsi pu étre également utilisé afin de participer a la compréhension des
mécanismes de la biosynthése du PG.®® Un exemple de radiomarquage est I'incorporation d’acides

aminés modifiés dans le peptidoglycane en utilisant des méthionines radiomarquées avec **C ou 3°5°°

).¢” Dans un second exemple,

ou de I'acide meso-[3,4,5]diaminopimélique marqué au tritium (*H-dap
De Pedro et al. ont montré, grace a I'incorporation de *H-dap ainsi que d’autres acides aminés (D-Met,
D-Trp et D-Phe) suivi d’analyses HPLC, qu’un échange d’acides aminés D avait lieu sur le PG dans

I'espace périplasmique et que cet échange impliquait des enzymes TPase.®’

Ces techniques présentent néanmoins des inconvénients comme un co(t élevé, des
procédures expérimentales complexes et colteuses en matériel ainsi qu’un risque sur la santé encouru
par I'utilisateur. Bien que certaines équipes de recherche continuent encore 3 utiliser ces techniques,

cela ne correspond plus a la majorité des recherches d’aujourd’hui.

I11.3. Marquage direct et marquage en 2 étapes

Aujourd’hui de nouvelles techniques de marquage métabolique sont développées, utilisant
des fluorophores et, souvent, en association avec la chimie bioorthogonale. Ce marquage peut
s’effectuer de deux fagons : directement ou en 2 étapes (Figure 12). Le marquage direct est possible
lorsque la biomolécule que I'on souhaite modifier posséde une tolérance stérique élevée lors de son
incorporation. Il est alors possible de la modifier en utilisant un fluorophore lié de maniéere covalente
a la biomolécule et I'analyse en microscopie a fluorescence ou par cytométrie en flux confirme ou non
I'incorporation du dérivé. En général, cette méthode est possible lorsque le processus d’incorporation
de la biomolécule modifiée se produit a I'extérieur de la paroi bactérienne : le passage de lamembrane
plasmique et/ou la reconnaissance de cette biomolécule par les protéines de transport spécifiques
n’est donc pas une contrainte. Cette molécule ne suit alors pas un processus métabolique complet, le

terme d’incorporation est donc souvent utilisé a la place de métabolisation.

En revanche, lorsque la métabolisation de la biomolécule se produit dans le cytoplasme et
donc a l'intérieur de la paroi bactérienne, un marquage en deux étapes est alors privilégié (Figure 12).
Cette fois, un groupement fonctionnel permettant une réaction click, souvent un azoture ou un alcyne
linéaire, privilégiés pour leurs petites tailles, est lié de facon covalente a la biomolécule. Apres
métabolisation de cette biomolécule, une réaction click peut avoir lieu avec un fluorophore possédant
le groupement fonctionnel adéquat. Une fois la réaction click effectuée, et apres lavage pour retirer le
fluorophore n’ayant pas réagi, les bactéries sont analysées en microscopie a fluorescence ou par

cytométrie en flux.
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Figure 12 : Marquage métabolique fluorescent direct et en 2 étapes

Dans la suite de cette partie, des exemples de marquages métaboliques fluorescents seront
décrits. Les avancées sur le développement de dérivés métabolisés par le peptidoglycane seront
d’abord explicitées, puis le développement de dérivés métabolisés par les acides téichoiques et enfin,

le développement d’autres dérivés sera abordé.

I11.4. Métabolisation de dérivés du peptidoglycane

[11.4.1. Dérivés du nucléotide de Park, de Lipide | et de Lipide |l

En 2002, Nishimura et al. ont été les premiers a développer des dérivés incorporables
métaboliquement sur la paroi bactérienne.®® Pour cela, ils se sont inspirés de Bertozzi qui a incorporé
un dérivé de sucre, non pas sur la paroi bactérienne, mais a la surface d’'une cellule humaine,
permettant ainsi la bioconjugaison de biotine grace a une réaction entre une cétone et une hydrazide
formant une hydrazone.®® Nishimura et al. ont, quant a eux, synthétisé des dérivés du nucléotide de
Park, de lipide | et de lipide Il de E. coli dont la structure est montrée en Figure 3, afin qu’ils soient

métabolisés par le PG pendant son processus de biosynthese.

Dans le cas du nucléotide de Park, les deux types de marquage métabolique ont été effectués.
Premierement, un marquage direct ou la fluorescéine est liée de fagon covalente au nucléotide pour
former le composé 51 et deuxiemement un marquage en 2 étapes qui utilise la réaction développée
par Bertozzi ou I'hydrazide, nucléophile, liée a un fluorophore (ici Alexa Fluor 488) va réagir en

attaquant le site électrophile de la cétone du nucléotide modifié 52 (Figure 13).
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Figure 13 : Marquage direct du PG d'E. coli par incorporation d'un dérivé du nucléotide de Park et marquage en
2 étapes par réaction entre une cétone et une hydrazide %

La bactérie E. coli est une bactérie a Gram négatif, possédant une membrane externe entourée
d’une épaisse couche de lipopolysaccharide, difficile a franchir. Ainsi, le traitement des bactéries a
I'EDTA’® en amont de I'ajout des dérivés a été nécessaire afin d’augmenter la perméabilité de la couche
de lipopolysaccharide et de permettre l'incorporation du dérivé du nucléotide de Park, qui est
encombrant et chargé. Les bactéries a Gram positif ne possédant pas cette membrane externe, ce
méme marquage direct avec le dérivé du nucléotide de Park a pu étre effectué sur trois bactéries a

Gram positif de la famille des Lactobacilles, sans nécessiter le traitement a 'EDTA.®®

Par ailleurs, il est important de préciser que malgré les images obtenues qui laissent penser
que les dérivés ont correctement été métabolisés, il n’est pas certain que les dérivés soient réellement
métabolisés par la bactérie en utilisant la voie métabolique visée. Depuis cette premiére publication,
d’autres études vont dans le sens d’'une métabolisation a travers la voie métabolique de biosynthése

du PG mais toujours sans certitude.”*

Enfin, bien que la réaction utilisée entre la cétone et I'hydrazide pour réaliser le marquage en
2 étapes ressemble a une réaction bioorthogonale, elle n’en présente pas les caractéristiques idéales
pour l'utiliser aujourd’hui comme telle. En effet, cette réaction est lente : dans le cas décrit ici, les
bactéries sont tuées pour les fixer et permettre a la réaction d’avoir le temps de se produire. De plus,
d’autres électrophiles sont présents dans le milieu biologique et peuvent rentrer en compétition avec
la cétone. Enfin, elle nécessite une catalyse acide et donc le pH physiologique n’est pas idéal pour cette

réaction. Cette réaction chimique n’est donc plus utilisée comme telle aujourd’hui.
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Cette premiere étude d’incorporation métabolique dans le PG a ouvert la voie a d’autres
études dans les années qui suivirent. La taille, la complexité chimique et les difficultés de
caractérisation de ces dérivés de nucléotide de Park, lipide | et lipide Il n’en font pas des dérivés parfaits
pour étudier le PG. D’autres dérivés, plus petits et facilement accessibles chimiquement, ont, par la

suite, été développés.
[11.4.2. Dérivés de D-Ala

Bien avant le développement de la chimie bioorthogonale, des dérivés de D-Ala étaient utilisés
pour étre incorporés dans le peptidoglycane, utilisant par exemple des techniques de radiomarquage
présentées dans la partie 111.2.2. Marquage isotopique et radiomarquage.®®®” Une autre méthode de
marquage, développée par De Pedro et al., a permis le marquage du PG d’E. coli avec de la D-cystéine
et son observation par microscopie en introduisant un thiol qui réagit avec une biotine activée.’” Cette
expérience permet d’obtenir des images de division bactérienne et montre le potentiel de I'utilisation
de dérivés de D-Ala pour marquer le PG. Mais, ces méthodes, qui exploitent des acides aminés
radiomarqués ou un thiol qui n’est pas bioorthogonal (réagissant soit avec des électrophiles soit pour
former des ponts disulfures), présentent plusieurs inconvénients dont le fait de nécessiter des
traitements avant I'observation au microscope, ce qui contraint a tuer les cellules avant marquage et

donc empéche I'observation de cellules vivantes.*!

111.4.2.1 Marquage direct avec des FDAA (Fluorescent D-amino acids)

Comme il a été évoqué précédemment, la D-Trp, qui est plus encombrante que la D-Ala car elle
posséde un indole, est incorporable dans le PG.%” Ainsi, en se basant sur ce fait, les chercheurs
VanNieuwenhze et Brun ont émis I’hypothése qu’il serait également possible d’incorporer sur le PG
des acides aminés fluorescents.”? Les acides aminés 53 et 55, appelés respectivement HADA et NADA,
ont d’abord été synthétisés en utilisant deux fluorophores de petite taille, respectivement la 7-
hydroxycoumarine (longueur d’onde d’émission de 450 nm, émission dans le bleu) et le
nitrobenzoxadiazole (NBD) (longueur d’onde d’émission de 538 nm, émission dans le vert) (Figure

14A).737¢
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Figure 14 : Premiers FDAA synthétisés. A — Structure et longueurs d'onde d'émission / B — Marquage du
peptidoglycane de B. subtilis avec HADA et NADA / C — Expériences de pulse avec HADA pour marquer le
peptidoglycane naissant de E. coli et B. subtilis / D — Marquage en pulses successifs avec NADA, TDL puis HADA
pour S. venezuelae”

NADA

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

La synthése de ces acides aminés se fait en deux étapes principales : le couplage entre le
fluorophore activé par un bon groupement activateur (GA) et I'acide aminé protégé par un
groupement protecteur (PG) et portant une fonction amine sur sa chaine latérale, puis, la déprotection
de I'amine de I'acide aminé, soit en milieu acide, soit en milieu basique, suivant le groupement

protecteur choisi (Schéma 5).
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Schéma 5 : Etapes de synthése des FDAA

Ces fluorophores ont permis de marquer, par marquage direct, la bactérie a Gram positif
Bacillus subtilis sur tout le peptidoglycane de la bactérie, c’est-a-dire sur les sites périphériques tout
autour de la bactérie, mais également au niveau du septum, au centre de la bactérie, site de la division
bactérienne (Figure 14B). Pour les FDAA 53 et 55, des analyses HPLC ont montré qu’entre 0.2 et 2.8 %
des unités de PG étaient modifiées. Ces valeurs ont été déterminées avec une incorporation des D-Ala
modifiées sur plusieurs heures, du début a la fin de la croissance de trois bactéries différentes
(B. subtilis, E. coli et A. tumefaciens). Ce pourcentage permet d’avoir un signal fluorescent suffisant
tout en évitant la toxicité due a une concentration trop forte en acide aminé modifié. De plus, des
analyses MS/MS ont confirmé que l'incorporation se produisait par échange du dernier acide aminé
de la chaine peptidique lors de la réticulation entre 2 chaines peptidiques, catalysée par les
transpeptidases.’® Par ailleurs, des expériences de marquage court (2 8 8 % du temps de division
bactérienne), appelées pulse, ont été menées avec HADA et ont permis de marquer le PG
nouvellement synthétisé pour plusieurs bactéries dont E. coli et B. subtilis, représentés en Figure 14C.
Enfin, ils ont montré, dans le cas de la bactérie B. subtilis, que bien que les acides téichoiques
possédent de la D-Ala sur leur structure, les composés HADA et NADA n’étaient pas incorporés sur ces

derniers mais seulement sur le PG.”?

Dans la méme étude, VanNieuwenzhe et Brun, encouragés par la bonne incorporation des
HADA et NADA, ont développé deux autres FDAA, possédant des fluorophores avec une meilleure
fluorescence, mais également plus encombrants. Ils ont ainsi développé le FDL 54, utilisant la
fluorescéine comme fluorophore (longueur d’onde d’émission de 515 nm, émission dans le vert) et le
TDL 56, avec un dérivé de rhodamine, carboxytétraméthylrhodamine (longueur d’onde d’émission de
565 nm, émission dans le orange-rouge). La voie de synthese est similaire a celle utilisée pour HADA et
NADA sauf qu’une D-lysine a été utilisée au départ, a la place de I'acide D-diaminopropionique, dans le
but d’éloigner le fluorophore, a I'encombrement stérique plus important, de la chaine principale de
I’acide aminé. Le marquage des bactéries a Gram positif est similaire avec ces deux fluorophores si 'on
compare au marquage obtenu avec HADA et NADA. En revanche, le marquage des bactéries a Gram
négatif est différent : pour E. coli, le marquage est trés faible avec FDL et méme inexistant pour TDL.
Cela est probablement di a la perméabilité réduite de la membrane externe pour des molécules
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encombrantes. Ainsi, des expériences de marquage successif ont pu étre réalisées avec ces différents
FDAA, par exemple le marquage en pulse de la bactérie a Gram positif Streptomyces venezuelae avec

NADA puis TDL puis HADA a permis d’obtenir 'image de microscopie représentée en Figure 14D.

Par la suite, VanNieuwenzhe et Brun ont développé d’autres FDAA avec des longueurs d’onde
d’émission couvrant une plus grande palette du spectre visible. On trouve, parmi les principaux, le
BADA avec un fluorophore boron-dipyrromethene (BODIPY) (longueur d’onde d’émission de 502 nm,
émission dans le vert), le YADA, avec un fluorophore jaune Lucifer (longueur d’onde d’émission de 535
nm, émission dans le jaune-vert), ou encore le Attos10ADA avec le fluorophore Attosio (longueur d’onde

d’émission de 631 nm, émission dans le rouge).”

Dans une récente étude publiée en 2022 par une équipe suisse,’® de nouveaux FDAA ont été
mis au point afin de réaliser de la microscopie a haute résolution et d’obtenir des images de marquage
avec plus de détails. La microscopie par super-localisation (en anglais, Single Molecule Localization
Microscopy, SMLM) est utilisée ici. Le choix a été fait de ne pas s’étendre sur cette méthode ici puisque
la microscopie a haute résolution sera détaillée plus en détail dans la partie 111.4.3.2. Marquage en

microscopie a haute résolution du PG avec AzDADA de ce chapitre.

Un des nouveaux FDAA présenté dans cette étude est représenté sur la Figure 15A. Il s’agit du

sCysDA 57 possédant un fluorophore commercial, le sulfo-cyanine 5.

Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

_/NH

+
H3N

sCysDA
57

Figure 15 : Nouvel FDAA sCysDA. A — Structure / B— Marquage en microscopie conventionnelle (haut) et en haute
résolution SMLM (bas) du PG de différentes bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Concentrations en FDAA
de 0.1 mM pour S. aureus et S. pneumoniae, de 0.5 mM pour K. pneumoniae et de 1 mM pour P. aeruginosa”®

Lincorporation de ce FDAA a permis le marquage du PG sur la totalité des bactéries a Gram
positif et des bactéries a Gram négatif et ce marquage est représenté en microscopie conventionnelle

(en bleu) et en microscopie a haute résolution (en orange) sur la Figure 15B. Alors que pour les
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bactéries a Gram positif, le marquage s’est effectué a une concentration en sCy5DA de 0.1 mM, il a été
nécessaire d’augmenter fortement cette concentration pour les bactéries a Gram négatif (0.5 mM voire

1 mM pour P. aeruginosa).

111.4.2.2. Marquage en 2 étapes : AIkDA et AzDA, BCN-DA, NBDAC et TetDAC

Dans la publication ou ils décrivent les FDAA, VanNieuwenzhe et Brun mentionnent aussi la
mise en place de marquage indirect grace a deux D-Ala modifiées : I'AIkDA 58, possédant un alcyne sur
la chaine latérale et ’AzDA 59, possédant un azoture sur la chaine latérale (Figure 16A).”° La méme
année, Bertozzi et al. ont publié une étude utilisant ces deux mémes acides aminés pour marquer le
PG en 2 étapes.” Avec ces deux dérivés, le PG de différentes bactéries est alors marqué.
Premierement, les bactéries sont incubées en présence d’un des dérivés, puis elles sont fixées et une
réaction click avec un fluorophore est effectuée : pour le AIkDA, une CuAAC avec un azoture et du Cu(l)
et pour le AzDA, une CuAAC avec un alcyne et du Cu(l) ou alors une SPAAC avec une cyclooctyne. Enfin,
les images de marquage sont obtenues par microscopie a fluorescence. En Figure 16B sont
représentées les images de marquage obtenues avec AIkDA incorporé sur la totalité du PG de la

bactérie pour E. coli (Ec), L. monocytogenes (Lm), C. glutamicum (Cg) et M. tuberculosis (Mt).”’

A B C

Hsltl/\n’o BCN-DA D-Ala

z
ol
(6]

BCN-DA
60

Figure 16 : Dérivés de D-Ala AIkDA, AzDA et BCN-DA. A — Structures chimique / B — Images de fluorescence
obtenues par marquage avec AIkDA 58 sur E. coli (Ec), L. monocytogenes (Lm), C. glutamicum (Cg) et M.
tuberculosis (Mt). En haut, les images sont obtenues apres incorporation de D-Ala, aucun marquage n’apparait.
En bas, le marquage obtenu est di a I'incorporation d’AIkDA 58 / C — A gauche, images de fluorescence obtenues
par marquage avec le BCN-DA 60 sur la bactérie E. coli. A droite, les images sont obtenues apres incorporation de
D-Ala, et donc, aucun marquage n‘apparait
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Un peu plus tard, en 2014, Carolyn R. Bertozzi et al. ont décrit un nouvel acide aminé modifié,
le BCN-DA 60 (Figure 16A) qui est incorporé sur le PG.”® Le marquage en 2 étapes du PG nouvellement
synthétisé est ainsi montré en Figure 16C pour la bactérie E. coli. Lors de cette étude, ils ont également
développé un nouveau composé fluorogénique dans le proche infrarouge, I'azido Si-rhodamine, qui
n’est pas fluorescent en I'état mais qui le devient lorsque son azoture réagit par réaction click CUAAC
ou SPAAC. Cependant, ce fluorophore n’a pas permis le marquage des bactéries a Gram négatif, car sa

charge et son encombrement ne lui permettent probablement pas de passer la membrane externe.”®

Dans une étude de 2015, Pires et al. ont, quant a eux, développé un dérivé de D-Ala possédant
une norbonéne, le composé 61, et permettant de réaliser la réaction click IEDDA avec un fluorophore
tétrazine.”” Ce nouveau composé a permis le marquage de la bactérie & Gram positif S. aureus, comme
représenté sur la Figure 17A. En 2017, cette méme équipe a développé une nouvelle D-Ala modifiée,
la TetDAC 62, en ayant inversé les partenaires de la réaction click : la tétrazine est sur le dérivé D-Ala et
le fluorophore posséde un TCO qui réagit avec la tétrazine (Figure 17B) pour marquer, par exemple, S.
aureus.®’ Ces deux nouveaux composés ont la particularité de posséder une fonction carboxamide a la
place de I'acide carboxylique, ce qui permet de marquer plus efficacement le PG de certaines bactéries,

notamment celles & Gram positif, comme le suggére une étude de Kahne et Walker.®!

N
B N S. aureus
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NBDAC TetDAC
61 62

Figure 17 : NBDAC (A) et TetDAC (B) développés par Pires et al. ainsi que les marquages correspondants du PG
de la bactérie S. aureus

111.4.2.3. Dérivé de D-Ala sous forme de rotor moléculaire fluorescent

Toutes les méthodes de marquage décrites précédemment nécessitent une étape de lavage
pour retirer 'excés de fluorophore avant analyse par microscopie de fluorescence ou cytométrie en
flux. Cependant, cette étape de lavage se fait par centrifugation et prend plusieurs minutes, pendant
lesquelles les bactéries peuvent étre perturbées, ou peuvent continuer a évoluer et a se diviser. Cela
peut donc contribuer a réduire la résolution des images de marquage, notamment pendant les

marquages successifs comme en Figure 14D.

Afin d’éviter cette étape de lavage, VanNieuwenzhe et al. ont développé en 2019 plusieurs

dérivés de D-Ala qui utilisent la technologie des rotors moléculaires fluorescents.®? Il s’agit d’une classe
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de fluorophores dont I'intensité de fluorescence est modifiée suivant I'environnement dans lequel il se
trouve. Dans un environnement peu restreint, le fluorophore adopte une conformation non
fluorescente spécifique, en effectuant une rotation autour d’une liaison reliant la partie donneuse
d’électrons et la partie acceptrice d’électrons, le mettant ainsi dans un état de transfert de charge
intramoléculaire torsadé, en anglais Twisted Intramolecular Charge Transfer (TICT). En revanche, dans
un environnement restreint et encombré, cet état TICT peut étre empéché, restaurant ainsi la
fluorescence du composé.® Le PG étant un environnement encombré et restreint, I’hypothése a été
émise qu’une fois incorporé, la rotation d’'un composé rotor moléculaire fluorescent serait restreinte,

permettant ainsi un effet fluorescent « turn-on ».

Un des dérivés développés est représenté en Figure 18A et les images de fluorescence
obtenues sont représentées en Figure 18B sur la bactérie a Gram positif B. subtilis. De gauche a droite,
les images de fluorescence représentent le marquage avec le dérivé Rf470DL 63 sans lavage puis des
controbles : une absence de marquage avec la version L-acide aminé (Rf470LL), le marquage sans lavage
avec HADA, conduisant a une image saturée en fluorophore et enfin le marquage avec lavage de HADA,
déja décrit précédemment. Cependant, le marquage sur la bactérie a Gram négatif E. coli n'a pas
fonctionné, encore une fois probablement a cause de la membrane externe ne permettant pas le

passage de molécules de grande taille.®?
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Figure 18 : Rf470DL, un acide aminé fluorogénique. A — Structure chimique / B —Images de marquage obtenues
avec ce dérivé et marquages de contréle effectués sur la bactérie B. subtilis®?

Bacillus subtilis

Par ailleurs, une autre application de ces dérivés a été le développement d’un test de screening
spectrophotométrique permettant d’étudier l'activité de I'enzyme D,D-transpeptidase en présence de
différents antibiotiques. Jusqu’a présent, ces tests étaient limités par un bruit de fond important, qui

ne permettait pas une lecture directe mais obligeait le passage par une étape de purification. Ces
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nouveaux composés avec leur effet « turn-on » permettant d’éviter lavages et bruit de fond sont donc
prometteurs pour ce type d’application. L'exemple de test décrit a été mené in vitro avec I'enzyme TPase
de la bactérie S. aureus, avec un substrat mimant la chaine peptidique du PG, avec le composé Rf470DL
et en présence de différents antibiotiques au mode d’action connu. Ainsi, par exemple, pour la
céfoxitine, inhibiteur de la TPase, aucune fluorescence n’a été observée. Au contraire, avec le
chloramphénicol qui agit sur une enzyme du ribosome, l'activité de la TPase est conservée permettant
I'incorporation du composé Rf470DL et un effet « turn-on » de la fluorescence. Cette application
pourrait déboucher a une méthode de screening a haut débit de composés pour déterminer un effet

antibactérien possible sur 'enzyme TPase.®

111.4.2.4. Réticulation entre dérivés de D-Ala incorporés sur le PG

Dernierement, en 2021, I'incorporation sur le PG de dérivés de D-Ala possédant des fonctions

8485 ot de Siegrist®® ont

clickables a conduit a une nouvelle application. Les équipes de Schultz
simultanément décrit la formation d’une réticulation non naturelle entre deux chaines peptidiques du

PG grace a une réaction click.

Premierement, Schultz et al. ont utilisé la réaction Sulfur(Vl) Fluoride Exchange (SuFEx),
réaction click décrite pour la premiére fois par Sharpless en 2014.%” Cette réaction se produit par
I'attaque d’un nucléophile sur le soufre d’'un groupement sulfonyle SO,F qui entraine le départ du fluor.
Cette réaction a par la suite été complétée par I'utilisation d’autres groupes partants que le fluor. La
réticulation effectuée par cette équipe a d’abord été décrite sur E. coli,®* bactérie a Gram négatif puis,
sur B. subtilis,®> bactérie a Gram positif, menant a deux publications différentes. En Figure 19 la
réticulation dans le cas de la bactérie B. subtilis est représentée. Un dérivé de D-Ala possédant un
sulfonyl, tel que le composé 64, permettant la réaction SuFEx, est incorporé sur le PG. Cette
incorporation se produit au moment de |'action des enzymes CPases et TPases qui interviennent lors
de la réticulation entre les chaines peptidiques a la fin du processus de biosynthése du PG (voir Figure
3). Premierement, la D-Ala terminale de la chaine peptidique est remplacée par une enzyme TPase au
niveau d’un de ses résidus sérine (Figure 19, étape 1). Il est important de noter que l'action de la TPase
est un processus dynamique : en temps normal, soit une D-Ala libre du milieu vient a nouveau
substituer le résidu sérine, soit la réticulation naturelle, présentée en Figure 3, a lieu. Des D-Ala sont
donc échangées en continu sur I'extrémité de la chaine peptidique. Ici, au lieu d’avoir la réticulation
naturelle ou I'échange de D-Ala, I'acide aminé non-naturel avec le sulfonyl 64 substitue ce résidu sérine
(Figure 19, étape 2). Par la suite, une réaction click SUFEx peut se produire entre le sulfonyl et I'amine
nucléophile présente sur le résidu m-DAP, en 3°™ position d’une autre chaine peptidique (Figure 19,

étape 3). La réticulation est alors formée entre le 5™ acide aminé d’une chaine peptidique et le 3™
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acide aminé d’une autre chaine. Dans le cas d’E. coli, un maximum de 31 % de réticulation a été
déterminée par HPLC, sans que cela modifie la croissance et/ou la morphologie des bactéries.®* En
revanche, dans le cas de B. subtilis ol un maximum de 19 % de réticulation a été déterminé, il a été

observé une élongation des bactéries ainsi que la lyse de certaines d’entre elles.®
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Figure 19 : Réticulation 5,3 non naturelle réalisée sur le PG de la bactérie a Gram positif B. subtilis grdce a la
réaction click SuFEx. Dans I'encadré gris est décrite la réaction SuFEx, entre un sulfonyle et un nucléophile

Parallelement, Siegrist et al. ont utilisé une méthode similaire pour réaliser une réticulation
grace, cette fois, a la réaction click CuAAC. En effet, ils ont d’abord incorporé simultanément deux
dérivés de D-Ala, I'AIkDA 58 et I'AzDA 59 (Figure 16) dans le PG de bactéries a Gram positif
L. monocytogenes et a Gram négatif E. coli puis, ils ont ajouté du Cu(l) afin d’induire la CuAAC entre
I'alcyne et I'azoture, incorporés sur deux chaines peptidiques différentes. La présence de la réticulation
a été prouvée a la fois par analyses MS/MS et par diverses expériences de fluorescence. Il a ainsi été
déterminé qu’il y a une augmentation totale de réticulation (naturelle et non-naturelle) de 20 % pour
E. coli entre les bactéries mises en croissance en présence d’AlkDA 58, d’/AzDA 59 et des conditions de
CuAAC et les bactéries en croissance normale. De plus, il a été montré que la présence de ces dérivés
protege E. coli de l'action des antibiotiques de la famille des B-lactamines, I'ampicilline et la

carbénicilline.®®

[11.4.3. Dérivés de D-Ala-D-Ala

111.4.3.1. AIkDADA, AzDADA, HADA-DA et NADA-DA

Les dérivés de D-Ala décrits précédemment ont montré une incorporation sur le PG soit en
rentrant dans le cytoplasme, par la voie métabolique de synthese du PG initiée par I'enzyme Ddl soit
par I'échange de D-Ala en position 5 de la chaine peptidique, initié par une enzyme TPase. Afin d’obtenir
une métabolisation exclusivement par voie intracellulaire, d’autres outils ont été développés. Il s'agit

de dérivés de D-Ala-D-Ala, aussi appelés DADA, qui sont métabolisés par le PG en traversant la
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membrane plasmique pour rentrer dans le cytoplasme et sont accrochés, grace a I'enzyme MurF, au
tripeptide déja formé, pour obtenir le nucléotide de Park (voir Figure 3). Les dipeptides AIkDADA 65,
DADA-Alk 66, AzDADA 67 et DADA-Az 68 (Figure 20A) ont donc été décrits par Maurelli et al. en 201428
Suivant la position de I'alcyne et de I'azoture du c6té N-terminal ou du c6té C-terminal, I'acide aminé
modifié sera incorporé soit en 4™ position (si du c6té N-terminal) soit en 5™ position (si du coté C-

terminal).

La métabolisation de ces biomolécules a d’abord été prouvée pour les bactéries E. coli et
B. subtilis et il a été mis en évidence que les dipeptides AIkKDADA et AzDADA sont métabolisés par le PG
avec une meilleure efficacité que DADA-AIk et DADA-Az. Cela concorde avec le fait que pour DADA-Alk
et DADA-Az, I'alcyne et I'azoture sont placés en position 5 sur la chalne peptidique et sont donc sujets

a échange par action des enzymes CPase et TPase.

A B
=
74
_/H Q - H Q
+ = N - + - N -
HaNY fko HsN"Y o)
o] o]
A
AIKDADA DADA-AIk
65 66
Moy 0 z H
+ - N - + - N -
HsN Y o) HsN"Y o)
o] o]
N3
AzDADA DADA-Az
67 68

Figure 20 : Dipeptides décrits par Maurelli et VanNieuvenhze. A — Structures chimiques / B — Premiére mise en
évidence du PG de C. trachomatis. Fibroblastes de souris infectés par C. trachomatis en présence de AIkDADA et
du fluorophore Azido-AF488 liés par réaction click CUAAC aprés fixation des bactéries. En bleu est marqué le noyau
des cellules hotes, en rouge une protéine majoritaire de la membrane externe (MOMP) de la bactérie et en vert le
PG

Ensuite, le dipeptide AIKDADA a été utilisé pour mettre en évidence, pour la premiere fois, la
présence de PG dans la bactérie Chlamydia trachomatis (Figure 20B).%% En effet, toutes les tentatives
de marquage de PG précédentes effectuées sur cette bactérie n’avaient pas fonctionné, il y avait donc
une grande interrogation sur |'existence, ou non, de PG chez cette bactérie. C. trachomatis est une
bactérie a multiplication intracellulaire, elle nécessite un héte pour se multiplier. Ainsi, des fibroblastes
de souris ont été utilisés ici comme hote (noyaux colorés au 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) :
fluorescence bleue sur la Figure 20B). Sur cette méme figure, une protéine de la membrane externe de
la bactérie est représentée en rouge et le PG de la bactérie est marqué en vert, grace a la réaction click
CuAAC avec le fluorophore Azido-AF488. Une hypothese de la raison pour laquelle le marquage a, cette

fois, fonctionné est que, contrairement a I'incorporation de dérivés de D-Ala simples, I'incorporation
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de dérivés de D-Ala-D-Ala a permis de positionner I'alcyne en 48™m¢ position du peptide, position non

sujette a I'action des CPases.

Pendant plusieurs années a la suite de la synthése de ces dipeptides, aucun autre nouveau
dipeptide permettant le marquage du PG n’a été découvert. En effet, a cause du fait que le dérivé de
dipeptide doit traverser la membrane plasmique et entrer dans le cytoplasme, la taille du groupement
a rajouter sur le dérivé ne doit, a priori, pas étre trop importante. Mais, en 2021, de nouveaux
dipeptides ont été décrits, possédants des fluorophores sur leur structure. lls ont été appelés
Fluorescent D-Amino Acid Dipeptide (FDAAD).*° Deux exemples de FDAAD sont représentés en Figure
21, le HADA-DA 69 possédant une coumarine sur sa structure et le NADA-DA 70, possédant un NBD. Le
marquage sur la totalité du PG a été effectué avec ces deux FDAAD pour les bactéries E. coli (Gram

négatif) et B. subtilis (Gram positif) (Figure 21).
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Figure 21 : HADA-DA et NADA-DA, deux nouveaux dipeptides développés, permettant le marquage de PG des
bactéries E. coli et B. subtilis®

Ces nouveaux dipeptides ont permis de caractériser le processus de biosynthese du PG de la
bactérie A. tumefaciens et notamment d’apporter des précisions sur |'activité des Penicillin-binding
proteins (PBP) dont font partie les enzymes TPases.®® Cela ouvre également des perspectives pour le
développement d’autres dipeptides possédants des groupements d’une taille plus importante que

I'azoture et 'alcyne.

111.4.3.2. Marquage en microscopie a haute résolution du PG avec AzDADA

L'équipe Pneumocoque a I'IBS (Institut de Biologie Structurale), travaille actuellement, en
collaboration avec notre équipe du DPM, sur le développement de marquage de la paroi bactérienne
de S. pneumoniae en utilisant la microscopie a haute résolution direct STochastic Optical

Reconstruction Microscopy (ASTORM).

Dans le domaine de I'imagerie, la résolution des images en microscopie conventionnelle est

limitée par la diffraction de la lumiére, ce qui empéche la distinction par fluorescence de deux taches
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qui sont séparées par moins de 250 nm. Ainsi, deux molécules situées a moins de 250 nm l'une de
l'autre et émettant de la lumiére simultanément ne pourront pas étre distinguées par microscopie
conventionnelle.’® Des recherches ont été menées ces derniéres décennies pour contourner la limite
imposée par la diffraction de la lumiére et ont abouti a la mise au point de la microscopie a haute-
résolution au travers de trois techniques : STimulated Emission Depletion (STED), PhotoActivated
Localization Microscopy (PALM) et STochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM). Les
chercheurs Stephan W. Hell, Eric Bertzig et William E. Moerner ont obtenu le prix Nobel de chimie en

2014 pour ces découvertes.

La technique de microscopie STED, décrite en 2000 par Stephan Hell®* a pour principe de
réduire le diamétre de la tache de diffraction par extinction d’'une partie de la lumiére émise. Pour cela,
a la suite de I'excitation d’un fluorophore par un premier faisceau, un second faisceau en forme
d’anneau est émis, avec une énergie différente et judicieusement choisie. Celle-ci provoque une perte
d’énergie du fluorophore, éteignant sa fluorescence naturelle. Ainsi, la fluorescence restante
correspond a la tache centrale, non touchée par le deuxiéme faisceau. Cette technique permet
d’obtenir une résolution de 20 nm pour l'observation d’échantillons biologiques avec des fluorophores
organiques, non protéiques. Elle présente I'avantage d’étre compatible avec une grande variété de
fluorophores différents, bien que certains soient plus photo-stables dans ces conditions précises
d’imagerie. En revanche, 'imagerie en deux couleurs est limitée par la double illumination nécessaire

a cette technique.®

Les techniques de PALM®> et STORM® sont des techniques de microscopie par super-
localisation SMLM et ont été décrites en 2006 par des équipes de recherches indépendantes. Elles
fonctionnent toutes les deux sur le méme principe avec pour différence la nature du (ou des)
fluorophore(s) utilisé(s). Dans le cas de PALM, une forme photo-activable de la protéine GFP tient le
role de fluorophore alors qu’il s’agit d’une paire de sondes fluorescentes organiques pour le STORM,
en particulier de la famille des cyanines.”® Le principe du STORM est 'illumination aléatoire de
fluorophores, rendue possible par la nature du fluorophore utilisé, capable de passer d’un état excité,
illuminé (on-state) a un état désexcité, éteint (dark-state). Cependant, la réversibilité du processus n’est
pas parfaite et le retour a I'état désexcité peut étre permanent. Ainsi, revenir a I'état excité, fluorescent,
nécessite 'illumination a une seconde longueur d’onde ainsi que la présence d’'un second fluorophore,

ayant le réle d’activateur.”

Le dSTORM est une variante du STORM qui ne nécessite qu’un seul fluorophore organique,
capable de passer d’'un état excité a un état désexcité grace a un agent réducteur, souvent un thiol.

Ainsi, des milliers d’'images sont enregistrées les unes a la suite des autres avec, pour chaque image,
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une petite partie des fluorophores qui sont sous un état excité fluorescent. L'acquisition de toutes ces
images et leur superposition permet la construction d’une image finale avec une résolution d’environ
20 nm.*® La Figure 22 schématise cette technique, qui permet d’améliorer grandement la résolution

des images en comparaison a la résolution de la microscopie a fluorescence conventionnelle.

Microscopie & fluorescence dSTORM
conventionnelle
=250 nm =20nm
e
: )
Scintillement des fluorophores et acquisition des images Somme des localisations :
image finale

Figure 22 : Schéma du principe de la technique de microscopie a haute résolution dSTORM, en comparaison avec
la microscopie a fluorescence conventionnelle

Grace a cette technique de microscopie a haute résolution dSTORM, le PG de S. pneumoniae a
été marqué en utilisant le dérivé AzDADA 67 présenté Figure 20A ainsi que le fluorophore DIBO-AF647,

permettant de réaliser le marquage par réaction click sans cuivre SPAAC.®

Le PG des bactéries est synthétisé selon deux processus: I'élongation, permettant
I'allongement de la taille de la bactérie, et la septation, permettant la division de la bactérie. Dans les
bacilles tels que E. coli et B. subtilis, ces deux processus sont distincts dans I'espace et ont été décrits
grace a la microscopie a fluorescence conventionnelle. Dans le cas des bacilles, on a alors I'existence

de PG latéral, résultat du processus d’élongation et de PG septal, résultat de la septation.”’

Au contraire, dans le cas des ovococci, bactéries de forme ovoide, dont S. pneumoniae fait
partie, I'élongation et la septation ne sont pas des processus distincts. Des expériences menées
antérieurement sont en faveur de I'existence de la septation et I'’élongation qui se produiraient toutes
les deux au septum, c’est-a-dire au centre de la bactérie.’* Cependant, la limite de résolution de la
microscopie conventionnelle empéche de distinguer ces deux processus, situés dans une région de

taille nanométrique.

Lobservation au microscope a haute résolution dSTORM du marquage en 2 étapes effectué
entre 'AzDADA et DIBO-AF647 a permis de décrire de facon précise la biosynthése du PG de
S. pneumoniae et les images obtenues sont représentées Figure 23. Des images ont été obtenues pour
les bactéries a différentes étapes de leur division cellulaire : au début de la division, lorsque le septum
est marqué, sans pour autant observer de constriction au niveau du septum ; au milieu de la division,
lorsqu’une constriction du septum est visible, laissant apparaitre le contour des deux futures cellules-

filles ; et a la fin de la division, lorsque les deux cellules-filles commencent elles-aussi a se diviser.
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Lanalyse de ces images a permis de confirmer I'existence des deux processus : I'élongation,
pendant laquelle le PG périphérique est synthétisé, permettant l'allongement de la bactérie, et la
septation, pendant laquelle le PG septal est synthétisé, formant une paroi transversale qui aboutit a la

division de la cellule mére en deux cellules filles (Figure 23).

Ainsi, au début de la division, élongation et septation sont confondues. Par la suite, I'élongation
et la septation se distinguent pour former deux anneaux de synthése concentriques : le plus petit, au
centre, forme le PG septal, permettant la division de la bactérie et le plus grand, a I'extérieur, forme le
PG périphérique, permettant I'allongement de la bactérie (Figure 23). Enfin, a la fin du processus de

division, alors que la synthése de PG septal s’achéve, le PG périphérique continue d’étre synthétisé.”®

Cycle cellulaire
>
a | 3
el f ~
Site de dvision  site de division Site de division
' ' cellule fille cellule mére cellule fille
Orientation
horizontale

Orientation PG septal ' PG périphériqgue
verticale

Figure 23 : Marquage dSTORM du PG de S. pneumoniae avec AzDADA et DIBO-AF647. Des images dSTORM sont
montrées tout au long du cycle cellulaire pour des bactéries orientées horizontalement et verticalement®®

[11.4.4. Autres dérivés de la chaine peptidique PG

D’autres dérivés du peptide du PG ont été développés ces dernieres années. En 2011, Breukink
et al. ont développé le tripeptide AeK-NBD 71 (Figure 24), dérivé fluorescent du tripeptide L-Ala-D-iGlu-
L-Lys situé en position 1 a 3 du peptide du PG d’E. coli.’® Le PG de cette bactérie a donc pu étre marqué
directement avec ce dérivé qui traverse la membrane plasmique et est métabolisé dans le cytoplasme

par le processus décrit en Figure 3.

Par ailleurs, Spiegel et al. ont développé des dérivés fluorescents de la chaine peptidique,
appelés Fluorescent Stem PentaPeptide Mimics (FSPPM), sous la forme du tripeptide L-Lys-D-Ala-D-Ala
auquel est lié un peptide flexible (Gly-Gly-L-Lys) se terminant par un fluorophore, soit la fluorescéine
(composé 72), soit Alexa-Fluor 568 (composé 73). Contrairement aux dérivés évoqués précédemment,

celui-ci ne rentre pas dans le processus d’incorporation métabolique, mais imite la chaine peptidique
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du PG afin que les TPases interviennent et effectuent la réticulation avec ce composé a la place d’une

chaine peptidique naturelle du PG.*°

Enfin, dans une publication de 2023, Pires et al. ont décrit plusieurs nouveaux dérivés de la
chaine peptidique du PG dont le composé 74 appelé TetD.°° Selon la méme technologie que Spiegel et
al., ce dérivé, sous forme de tétrapeptide possédant un groupement DBCO a I'extrémité, va imiter la
chaine peptidique naturelle du PG et va permettre la réticulation avec un autre peptide du PG pour
étre lié a lui de facon covalente. Pires et al. ont ainsi développé une stratégie permettant de déterminer,
par microscopie de fluorescence aprés réaction SPAAC avec le DBCO, la perméabilité de la
mycomembrane de la mycobactérie Mycobacterium tuberculosis pour une série de composé portant

un azoture sur leur structure.'%
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Figure 24 : Structure chimique des autres dérivés de la chaine peptidique du PG évoqués

[11.4.5. Conclusion

Dans cette partie, il a ainsi été listé les différentes possibilités existantes actuellement pour la
métabolisation de dérivés de I'unité peptidique du PG, des plus petits dérivés, les D-Ala modifiées, aux
plus gros, comme les nucléotides de Park 51 et 52 et le tétrapeptide 74. Suivant I'application désirée,
une variété de dérivés a été décrite : des dérivés avec des fonctions click pour le marquage en 2 étapes
avec ou sans cuivre, des dérivés fluorescents pour le marquage direct, des dérivés fluorogéniques,

permettant de s’affranchir de lavages...

L'utilité principale de ces techniques est le marquage de PG d’une grande variété de bactéries

qui a permis de préciser, au cours des dernieres années, la biosynthése du PG, soit par la mise en
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évidence de I'action de certaines protéines soit par la localisation précise des processus de biosynthése

du PG.

Enfin, nous nous sommes concentrés dans cette partie a décrire des dérivés du peptide, mais
il est également possible de métaboliser des dérivés des sucres GInNAc et MurNAc, formant la partie
glycane du PG et de les utiliser pour effectuer un marquage en 2 étapes par réaction click.’* Ces dérivés

ne seront cependant pas décrits dans ce document.

I11.5. Métabolisation de dérivés de cholines sur les acides téichoiques

En complément du PG, les bactéries a Gram positif possédent des acides téichoiques dont un
exemple de structure a été décrit dans la partie 1.4. Streptococcus pneumoniae. Contrairement au PG,
qui possede plusieurs dérivés qui sont utilisés pour le marquage, le marquage et l'observation au
microscope des AT ont longtemps été empéchés par le manque de dérivés pouvant étre utilisés.
Aujourd’hui, seule la choline, spécifiquement présente sur les AT de S. pneumoniae a pu étre utilisée
pour le marquage des AT. Nous allons voir dans la partie qui suit comment la métabolisation de dérivés

de choline sur les AT de S. pneumoniae a été accomplie.

[11.5.1. Métabolisation de choline et premier marquage des acides téichoiques

La choline est un composant essentiel a la croissance de S. pneumoniae.*®* En 1944, Elizabeth
Badger a remplacé la choline naturelle par différents dérivés de choline et a comparé la croissance de
S. pneumoniae en présence de ces dérivés. Ainsi, la croissance de la bactérie est conservée lorsque la
choline naturelle 75 (Figure 25) est retirée du milieu et est remplacée par la diméthyléthanolamine,

par la méthyldiéthanolamine, par la triéthylcholine ou encore par I'éthanolamine.

En 2017, I'équipe Pneumocoque de I'IBS en collaboration avec notre équipe du DPM ont décrit
pour la premiére fois un marquage d’acides téichoiques chez une bactérie a Gram positif. Ce marquage
a été réalisé en tirant profit de la spécificité de S. pneumoniae a posséder de la choline sur ses AT (Figure
4B).?* La choline modifiée métabolisée dans ces travaux est la propargyl-choline appelée AlkCho 76. Le
processus de métabolisation de cette choline est identique au processus de métabolisation de la
choline naturelle 75 et est représenté en Figure 25. Lajout de choline sur les AT se fait dans le
cytoplasme : de la choline du milieu extérieur est donc acheminée dans le cytoplasme en traversant la
membrane plasmique grace a la protéine membranaire LicB. La choline est ensuite modifiée en
phosphorylcholine puis en cytidine 5’-diphosphocholine (CDP-choline) par les protéines LicA et LicC
respectivement. LicD1 et LicD2 transférent alors cette CDP-choline sur le résidu GalNAc d’une unité d’AT

en cours de synthese. La biosynthese de I’AT se termine par la polymérisation des unités d’AT grace a la
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protéine membranaire Spr1222 puis par le transfert vers I'espace périplasmique de I'AT polymérisé

grace 3 la protéine TacF.**
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Figure 25 : Processus par lequel est métabolisée la choline sur les AT, qu'elle soit modifiée ou non. Adapté de A.M.
Di Guilmi et al.?

La choline modifiée AlkCho 76 a été utilisée pour marquer les AT de la bactérie S. pneumoniae
et les images de marquage obtenues par microscopie conventionnelle sont représentées en Figure 26A.
A gauche, les bactéries sont mises en culture en présence d’AlkCho pendant 3 heures, puis, I'AlkCho,
métabolisée par les AT, est révélée par CuAAC avec un fluorophore azidocoumarine pendant 30
minutes. A droite, la méme expérience est réalisée, en utilisant de la choline naturelle au lieu d’AlkCho.
Cette expérience de contréle confirme que le marquage est absent dans ce cas-13a, et donc, que le

marquage observé correspond bien a la réaction click spécifique entre I'AlkCho et le fluorophore.

Par la suite, une application de ce marquage spécifique de S. pneumoniae a été de |'utiliser
pour détecter facilement et rapidement cette bactérie lorsqu’elle est en présence d’autres espéeces de
bactéries. Trois bactéries ont été sélectionnées pour ce test de détection: B. subtilis et E. coli,
respectivement bactéries a Gram positif et a Gram négatif qui ne contiennent pas de choline, ainsi que
P. aeruginosa, bactérie a Gram négatif, qui contient de la choline mais sur la membrane lipidique sous
forme de phosphatidylcholine, en pas sur les AT.'%? Pour cette expérience, chaque espéce de bactérie
a été mise en culture de fagon indépendante en présence d’AlkCho ou de choline naturelle puis S.
pneumoniae a été mélangée a chacune des espéces de bactéries et elles ont été mises en conditions
de réaction CuAAC avec l'azidocoumarine. Les images montrent que seule S. pneumoniae a été
marquée quand elle était en présence d’AlkCho. Les autres especes de bactéries ne présentent aucun
marquage et les expériences de contréle avec la choline naturelle ne montrent pas de marquage non

plus (Figure 26B).
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Figure 26 : Marquage des acides téichoiques de S. pneumoniae sur cellules vivantes avec AlkCho. / A — Sur
S. pneumoniae seule, croissance pendant 3 h avec AlkCho ou Cho puis réaction en conditions CuAAc avec
fluorophore azidocoumarine / B — Détection spécifique de S. pneumoniae (*) en présence d’E. coli, de B. subtilis
et de P. aeruginosa.??

[11.5.2. Marquage en deux couleurs des AT et du PG

Une expérience de pulse court en utilisant AlkCho a également été effectuée dans I'étude
publiée en 2017. Cette expérience a montré un marquage au septum de la bactérie suggérant que le
site de biosynthése des AT se situe a cet endroit, donc proche du site de biosynthése du PG.?
Cependant, la cinétique de la réaction et la nécessité d’utiliser du cuivre pour réaliser la CUAAC limite
la précision et la qualité des images obtenues, et nécessite de travailler sur cellules fixées car les

concentrations de cuivre nécessaires pour la réaction click sont toxiques pour S. pneumoniae.

Dans une deuxieéme étude publiée en 2018,'° un autre dérivé de choline est décrit : il s’agit de
I’'AzCho 77 (représenté en Figure 25). Ce dérivé, possédant un azoture a la place de I'alcyne, a I'avantage
de pouvoir réagir par réaction SPAAC, sans cuivre, avec un fluorophore possédant une cyclooctyne.
Dans cette étude, les fluorophores DIBO Alexa Fluor 488 et 594 ont été choisis. Plusieurs conditions de
marquage ont été testées, notamment différents temps d’incubation, différents délais d’ajout entre

I’'AzCho et le fluorophore ainsi que des conditions de fixation ou non des cellules avant ajout du
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fluorophore. Finalement, le meilleur marquage, c’est-a-dire la méthode permettant un marquage au
septum le plus défini et le plus fin, a été obtenu lorsque I'’AzCho et le fluorophore sont ajoutés en méme
temps pendant 5 minutes d’incubation suivi de lavages et d’'une observation au microscope, sans
fixation préalable des cellules. Sur la Figure 27, ces conditions de marquage appelées « one-pot » sont
représentées a droite alors qu’a gauche est représenté le marquage obtenu en 2 étapes successives :
incubation de I'AzCho pendant 5 minutes, suivi de I'ajout du fluorophore pendant 5 minutes. Sur le
graphique correspondant, a droite des images de microscope, sont représentées toutes les bactéries
marquées et alignées de la plus petite a la plus grande. Ce graphique permet de voir I'amélioration de
la qualité du marquage entre les deux conditions décrites : dans le cas du marquage « one-pot » (a
droite), le marquage au septum (rouge) est plus centré, précis et fin alors qu’il est sous forme de deux
bandes lorsqu’il est effectué en 2 étapes (a gauche). LUapparition de ces deux bandes provient du fait
que les bactéries ont continué a pousser pendant I'ajout du fluorophore et donc, ’AzCho métabolisée
n’est plus localisée seulement au septum de la bactérie. Enfin, il est important de préciser que ce
marquage « one-pot » est rendu possible par la métabolisation de I’AzCho qui est bien plus rapide que
la cinétique de la réaction click, qui se produit donc apres métabolisation, une fois que I’AzCho a quitté
le cytoplasme et est a la surface de la membrane plasmique, dans I'espace périplasmique (représenté

en Figure 28 : sur le schéma ki1 >> k2).
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Figure 27 : Marquage en 2 étapes (gauche) et marquage one-pot (droite) des AT par l'azidocholine. Sur le
graphique, chaque bactérie marquée est représentée sous forme d'une ligne verticale et elles sont alignées de la
plus petite a la plus grande. Le marquage le plus intense est représenté en rouge et le moins intense en bleu.

Cette méthode de marquage « one-pot » a, par la suite, été utilisée en complément d’un
marquage simultané du PG avec HADA 53 afin de marquer en méme temps les AT et le PG (Figure 28).
Pour cela, les trois composés AzCho, DIBO AF488 et HADA (Figure 14) sont ajoutés simultanément et
les bactéries sont incubées pendant 5 minutes durant lesquelles le HADA est incorporé sur le PG et
I’'AzCho est métabolisée par les AT puis réagit avec le DIBO AF488 (Figure 28). Ensuite les bactéries sont
lavées et observées au microscope pour obtenir les images de marquage en Figure 28, soit en

marquage seul des AT et du PG, soit en superposant les deux images.
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Figure 28 : Marquage "one-pot" des AT avec AzCho (30 uM) et DIBO AF488 (25 uM) et marquage direct du PG de
S. pneumoniae avec HADA (500 uM). Les images du marquage des AT (en vert) et du marquage du PG (en bleu)
sont superposées.

Ce double marquage a permis de conclure que les sites de biosynthése du PG et des AT sont
colocalisés au septum de la bactérie, et qu’elles s’effectuent en méme temps. Néanmoins, une
comparaison approfondie des différents marquages a différentes étapes de la division bactérienne a
permis de distinguer une petite différence : il semblerait que la biosynthése des AT se poursuive apres

la fin de la biosynthése du PG.**

[11.5.3. Présence de choline dans les milieux biologiques en dehors des AT

La choline n’est pas seulement présente sur les AT de S. pneumoniae, mais elle est également
un nutriment essentiel pour les cellules humaines.’® Dans les cellules humaines, la choline est

principalement présente sous forme de phosphatidylcholine (PC) 78 (Figure 29) qui peut étre

105

synthétisée a partir de la voie de synthése de Kennedy'® ou recyclée par le cycle de Lands.' Le reste

de la choline présente dans les cellules humaines I'est sous forme de choline libre, de phosphocholine,

de glycérophosphocholine, de CDP-choline ou encore d’acétylcholine.**
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Figure 29 : Structures chimiques de la phosphatidylcholine (PC) et de la phosphatidyléthanolamine (PE)

La phosphatidylcholine est un des composants principaux des phospholipides des cellules

eucaryotes, tout comme la phosphatidyléthanolamine (PE) 79 (Figure 29), également synthétisée a
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partir de la voie de synthése de Kennedy.'* En revanche, les phospholipides présents chez les bactéries
contiennent de la PC seulement pour environ 10 % des bactéries'®, dont S. pneumoniae.*®” Alors que
la PE présente sur les phospholipides des bactéries est synthétisée par la voie de Kennedy, la PC ne I'est

pas et est synthétisée soit par méthylations successives de PE avec la S-adénosylméthionine comme

102 104,108

source de méthyle'”, soit par voie enzymatique spécifique a partir de cholines.

En 2009, Salic et al. ont développé une méthode de marquage métabolique pour marquer les
phospholipides de cellules eucaryotes in vivo grace a la métabolisation de 'AIkCho 76 sur les PC.' Un
marquage en deux étapes a été effectué : d’abord I'AlkCho a été incorporé sur les PC des phospholipides
pour former des phosphatidyl-propargylcholines, puis un fluorophore avec un azoture a été ajouté
(AlexaFluor568-azide ou fluorescéine). Le marquage a été effectué in vitro sur des cellules eucaryotes

de souris (NIH 3T3) et in vivo chez la souris (cellules du foie, de I'intestin, du rein et de la rate marquées).

De méme, d’autres cholines ont été récemment développées par Kalia et al.*'° afin de marquer
des cellules humaines, et certaines sont représentées en Figure 30. Toutes les cholines représentées
ont permis le marquage des cellules, et donc ont été métabolisées. Cependant, les dérivés 80, 82 et 85
ont permis de meilleurs marquages. Une des conclusions que I'on peut tirer de ces marquages est que
la métabolisation de dérivés plus long (composé 81) est moins bonne que pour des dérivés courts
(composé 80). De plus, la présence de deux groupements méthyles sur I'azote n’est pas essentielle pour
la métabolisation des dérivés de choline par les AT (composé 82 a 85). Enfin, pour chacun de ces
dérivés, une expérience de compétition a été effectuée avec une quantité équimolaire de choline
naturelle 75 (2 mM) (Figure 30). Ainsi, dans les cas des composés 82, 83 et 84, le dérivé non naturel est
en partie métabolisé dans la cellule alors que pour les composés 80, 81 et 85, la fluorescence est

totalement supprimée et le composé non naturel n’est pas métabolisé.'*’

Dérivé Dérivé + Cho 75 \\ Dérivé Dérivé + Cho 75

Figure 30 : Structures chimiques des dérivés de cholines métabolisés sur cellules humaines, images de marquage
avec les dérivés seuls et images de marquage avec le dérivé en compétition avec la choline naturelle 75'°
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Baskin et al. travaillent également sur le marquage de phospholipides et notamment sur une
méthode ayant pour but de préciser I'activité des acides phosphatidiques, intermédiaire de la synthése
des phospholipides et produit de I’hydrolyse de PC sous I'action de I'enzyme phospholipase D (PLD).***"
113 En effet, cette enzyme permet soit la formation d’acide phosphatidique par hydrolyse, soit la
formation d’un phosphatidyl-alcool par substitution de la choline par un alcool primaire comme le

butanol grace a une réaction de transphosphatidylation (Figure 31A).*

A
el
1o R, O/\:/\O’ P\OH phosphatidic acid
O\‘ ’O_ | / OR2
-P< *NT PLD -
R1O/\:/\O 0N @ O\P 0 phosphatidyl butanol
5r, \ R O/\/\o, \O/\/\
phosphatidylcholine HO " 1 éRz
B AR AT AN AAAART AR ARTS
%%W&%%%%W&&%%WW
Oszp Ozp
o % 9%

- PLD -
?

0N, @ BODIPY ? ’
—N+ |
I\ \j S z
N

C PR AT A T AT AT AT A AT AT AT AR T AT AR A RART AR AT AT AT RN AT AT AT 0T

%%W&%&%&%W%&%WW

SR °
O \
= O PLD - =

o

Figure 31 : A — Hydrolyse de PC et transphosphatidylation par I'enzyme PLD. Adapté de Baskin et al.'*' / B —
Marquage en deux étapes des PC et de I'activité de I'enzyme PLD. Adapté de Baskin et al.’'? / C — Marquage
fluorogénique des PC et de I'enzyme PLD par réaction bioorthogonale IEDDA. Adapté de Baskin et al. '

Ainsi, la méthode développée permet l'incorporation, grace a cette enzyme, du 3-azido-
propanol qui installe ainsi un azoture sur le phospholipide. Cela permet la réaction SPAAC entre
I'azoture sur le phospholipide modifié et le BCN lié de facon covalente a un fluorophore, le BODIPY

(Figure 31B).112

Par la suite, Baskin et al. ont étendu cette méthode a I'incorporation d’un alcool possédant un
TCO modifié (oxo-TCO).™* Au lieu de la réaction SPAAC, une cycloaddition IEDDA est effectuée avec le
BODIPY et cette réaction est, cette fois, fluorogénique : avant la réaction click, le BODIPY est non-

fluorescent di a la présence de la tétrazine, et apres réaction click, la tétrazine est modifiée, il devient
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alors fluorescent (Figure 31C). Cette technique permet donc une détection en temps réel, sans

lavage.'*®

Ainsi, cette technique de marquage illustre le fait que la choline présente sur les PC est mobile
et peut étre échangée par un autre alcool, d’une taille telle que celle de I'alcool possédant le TCO

modifié.

lIl.6. Marquage de la membrane externe des bactéries a Gram négatif

Jusqu’a présent, nous avons parcouru les différents dérivés qui ont été développés pour étre
métabolisés sur le PG de diverses bactéries a Gram positif et a Gram négatif ainsi que sur les acides
téichoiques de la bactérie a Gram positif S. pneumoniae. Nous nous sommes focalisés sur les dérivés

de PG et des AT car ce sont ces deux macromolécules qui nous intéresseront par la suite.

Il est également important d’évoquer que d’autres composants de la bactérie ont servi de
marqueur métabolique ces derniéres années. En particulier, le lipopolysaccharide (LPS), composant la

membrane externe des bactéries 8 Gram négatif, a été beaucoup étudié.”®'**

Par exemple, Vauzeilles et al. ont décrit le KDO-N3 86 (Figure 32), qui est un dérivé de l'acide 3-
désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique, composant le noyau du LPS. Ce dérivé a permis de marquer une
grande majorité des bactéries 8 Gram négatif.'*> Par ailleurs, Wang et al. ont, quant 3 eux, utilisé un
dérivé de fucose, le FucAz 87 permettant de marquer sélectivement l'antigéne-O du LPS d’E. coli

modifiée pour contenir du fucose.'*®

Enfin, Vauzeilles et al. ont également développé un dérivé d’un antigéne-0O, le composé 88. Il
s’agit, cette fois, de I'antigene-O de la bactérie Legionella pneumophilia, une bactérie pathogene
pouvant contaminer |'eau et causer de graves infections dans la population si la contamination n’est
pas détectée. La métabolisation de ce composé 88 dans le LPS de la bactérie suivie de la CUAAC avec
un fluorophore a ainsi permis de développer une méthode qui détecte sélectivement et rapidement la

présence de la bactérie.'"’

POs%
Naﬁ&io ETRERN g
OH No OH
OHOH
KDO-N3 FucAz
86 87 88
Vauzeilles et al. Wang et al. Vauzeilles et al.

Figure 32 : Exemples de dérivés métabolisés par le LPS
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Il est également possible de marquer de fagon fluorescente des protéines de la bactérie,
notamment des glycoprotéines, ainsi que les acides nucléiques de la bactérie ou encore des

enzymes.''® Cependant, cela ne sera pas évoqué dans ce document.

Ces différents marquages permettent de mieux comprendre les dynamiques régissant la vie de
la bactérie mais il est également possible d’utiliser la métabolisation de dérivés et la chimie
bioorthogonale pour des applications de screening® ou de détection'!’ simples et rapides comme nous
en avons vu quelques exemples précédemment. Enfin, il est également possible d’'imaginer des
applications thérapeutiques profitant des avantages apportés par la chimie bioorthogonale. Ceci est

I'objet de la derniére partie de ce chapitre.
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IV. Développement de nouvelles thérapies profitant des atouts de la
chimie bioorthogonale

Un certain nombre de thérapies basées sur la chimie click et la chimie bioorthogonale voient
le jour ces derniéres années. Le principal atout des réactions clicks dans la conception de thérapies
innovantes est qu’elles permettent un contrdle spatio-temporel du principe actif dans le milieu dans
lequel il se trouve : le principe actif peut ainsi étre activé ou désactivé a un endroit précis et/ou a un
moment précis. Dans cette partie, nous nous concentrerons sur les applications de chimie
bioorthogonale, sans cuivre. Ainsi, dans une premiere partie, nous verrons deux exemples permettant
I'activation de principes actifs a un endroit précis. Puis, nous verrons que la chimie bioorthogonale peut
aussi servir a désactiver un principe actif a un moment précis. Enfin, nous développerons deux

exemples d’antibactériens développés grace a la chimie bioorthogonale.

IV.1. Thérapie par vectorisation : activation spatio-temporelle d’'un principe actif

Une premiére application développée est appelée « click and release » et permet de concevoir
des prodrogues : le principe actif est modifié pour le rendre inactif au moment ou il est injecté. Le
fragment modifié du principe actif réagit par réaction click avec un composé spécifique, puis, par une
deuxiéeme réaction spécifique, le principe actif est relargué. Au départ, cette technologie a été

19 mais cette réaction était trop lente et donc rendait

développée avec la ligation de Staudinger,
I'application difficile. D’autres techniques similaires ont donc été développées, et, parmi elles, la « click
and release » avec I'lEDDA entre une tétrazine et un TCO décrite par Robillard et al. en 2013."*° Le
principe de la réaction est représenté en Schéma 6 avec I'exemple du relargage de la doxorubicine. Cet
anticancéreux cytotoxique est lié a un TCO (composé 89) et réagit par cycloaddition [4+2] avec une

tétrazine 90. Le produit 91 formé libére alors la doxorubicine 92, du CO, et la pyridazine 93 qui

s'aromatise par tautomérisation (non représentée).

NH (NH

R1 ( o] R1 R1
NS 2 NH N
/ + 1 1 —_— h —_— + l{l
" Y "N N -CO, 7
- e NH H
H 2
2 R2 R2
89 90 91 92 93

Schéma 6 : « Click and release » entre un TCO et une tétrazine pour libérer la doxorubicine. R1 et Rz sont soit des
substituants méthyles soit des substituants 2-pyridyles.

68



Chapitre | : Partie bibliographique

A la suite de la premiére publication décrivant la réaction de « click and release » et sa
cinétique, elle a été appliquée, dans un deuxieme temps, a un Antibody Drug Conjugate (ADC) sur
lequel a été lié de fagon covalente le complexe TCO-doxorubicine 89.'* Les ADC sont des biomolécules
prenant la forme d’anticorps spécialement congus pour avoir une forte affinité avec les antigenes
présents a la surface des cellules cancéreuses.'*” Ainsi, 'ADC, injecté en premier lieu, est dirigé sur les
cellules cancéreuses et le simple ajout d’'une tétrazine permet les réactions en cascade décrites en
Schéma 6 ainsi que la libération de doxorubicine, au plus proche des cellules cancéreuses. Le relargage
de doxorubicine au niveau de la tumeur a été prouvé in vivo chez la souris et a montré une bonne

stabilité des composés et une libération efficace de la doxorubicine, retenue au niveau de la tumeur.**

Par ailleurs, avec une technologie assez similaire a la « click and release » présentée ci-dessus,
Roysen et al. ont développé la méthode Click Activated Protodrugs Against Cancer (CAPAC).'?* Le but
de cette thérapie est également de diriger un anticancéreux sur une tumeur afin, soit de la rendre
moins cytotoxique et d’injecter de plus fortes doses (doxorubicine), soit de permettre une plus grande
efficacité d’administration pour des anticancéreux peu solubles, limitant la dose maximale administrée
(paclitaxel, étoposide). Le principe de la CAPAC est décrit en Figure 33 et se découpe en quatre étapes.
Dans un premier temps, un biopolymere modifié avec un groupement tétrazine est injecté au niveau
du site de la tumeur (Figure 33A: 1 Injection). Puis, I'anticancéreux, rendu moins cytotoxique par la
modification de ce dernier avec un TCO, est injecté (Figure 33A : 2 Infusion). Lorsque I'anticancéreux
atteint la tumeur au niveau de laquelle se situe le biopolymére, la cycloaddition entre la tétrazine du
polymeére et le TCO de I'anticancéreux se produit (Figure 33A : 3 Capture). Enfin, I'anticancéreux est
libéré et activé par réaction en chaine, similaire a celle produite par le « click and release » (Figure 33A :

4 Activation).

Les études in vitro menées avec quatre anticancéreux (doxorubicine, paclitaxel, étoposide,
gemcitabine) ont montré les meilleurs résultats avec la doxorubicine, molécule avec laquelle s’est
ensuivie une étude in vivo sur souris. La dose maximale tolérée de la prodrogue doxorubicine-TCO en
combinaison avec le biopolymére modifié-tétrazine représenté en Figure 33A (383 mg.kg?) s’est ainsi
révélée 19 fois supérieure a la dose maximale tolérée de la doxorubicine seule (20 mg.kg?). Ces
résultats in vitro et in vivo prometteurs ont permis a la prodrogue Dox-TCO 94 (Figure 33B) d’entrer en

essais cliniques, d’abord en phase | en 2021*?* et maintenant (2023) au début de la phase 11.***
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Figure 33 : A — Principe de la technologie CAPAC. Reproduit de Roysen et al.?> / B — Composé Dox-TCO entré en
phase d’essais cliniques avec le biopolymére modifié-tétrazine

Au-dela de la technologie novatrice développée, ce qui est a souligner ici est le fait que les
essais cliniques soient avancés au niveau de la phase Il : c’est le médicament utilisant la chimie
bioorthogonale qui est le plus avancé dans des phases d’essais cliniques pour l'instant. Cela fournit
ainsi la preuve que la chimie bioorthogonale peut servir a concevoir des médicaments efficaces chez

I’lhumain.

IV.2. Désactivation de I'activité d’'un anticoagulant par réaction bioorthogonale

A l'inverse des prodrogues présentées précédemment, il est aussi possible de concevoir une
stratégie permettant la désactivation d’un principe actif a un moment précis par réaction
bioorthogonale. Cela a été fait par Wagner et al. qui ont développé une méthode qu’ils ont appelé

« click & clear »*?°

et qui permet de rendre inactive a un moment précis la warfarine, un anticoagulant
couramment utilisé, rétablissant ainsi la coagulation du sang. La warfarine est stable in vivo et éliminée
lentement, elle peut rester longtemps dans le systeme et peut avoir l'effet inverse a celui
désiré initialement, en provoquant une hémorragie.'” Etre capable de la rendre rapidement inactive

et renverser son effet est donc important.

La réaction bioorthogonale utilisée pour cette application est représentée Figure 34 et a été
testée in vivo chez la souris. La warfarine est modifiée pour ajouter un azoture (composé 95) tout en
s‘assurant que l'activité anticoagulante du dérivé est conservée. Par la suite, cette activité
anticoagulante peut étre rapidement supprimée par ajout de BCN-(PEG)s-OH 96, congu pour étre
soluble, polaire et réagir rapidement avec I'azoture. Le composé 97 formé est ainsi inactif et rapidement

éliminé.
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Figure 34 : Principe de "click & clear" pour inactiver la warfarine, un anticoagulant. Adapté de Wagner et al.*?

Les études in vivo menées ont permis de confirmer l'efficacité de cette stratégie. En effet,
60 min aprées la derniére injection de BCN 96 (trois injections au total, espacées de 5 min), la warfarine
modifiée 95 est quasiment entierement éliminée du plasma de la souris et on retrouve le composé
inactif 97, principalement dans 'urine de la souris (3 95.3 % dans l'urine par rapport aux quantités

retrouvées dans le plasma et le foie).**

IV.3. Développement d’antibactériens par la chimie bioorthogonale

Pour finir, certaines stratégies thérapeutiques ont été développées pour concevoir des
antibactériens. Premiérement, une méthode similaire a la stratégie de « click and release » détaillée
précédemment a été développée par Mejia Oneto et al.,*?” pour deux antibiotiques provoquant des
effets secondaires et présentant une fenétre thérapeutique restreinte : la vancomycine (voir Figure 5)
et la daptomycine. Le principe est d’utiliser un gel d’alginate, modifié avec une tétrazine en surface. Ce
biomatériau est injecté au niveau de I'infection bactérienne puis, une prodrogue similaire au composé
89, composée d’'un des deux antibactériens évoqués plus haut et d’'un groupement TCO, est injectée.
La cycloaddition IEDDA suivie du relargage de l'antibiotique décrit en Schéma 6 se produit alors. Les
études in vitro et in vivo menées ont montré une bonne efficacité de cette stratégie en éliminant aprées
24 h I'infection par des souches de S. aureus résistant a la méticilline chez la souris. Par ailleurs, cette
stratégie peut encore étre améliorée en augmentant la solubilité dans I'eau de la prodrogue ainsi qu’en
la modifiant difféeremment, afin de la rendre moins active lorsqu’elle est sous forme de prodrogue. Cela
permettrait ainsi de rendre I'antibiotique sélectif grace a injection localisée du biomatériau au niveau
de linfection bactérienne, de diminuer les effets secondaires de l'antibiotique et d’éviter le

développement de résistance par action de I'antibiotique sur des bactéries saines.’?” Cependant, cette
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stratégie, bien qu’innovante, se base sur la modification d’antibiotiques déja développés et non sur le

développement d’antibiotiques avec un nouveau mode d’action.

En 2018, Liu et al. ont développé une stratégie permettant la détection par imagerie ainsi que le
traitement d’infections bactériennes.'”® Le schéma de la stratégie est représenté en Figure 35 et se
découpe en plusieurs étapes. Premierement, une nanoparticule est synthétisée a partir d’un réseau
métallo-organique, MIL-100 (Fe), d’'un polymére améliorant la biocompatibilité de la nanoparticule
(F127) et de D-AzAla (composé 59 appelé AzDA dans ce document) (Figure 35A). Dans I'étude in vivo
menée, la nanoparticule est injectée chez la souris et 'augmentation de la perméabilité des vaisseaux
sanguins au niveau du site de I'infection bactérienne permet I'accumulation des nanoparticules sur le
lieu de linfection. La présence accrue d’'H,O, au niveau du site infectieux va permettre a ces
nanoparticules de se décomposer, libérant I’AzDA, qui est alors incorporée sur le PG des bactéries
pathogenes (Figure 35B). Dans une troisieme et derniere étape, une autre nanoparticule est injectée,
I'AIE NPs-DBCO. Cette nanoparticule réagit par réaction SPAAC avec I'azoture présent a la surface des
bactéries et une irradiation par thérapie photodynamique permet la génération d’oxygéne singulet,
toxique pour la bactérie (Figure 35C). Ainsi, I'étude in vivo menée avec cette stratégie a montré une
diminution significative de la quantité de bactéries au niveau de l'infection et une diminution de

I'inflammation.*?®
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Figure 35 : Schéma du principe de la stratégie développée par Liu et al. en 2018.1% Schéma emprunté de Liu et
al.’? avec permission
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V. Projet de recherche

Malgré toutes les recherches déja effectuées, dont une partie des résultats a été présentée
dans ce chapitre, certaines questions demeurent concernant les processus biodynamiques régissant la
vie de la bactérie. Par ailleurs, dans un contexte de développement de résistance face aux antibiotiques
existants, il devient urgent de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques agissant par un
nouveau mécanisme d’action. Ainsi, mon projet de thése a été dédié a explorer ces problématiques,
spécifiquement pour la bactérie S. pneumoniae. Pour cela, la chimie bioorthogonale, telle qu’elle a été
développée ces derniéres années, est un atout majeur. Les travaux qui seront présentés par la suite ont
été effectué en collaboration avec le groupe Pneumocoque de I'IBS a Grenoble. Au DPM, nous nous
sommes principalement concentrés sur la synthése chimique et la caractérisation des composés qui
seront présentés par la suite et I'équipe Pneumocoque de I'IBS a été chargée d’effectuer les tests

biologiques sur des souches de S. pneumoniae.

La bactérie S. pneumoniae a la particularité de posséder de la choline sous forme de
phosphocholine sur ses acides téichoiques. Apres avoir réussi, pour la premiére fois, a marquer les AT
et 3 les observer au microscope grace a la métabolisation de I'AzCho 77%* (l11.5.1. Métabolisation de
choline et premier marquage des acides téichoiques), nous souhaitons répondre a la question
suivante : quelle est la tolérance des AT pour métaboliser des dérivés de choline de taille et de
composition différentes ? Le but premier de cette étude est d’étudier la possibilité d’utiliser d’autres
cholines afin notamment d’améliorer l'efficacité de métabolisation de cholines et par conséquent le

marquage des AT. Cette étude concernera la premiére partie de la description de mes travaux de thése.

En plus de I'étude des AT, le marquage du PG par des dérivés de D-Ala ou de D-Ala-D-Ala nous
intéresse aussi. Antérieurement a ces travaux, la technologie disponible au laboratoire pour le
marquage du PG en deux étapes utilisait le composé AzDADA 67, présenté dans la partie 111.4.3.1.
AlkDADA, AzDADA, HADA-DA et NADA-DA.”® Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes ainsi
concentrés sur le développement de nouveaux dérivés de D-Ala et de D-Ala-D-Ala permettant le

marquage en deux étapes, sans cuivre.

Les nouveaux outils développés et permettant le marquage du PG et des AT ont été exploités
pour étudier s’ils pouvaient avoir un effet, bactériostatique ou bactéricide, sur la bactérie. A la maniere
de Schultz et al.?° et de Siegrist et al.®® (111.4.2.4. Réticulation entre dérivés de D-Ala incorporés sur le

PG) qui ont effectué une réticulation non naturelle entre différentes chaines peptidiques du PG, I'idée
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est, dans ce projet, d’étudier la possibilité de former une réticulation entre le PG et les AT de la bactérie

S. pneumoniae dans le but de bloquer la biosynthése de sa paroi bactérienne.

Pour finir, les résultats de marquage simultané du PG et des AT, présentés en 2018 par nos

193 et décrits dans la partie 111.5.2. Marquage en deux couleurs des AT et du PG, semblent

équipes
montrer une concordance spatio-temporelle des biosynthéses de ces deux parties de la paroi
bactérienne. Ces résultats ont été obtenus en microscopie conventionnelle et ont donc une précision
qui peut étre améliorée, notamment en modifiant la technique de microscopie pour augmenter la
résolution. En 2021, des précisions ont été apportées sur la biosynthése du PG grace au marquage et a
I'observation de ce dernier par microscopie a haute résolution dSTORM.”® Ces travaux ont été décrits
dans la partie 111.4.3.2. Marquage en microscopie a haute résolution du PG avec AzDADA. Lobjectif
d’une partie de ces travaux de thése est donc également d’utiliser les dérivés de choline et de D-Ala

développés précédemment afin de marquer simultanément le PG et les AT avec la méthode de

microscopie a haute résolution dSTORM.
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Chapitre |l

Synthese de cholines modifiées et
évaluation de leur métabolisation
par les AT

Les recherches antérieures a ce projet ont déja montré que les cholines modifiées, AlkCho 76
et AzCho 77 sont incorporables par métabolisation (Chapitre |, 11l.5. Métabolisation de dérivés de
cholines sur les acides téichoiques). Les modifications apportées sur ces deux dérivés sont de petites
tailles et ces dérivés sont donc reconnus par le transporteur membranaire LicB et par les enzymes
responsables de la métabolisation de la choline par les AT. Ces deux dérivés ont permis le marquage

des AT par réaction CUAAC et SPAAC, et, plus largement, ont déja été utilisés pour d’autres applications

110,129 130 )

impliquant la choline dans d’autres systemes vivants (cellules humaines , plantes

Ce chapitre traite de I'étude de la tolérance des AT pour métaboliser des dérivés de cholines
de différentes tailles et de différentes compositions. Au travers de la question de la tolérance, l'objectif
est l'identification de nouveaux dérivés permettant une application en lien avec le marquage

métabolique et la chimie bioorthogonale.
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I. Synthese d’une librairie de cholines

Pour cette étude, une librairie de 11 nouvelles cholines, aux propriétés diverses a été

synthétisée (Figure 36).

N e e e e e e _,—,,,—————————

=N
\/ s 0} \ s N=N
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Br NEt, Br /2
N. _N
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' 17 0 118 125 \©/\;[N
' 3

Figure 36 : Nouvelles cholines synthétisées pendant ce projet de these

Les composés 101, 105, 107, 108 et 109 sont congus comme dérivés de I’AzCho 77. Le composé
101 posséde 2 carbones supplémentaires sur sa chaine par rapport a 'AzCho 77, et permet donc
d’évaluer la différence de métabolisation de ces composés avec l'augmentation de la longueur de
chaine. De plus, dans I'étude de Badger de 1944, la croissance de S. pneumoniae est poursuivie
lorsque la choline naturelle est remplacée par des cholines non chargées (trialkyl amines) et par des
cholines possédant deux chaines alcool. Ces constats ont mené a la conception des dérivés 105, 107,
108 et 109. Par ailleurs, le composé 115 posséde une tétrazine et permettrait donc d’effectuer la
réaction bioorthogonale IEDDA sur une choline métabolisée par les AT. Ensuite, les composés 117 et
118 ont été congus en suivant les résultats d’une étude de Guo et al.’*? qui décrit la réaction
bioorthogonale et fluorogénique entre le styrene et la tétrazine 29 dont la structure est décrite sur le
Schéma 3. Ainsi, le composé 117, dérivé du styréne et non-fluorescent, peut réagir avec la tétrazine 29
pour conduire a un produit de type 118 qui possede une fluorescence. De la méme maniere, le
composé 125 posséde une coumarine, non-fluorescente, qui devient fluorescente lors d’une réaction

click CUAAC ou SPAAC. Enfin, les composés 128 et 129 sont des cholines fluorescentes, résultat de la
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réaction click entre 'AlkCho 76 et un fluorophore (respectivement coumarine et NBD), et permettraient

de marquer les AT de facon directe.

[.1. Azido-cholines et tétrazine-choline

Tout d’abord, le composé 101 est synthétisé en deux étapes suivant le Schéma 7 en s’inspirant
du protocole décrit par Liu et al. pour la synthése de I'AzCho 77. Le diméthylaminoéthanol 99 réagit
avec le dibromobutane 98 dans le THF pour former la choline bromée 100 avec un rendement de 86 %.
Ensuite, un large exces d’azoture de sodium (10 équivalents) permet de substituer le brome pour

former 'azido-choline 101 avec un rendement de 53 %.

,L THF, \N/ Acért\:;'\;?HZO \N/
B,./\/\/Br + HO NN —0— HO/\/"_\/\/\Br _— HO/\/+_\/\/\N3
21 h, ta Br 30 h, ta Br
98 99 86 % 100 53 % 101

Schéma 7 : Syntheése de I'azido-choline 101

Les composés 105 et 107 sont synthétisés en deux étapes suivant le Schéma 8 en partant des
composés dibromés, respectivement 102 et 98, dont I'un des bromes est substitué par un azoture pour
former les composés 104 et 106, qui sont des composés volatiles et tres peu visibles sur CCM. lls sont
donc mis en réaction directement, sans purification. Le N-méthyléthanolamine réagit alors sur ces
composés en présence de NaHCOs pour former les composés 105 et 107 avec des rendements
respectifs sur deux étapes de 25 % et 28 %. Les faibles rendements obtenus peuvent s’expliquer par
une combinaison de différents facteurs : les composés mono- et dibromés sont volatils, le produit
intermédiaire n’est pas purifié, ce qui entraine des impuretés dans la deuxiéme étape et enfin, I'azoture
de sodium peut substituer les deux bromes du réactif de départ, malgré I'exceés de réactif dibromé

introduit au départ (2 équivalents).

H
N
~NNS0oH
NaN3, NaHCO3Y |
DMF, DMF, N
_— B —_—
B gy N, HO >~ ‘H:\Ns
n 80 °C, 18 h n 75°C, 2 h,
n=1:102 n=1:104 n=1:105 (25 % sur 2 étapes)
n=3:98 n=3:106 n=3:107 (28 % sur 2 étapes)

Schéma 8 : Synthése des dérivés azido-choline 105 et 107

Pour la synthese des dérivés de choline avec deux alcools 108 et 109, le composé 104 est formé
de la méme facon que précédemment puis, il est mis en réaction avec la diéthanolamine pour former

I'amine tertiaire et dérivé de choline 108 avec un rendement de 39 % sur les deux étapes. La choline
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chargée 109 est ensuite formée par méthylation de I'amine tertiaire grace a I'iodométhane avec un

rendement de 64 % (Schéma 9).

N OH OH
NaN HOT T on # Mel h #
> , |
DMF, THF, N THF N+
Br/\/Br —_— Br/\/N3 > O N \/\N3 —_— o \\/\N3
80°C,18h ta, 18 h ta, 3 jours
102 104 39 % sur 2 étapes 108 64 % 109

Schéma 9 : Synthése des composés 108 et 109

La tétrazine-choline 115 est formée en 4 étapes en partant de l'acétonitrile 110 et du
méthoxyacétonitrile 111. La synthése de l'intermédiaire 114 a déja été décrite par Wombacher et

al 133

et les conditions de réaction ont été reproduites ici, avec seulement quelques changements
mineurs. Premierement, la tétrazine asymétrique et volatile 112 est obtenue avec un rendement de
26 % a partir des deux nitriles 110 et 111, par une réaction catalysée par le trifluorométhanesulfonate
de nickel(ll). Ensuite, I'alcool 113 est obtenu avec un rendement de 64 % par déméthylation a -78 °C
avec BBr3 puis la réaction d’Appel avec la triphénylphosphine et le tétrabromure de carbone permet la

formation de la tétrazine bromée 114 avec 62 % de rendement. Pour finir, la tétrazine-choline 115 est

obtenue par substitution du brome par le diméthylaminoéthanol avec un rendement de 71 %.

1/ Ni(OTf), 50 %mol é OH
H2N.NH2.H20, L BBI'3’ F’Ph3Y CBI'4'
60°C, 20 h CHxCly, CH,Cly,
Ny Yoy, - NN - NN
2/ PIDA, N__N -78°C, 1h N._N ta, 2 h
Y Y
26 % 64 % 62 %
110 111 112 113
,L Br
N 7 \/\OH L
- THF, X
HO N "N ta, 18 h \f
Br 71 9%
115 ? 114

Schéma 10 : Synthése de la tétrazine-choline 115

|.2. Cholines fluorogéniques et fluorescentes

La choline 117 est synthétisée par substitution nucléophile du chlore du 1-(chlorométhyl)-4-
vinylbenzéne 116 par 'amine tertiaire du diméthylaminoéthanol avec un rendement de 72 %. Ensuite,

la réaction click entre le composé 117 et la tétrazine 29 est réalisée dans le dichlorométhane pour

former le composé 118 avec un rendement de 17 % (Schéma 11).
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|
/N\/\OH
Cl THF \N/
Z T HOT
ta, 3 jours cl
16 72% 17 17 % 118

Schéma 11 : Synthése des cholines 117 et 118

Le Schéma 12 représente la voie de synthése utilisée pour obtenir le composé 125. Tout
d’abord, la coumarine 120 est formée par réaction de Perkin en partant du 2,4-dihydroxybenzaldéhyde
119 et de la glycine en présence d’acétate de sodium, puis la 3-azido-7-hydroxycoumarine 121 est
obtenue par addition successive d’'HCl pour I’hydrolyse de I'ester et de I'amide, de nitrite de sodium
pour former le groupement nitro et d’azoture de sodium pour former l'azoture. Wang et al. décrivent
cette synthése en one-pot,*** sans isoler la coumarine 120, et avec un rendement de 51 %. Cependant,
il ne nous a jamais été possible de reproduire ce rendement, le maximum obtenu étant 13 %. En
revanche, en isolant et purifiant le composé 120, un rendement global de 25 % a pu étre obtenu : 31 %

pour la premiere étape puis 81 %.

Ensuite, nous souhaitions au départ former la choline 123, possédant deux carbones entre
'ammonium quaternaire et la coumarine. Pour cela, du 1,2-dibromoéthane a été ajouté a la coumarine
121 dans le but de former la coumarine bromée 122. Cependant, le composé n’a jamais pu étre obtenu
dans les différentes conditions testées : modification de la base (K,COs, EtsN, TBAB), dans plusieurs
solvants (acétone, acétonitrile ou DMF) et a différentes températures (de température ambiante
jusgu’au reflux du solvant). Dans les conditions les plus douces, aucune réaction n’était observée, alors
gue les conditions moins douces menaient exclusivement a de la dégradation, formant notamment le
produit d’élimination du brome du composé 122, favorisé par I'effet mésomeére donneur di a I'oxygene

a proximité.

Ainsi, la modification du 1,2-dibromoéthane par le 1,3-dibromopropane, a permis de limiter
cette réaction d’élimination et d’obtenir une coumarine avec une chaine bromée, le composé 124, en
présence de K;COs, avec un rendement de 23 %. Pour finir, la choline 125 a été synthétisée par

substitution du brome par le diméthylaminoéthanol avec un rendement de 49 %.
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N OO X
N <€ -- B - Br
HO N ~"0 0o "~"o 0o LB N
Br » Conditions
123 122 + K2CO3, EtsN ou TBAB
o ' Acétone ou MeCN ou
' DMF
HoN '
2 \)J\OH ta a reflux
NaOAc 1/ HCI/EtOH 2/1, 1 h, reflux
NH 1h, N
/@\) _ A0 9 Ny Y~ 2/NaNO, 30 min, 0°C m s
0 '
reﬂux 22 h 0 0”70 3/NaNz 15min,0°c ~ HO 0" "0
119 31% 120 81% 121
Br/\/\Br
’L K,CO3, Acétone,
i N, ~NN0H N N3 28 h, 30 °C
Br A THF,
HO . -~ ~ - 23 %
~ON"0 0" ~o 3jours,ta B © oo
7\
()
125 49 % 124

Schéma 12 : Synthése de la choline-coumarine 125

Pour finir, les coumarines 128 et 129 sont obtenues par la méme voie de synthése, qui est

décrite dans le Schéma 13. En premier lieu, 'AlkCho 76 est synthétisée a partir de bromure de

propargyle et de diméthylaminoéthanol avec un rendement de 39 %. Ensuite, les composés 128 et 129

sont formés par réaction click CUAAC, a partir de deux fluorophores, respectivement l'azido-coumarine

126 et I'azido-NBD 127. Cette réaction est catalysée par Cul supporté sur une résine échangeuse d’ions,

Amberlyst-A21 et des rendements de 89 % et 39 % ont été obtenus respectivement pour les composés

128 et 129.
0
0
N3
\ NEt,
126 Q
Amberlyst-A21/Cul \/ N:N'N Q
MeCN, Ho NN = \
» Bro NEt,
| / ta, 18 h 128
N
7 \/\OH 89 %
THF,
. 0°C-ta4h N\/
Br\// _— o\
- \/\/ s o,
76 \ 127 ~O,N
Amberlyst-A21/Cul
MeCN, /\/N\/k, N
HO L o
ta, 18 h I
N, _N

39 % 129 o}

Schéma 13 : Synthése de la choline-coumarine 128 et de la choline-NBD 129
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/1. Meétabolisation des nouvelles cholines par S. pneumoniae

La métabolisation par les AT de S. pneumoniae de ces nouvelles cholines a été évaluée par nos
collaborateurs de I'IBS. Pour toutes les azido-cholines ainsi que pour la tétrazine-choline 115, la
coumarine-choline 125 et les cholines fluorescentes 128 et 129, le marquage fluorescent des AT a été
effectué. Ainsi, 'observation d’'un marquage au niveau du septum des bactéries permet de prouver la
métabolisation des dérivés de cholines testés sur un temps court, de I'ordre de quelques minutes. Dans
le cas des azido-cholines, un protocole de marquage en deux étapes avec réaction click SPAAC avec le
fluorophore DBCO-AF488 (Alexa Fluor 488) a été suivi et dans le cas de la tétrazine-choline 115, le
marquage en deux étapes avec réaction click IEDDA a été effectué avec le fluorophore TCO-CF647 (Clear
Fluor 647), les fluorophores de type AlexaFluor couplés a un TCO n’étant pas commercialement
disponibles. En revanche, dans le cas des cholines fluorescentes 128 et 129, un protocole de marquage

direct a été suivi.

Par ailleurs, pour chaque choline modifiée, des expériences de croissance de S. pneumoniae,
sur plusieurs heures, ont également été effectuées dans des conditions ou la choline naturelle est
absente du milieu et remplacée par la choline modifiée. Ces expériences de croissance permettent,
qguant a elles, de prouver la capacité, ou non, des cholines modifiées a étre considérée comme de la
choline naturelle, non seulement au cours de la métabolisation de cette derniere, mais également par
la suite, lors de la croissance et la division des bactéries. Les résultats de ces tests de marquage
fluorescent et de croissance sont décrits dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Résultats des tests de marquage fluorescent des AT et de croissance de S. pneumoniae pour les
nouvelles cholines modifiées ; n.d. = pas de marquage fluorescent effectué ; * voir Figure 38 ; ** voir Figure 39

Composé Structure Marquage Croissance de
fluorescent des AT * S. pneumoniae **
101 Br Oui Oui
\/
Ho/\/’:.l\/\/\N3
105 ,L Oui Oui
HO™ "~ N,
107 ,L Oui Non
HO/\/ \/\/\N3
108 OH Oui Non
\N (Faible)
HO™ N~ N,
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109 OH Non Non

115 Oui Non
117 n.d. Non
118 n.d. Non
125 \/ Trés faible Non
HO/\/N\/\/O\CLOIO
B
r P N3
128 \ @) Non Non
\ s N=% 0
N
HO/\/N}/g/ \
Br NEt,
129 \, N=N " Non Non
N
Ho N A N NO,
Br N/ \
o-N
1I.1. Marquage fluorescent des AT
A \N/ Cc \/ CF647
HO YR Ho/\Ak/\@ Tco—@
128, 129 115
bl \
P ~ () S
37 °C, 10 min puis lavage 37°C. 10 min 37 °C. 10 min
S. pneumoniae ' puis ’Iavage
B \N/ AF488 D \N/
HO™™*~"YX). pECO—@) HON "), biBo—oH
101,105, 107, 125 \
108, 109 \_
——— (] - O
37 °C, 10 min puis lavage 37 °C, 10 min puis lavage

Figure 37 : Protocoles mis en ceuvre pour le marquage des AT avec les différentes cholines. A — Protocole de
marquage avec les cholines fluorescentes 128 et 129 / B — Protocole de marquage avec les azido-cholines 101,
105, 107, 108 et 109 / C — Protocole de marquage avec la tétrazine-choline 115 / D — Protocole de marquage avec
la coumarine-choline 125

Les différents protocoles de marquage mis en ceuvre pour les marquages des AT avec les
nouvelles cholines sont représentés en Figure 37. Premierement, les expériences de marquage direct,
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effectuées avec les cholines 128 et 129 selon le protocole illustré sur la Figure 37A, n‘ont pas permis
d’obtenir de marquage au septum, lieu de la biosyntheése des AT. Des concentrations en choline
fluorescente de 25 puM a 300 uM ont été testées pour chacune de ces cholines. La taille et
I'encombrement stérique induit par la présence des fluorophores expliquent que le marquage n’a pas
pu étre obtenu. Ces cholines ne sont pas métabolisées par les AT, probablement car elles ne sont pas
reconnues par le transporteur membranaire LicB, et ne sont donc pas capables de traverser la

membrane plasmique pour rentrer dans le cytoplasme.

Ensuite, le marquage fluorescent des AT a fonctionné pour toutes les azido-cholines testées,
selon le protocole décrit en Figure 37B, mis a part pour la diéthanol-choline 109. En revanche, il est
plus ou moins efficace, et notamment, le marquage obtenu avec la choline 108 est d’intensité bien plus

faible. Les images en microscopie a fluorescence obtenues sont représentées en Figure 38A.

Ensuite, le marquage obtenu avec la tétrazine-choline 115, selon le protocole décrit en Figure
37C, est trés intense, comme on peut le voir sur la Figure 38B. Alors que pour les autres cholines, le
marquage est effectué en « one-pot » avec I'ajout simultané de la choline modifiée et du fluorophore,
dans le cas de la tétrazine-choline 115, ce marquage ne fonctionne pas avec cette stratégie et il doit
étre effectué en ajoutant d’abord la tétrazine-choline, puis, le fluorophore, qui est ajouté apres
métabolisation de la choline. La réaction click IEDDA étant tres rapide, il semble qu’elle se fasse avant
la métabolisation de la choline et que le conjugué choline-fluorophore formé soit trop encombrant
pour étre métabolisé. Il est également important de noter que les intensités de marquage ne
permettent pas de comparer la métabolisation par les AT des différentes azido-cholines et de la
tétrazine-choline 115, car une réaction click différente a été mise en ceuvre et un fluorophore différent
a été utilisé : dans le cas des azido-cholines, le fluorophore est DBCO-AF488 et pour la tétrazine-

choline, il s'agit du TCO-CF647.

Enfin, le marquage avec la coumarine-choline 125 est effectué en utilisant la propriété
fluorogénique des azido-coumarines, qui sera abordée plus en détail dans la partie Coumarines du
Chapitre V : d'abord, le composé 125, non-fluorescent, est incubé pendant 10 minutes sur les bactéries,
puis, la réaction click est effectuée pendant 10 minutes avec le DIBO-OH 130 (représenté par la suite,
sur le Schéma 14). Aprés réaction click, la coumarine doit devenir fluorescente. L'image de marquage
obtenue avec ce composé est montrée sur la Figure 38C: il est possible d’observer un trés faible
marquage au septum des bactéries. Cependant, pour obtenir cette image, les paramétres de
fluorescence ont été poussés au maximum et I'image est de tres faible qualité. Nous ne pouvons donc

pas affirmer que le composé 125 est métabolisé de maniére efficace sur les AT.
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A ( i \
\N/ Br |
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OH
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Figure 38 : Images de marquage des AT en microscopie a fluorescence en utilisant : A — Les nouvelles azido-
cholines développées / B — La tétrazine-choline 115 / C — La coumarine-choline 125

II.2. Croissance de S. pneumoniae en présence des cholines modifiées

Par ailleurs, des expériences de croissance de S. pneumoniae ont également été effectuées en
remplacant la choline naturelle par la choline modifiée. Alors que les expériences de marquage nous
prouvent la métabolisation (ou non) des cholines modifiées sur un temps court, le but des expériences
de croissance est d’étudier le comportement des bactéries a long terme en présence des cholines
modifiées : si ces dernieres sont capables de remplacer la choline naturelle et d’en assurer les mémes
fonctions, les bactéries poussent normalement. En revanche, si la choline modifiée n’est pas capable
de remplacer la choline normale pour toutes ces fonctions cellulaires, les bactéries ne peuvent pas

croitre et se diviser. Elles finissent donc par mourir.

Parmi toutes les cholines modifiées nouvellement synthétisées, seules I'azido-choline chargée
101 et l'azido-choline non chargée 105 ont permis la croissance de S. pneumoniae, avec un profil de
croissance similaire a celui observé avec la choline normale. Les courbes de croissance de bactéries
obtenues avec ces deux dérivés, avec 'AzCho 77 et avec la choline naturelle a une concentration de
250 uM sont représentées en Figure 39. En ordonnée est représentée I'absorbance, mesurée a une
longueur d’'onde de 600 nm, permettant de quantifier la concentration en bactéries présentes dans le
milieu. Les courbes sont tracées en fonction du temps d’incubation a 37 °C, en heures. La courbe de

croissance des bactéries en présence du composé 108 est également représentée sur cette figure.
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Figure 39 : Courbes de croissance de S. pneumoniae en présence de différentes cholines. L'absorbance a 600 nm
est représentée en ordonnée, en fonction du temps, représenté en abscisse.

Lorsque la choline modifiée remplace efficacement la choline naturelle et que les bactéries

poussent normalement, la courbe de croissance suit la progression suivante : pendant un temps de

latence, plus ou moins long, la croissance est lente car les bactéries s’adaptent a leur milieu. Puis, lors

de la phase exponentielle, les bactéries suivent une croissance exponentielle ol la concentration en

bactéries augmente trés fortement. Par la suite, une phase linéaire est suivie, pendant laquelle il y a

autant de bactéries qui meurent que de bactéries qui se divisent. Enfin, quand 'apport en nutriment

devient limitant, un phénomene d’autolyse débute et conduit a une diminution de la concentration en

bactéries vivantes dans le milieu, et donc a une diminution de I’'absorbance. Les courbes de croissance

dessinées en Figure 39 indiquent que la croissance des bactéries est similaire en présence de la choline

naturelle 75 et des cholines 101 et 105. Ces deux composés remplacent donc la choline naturelle de

fagon efficace et sur un temps de croissance de plusieurs heures.

En revanche, dans le cas de la choline 108, la concentration en bactéries naugmente pas de

fagon exponentielle, signe que cette choline modifiée est incapable de remplacer la choline naturelle.

Pour toutes les autres cholines testées, la courbe de croissance est similaire a celle du dérivé de choline

108, ces cholines sont donc également incapables de remplacer efficacement la choline naturelle.
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1I.3. Compétition entre la choline naturelle et les azido-cholines

Afin d’envisager par la suite d’utiliser ces nouveaux dérivés de cholines dans des systéemes plus
complexes, voire in vivo, ou la choline naturelle est présente, nous avons souhaité déterminer dans
qguelle mesure les azido-cholines développées peuvent étre utilisées en compétition avec la choline

naturelle.

La compétition entre la choline naturelle et chaque azido-choline a été évaluée par marquage
fluorescent et analyse en cytométrie en flux. Les bactéries ont été incubées dans deux conditions
différentes : en présence de I'azido-choline seule (250 uM) et en présence de l'azido-choline (250 uM)
et de choline naturelle (31 uM, concentration de choline présente dans le milieu de culture des
bactéries in vitro). La diminution de la fluorescence entre ces deux conditions indique la proportion de
choline naturelle qui remplace I'azido-choline sur les AT. Une diminution de la fluorescence élevée
indique que I'azido-choline n’est pas assez compétitive pour se substituer a la choline naturelle sur les
AT de S. pneumoniae. Au contraire, une diminution de la fluorescence faible ou modérée indique que
l'azido-choline peut étre métabolisée par la bactérie méme en présence de choline naturelle.
Lexpérience a d’abord été effectuée dans des conditions ol la concentration en choline naturelle et en
choline modifiée est identique et est égale a 250 uM. Dans ces conditions, il n’y a plus aucun marquage
fluorescent des AT : seule la choline naturelle 75 est métabolisée par les AT. C’est pourquoi, les résultats
présentés ici sont issus d’expériences ol la concentration est supérieure en choline modifiée (250 uM)
par rapport a la choline naturelle (31 uM), afin de pouvoir classer les cholines modifiées les mieux
métabolisées.

Tableau 3 : Pourcentages de diminution de la fluorescence obtenus lors de I'expérience de compétition entre la

choline naturelle 75 (31 uM) et les azido-cholines 77, 101, 105 et 107 (250 uM) en comparaison de l'intensité de
fluorescence obtenue en condition de non-compétition (azido-choline, 250 uM).

Composé Structure Diminution de la
fluorescence
77 Br 51 %
\ /
HO NNy,
101 Br 59 %
\ /
HO/\/N\/\/\N3
105 ,L 88 %
HO™ " ~"N;
107 ,L 91%
HO/\/ \/\/\N3

Le Tableau 3 ci-dessus indique les pourcentages de diminution de la fluorescence pour chacune
des azido-cholines 77, 101, 105 et 107 en compétition avec la choline naturelle 75. Pour déterminer
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ces valeurs, I'intensité de la fluorescence a d’abord été mesurée par cytométrie en flux en condition de
non-compétition, quand seul l'azido-choline est présente. Il a été considéré que cette mesure
correspond a une fluorescence de 100 %. Lintensité de la fluorescence a également été mesurée en
conditions de compétition et elle a été comparée a la mesure effectuée sans compétition. La diminution
de la fluorescence entre la condition de non-compétition et la condition de compétition permet

d’obtenir le pourcentage indiqué dans le Tableau 3.

Ainsi, les cholines non chargées 105 et 107 rentrent difficilement en compétition dans ces
conditions avec la choline naturelle car la diminution de fluorescence est de 88 % et 91 %
respectivement. En revanche, dans le cas des cholines chargées 77 et 101, la compétition entre la
choline naturelle et |la choline modifiée est présente puisque la diminution de la fluorescence n’est pas

totale (baisse de 51 % et 59 % respectivement).

II.4. Conclusion

Pour conclure, toutes ces expériences de marquages et de croissances ont permis de mettre
en évidence que les AT ne sont pas trés tolérants pour la métabolisation de dérivés non naturels de
cholines. Parmi les expériences de marquage effectuées, seules les cholines de petite taille, les azido-

cholines ainsi que la tétrazine-choline 115, ont pu étre métabolisées par les AT.

En considérant les marquages décrits sur la Figure 38, les expériences de croissance de
S. pneumoniae en présence des dérivés présentées en Figure 39 ainsi que les résultats de compétition
entre la choline naturelle et les dérivés de choline présentés dans le Tableau 3, les azido-cholines
chargées 77 et 101 apparaissent comme les plus prometteuses tant pour des applications de marquage

gue pour des applications thérapeutiques.

Par ailleurs, la tétrazine-choline 115 présente un marquage intense. Cette choline modifiée
semble également prometteuse et ce composé est actuellement encore en cours d’évaluation par nos
collaborateurs de I'IBS. De par sa fonction chimique différente, permettant de réaliser la réaction click
IEDDA, ce composé est intéressant dans le but de combiner plusieurs réactions clicks simultanées dans
la paroi des bactéries. Cependant, ce composé est toxique a long terme pour la bactérie, comme I'a

montré 'expérience de croissance de S. pneumoniae avec ce composé.
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/. Développement de nouvelles D-Ala modifiées

Avant ce projet, les dérivés de D-Ala utilisés dans nos équipes pour le marquage en deux étapes
étaient I'AIkDA 58 et 'AzDA 59. Cependant, la réaction click pour obtenir le marquage avec I'AIkDA 58
est la CUAAC et nécessite donc du cuivre. Elle n’est pas idéale pour les applications que l'on vise
puisqu’elle n’est pas compatible avec les cellules vivantes. De plus, il est a noter que I'’AzDA 59 possede
un azoture, tout comme I'AzCho 77, qui permet déja de développer des approches de marquage sans

cuivre des AT.

Dans le but de développer des applications nécessitant la métabolisation simultanée de dérivés
sur les AT et sur le PG avec des fonctions clickables sans cuivre et orthogonales entre elles en réactivité,
il faut donc développer de nouveaux dérivés. Dans le chapitre précédent, nous avons vu que les AT
étaient peu tolérants pour la métabolisation de cholines modifiées et seules les cholines possédant un

azoture, un alcyne ou une tétrazine peuvent étre utilisées.

Ainsi, dans cette partie, nous allons chercher a développer des nouveaux dérivés de D-Ala
incorporés sur le PG et permettant une réaction bioorthogonale, différente de celle avec I'azoture. Cela
permet de concevoir des applications qui mélent la métabolisation simultanée de dérivés d’AT et de PG

avec des groupements clicks distincts, permettant des réactions bioorthogonales distinctes.

Nous nous sommes d’abord concentrés sur la synthése de composés avec des cyclooctynes
qui réagissent par réaction SPAAC. En 2014, Bertozzi et al. ont développé le composé BCN-DA 6072 pour
lequel des images de marquage obtenues sont montrées dans la partie 111.4.2.2. Marquage en 2 étapes :
AlkDA et AzDA, BCN-DA, NBDAC et TetDAC du Chapitre |. Cependant le marquage du PG d’E. coli obtenu
ne parait pas trés visible avec ce composé. De plus, comme évoqué précédemment, le BCN n’est pas
parfaitement orthogonal avec toutes les réactions clicks, avec une réactivité a la fois avec l'azoture et
avec la tétrazine. Nous avons donc sélectionné d’autres cyclooctynes pour concevoir nos nouvelles D-
Ala, le DIBO et le DBCO. Par ailleurs, nous avons développé deux autres dérivés possédant une tétrazine

et un TCO afin de pouvoir les utiliser avec la réaction IEDDA.

[.1. Synthese des DIBO-DA, BCN-DA et DBCO-DA

Tout d’abord, la voie de synthése pour le DIBO-DA est décrite en Schéma 14 et le composé est
synthétisé en 3 étapes a partir du DIBO 130, réactif commercial. Afin d’explorer si I'efficacité de
I'incorporation et/ou la qualité du marquage du PG est dépendant de la distance entre la cyclooctyne
et le peptide, deux composés DIBO-DA, de longueurs différentes ont été synthétisés, les DIBO-DA 137
et 138.

92



Chapitre lll : Synthese de D-Ala et D-Ala-D-Ala modifiées et évaluation de I'incorporation des D-Ala par le PG

La premiére étape est l'activation du DIBO 130 par réaction du chloroformiate de p-
nitrophényle 131 en milieu basique pour former le composé 132, avec un rendement de 72 %. Puis, le
DIBO activé 132 réagit par addition-élimination sur I'acide aminé protégé, soit I'acide Na-Boc-D-2,3-
diaminopropionique 133, soit la Na-Boc-D-lysine 134 avec des rendements respectifs de 91 % et 78 %.
Enfin, une déprotection en milieu acide des composés DIBO-DA protégés avec HCl 4 M en solution dans
le dioxane, permet l'obtention des composés DIBO-DA finaux 137 et 138 avec des rendements

respectifs de 84 % et 69 %.

Pyridine

= o _Cl DIPEA
QN n k. L
ON (0] > o e}
2 ta, 24 h /©/ ta
OH |
O,N
130 131 2% 2 132

OO S

O

OYO HCl 4 M Ox©
1,4-dioxane
NH - : NH
5! - o
I oH ~CH
'CI+H3N/\H/ BocHN/\n/
o} o)
n=1:137 (84 %) n=1:135(91 %)
n=4:138 (69 %) n=4:136 (78 %)

Schéma 14 : Voie de synthése des DIBO-DA 137 et 138

Par ailleurs, plusieurs voies de synthése ont di étre testées afin d’aboutir a un composé DBCO-
DA. Premiérement, la voie de synthéese 1, congcue pour synthétiser le DBCO-DA 145 est représentée sur
le Schéma 15. La stratégie utilisée est similaire a la stratégie de synthese du DIBO-DA. Cependant,
contrairement au DIBO 130 qui posséde un alcool, le DBCO 143 possede une amine primaire libre et
dong, le carbamate du composé final est inversé. Il faut ainsi activer un alcool situé sur la chaine latérale

de l'acide aminé.
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Voie de synthése 1
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BocHN/\n/OH
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Schéma 15 : Voie de synthése 1 mise en place pour la synthése du DBCO-DA

La premiere étape de cette voie de synthése est la protection de l'acide carboxylique,
nécessaire pour éviter qu’il réagisse lors de I'étape d’activation de I'alcool de la chaine latérale. Cette
protection est effectuée sur I'acide aminé 139, dont l'alcool de la chaine latérale est protégé par un
groupement benzyle. Le groupement protecteur triméthylsilyl éthanol (TMSE-OH) est ainsi ajouté par
estérification de Steglich pour former le composé 140 avec un rendement de 61 %. La déprotection de
I'alcool de la chaine latérale est ensuite effectuée par hydrogénation catalytique pour former le
composé 141 avec un rendement de 93 %. L'alcool de la chaine latérale est ensuite activé par réaction
avec du chloroformiate de p-nitrophényle en milieu basique pour former le composé 142 avec un
rendement de 35 %. Ce composé réagit ensuite par addition-élimination avec le DBCO-NH; 143 en
milieu basique et forme le composé DBCO-DA protégé 144 avec un rendement de 94 %. Une
déprotection de I'amine et de I'acide carboxylique en milieu acide a ensuite été tentée a I'aide de TFA
concentré a 15 % dans le dichlorométhane. Cette double déprotection fonctionne normalement
correctement pour retirer ces deux groupements protecteurs, mais, ici, le composé s’est dégradé au
niveau de I'amide reliant le DBCO au reste de la chaine latérale. En effet, le produit de dégradation 146,
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apolaire et fortement visible sous UV, a été isolé. Il a par la suite été tenté la déprotection de l'acide
aminé en deux étapes : d’abord l'acide carboxylique est déprotégé par action du TBAF et le composé
147 est obtenu avec un rendement de 71 %. Ensuite, plusieurs conditions plus douces de déprotection
de lI'amine ont été testées: HCl 4 M dans le dioxane, TFA peu concentré (5 %) et H3PO..
Malheureusement, tous ses essais ont échoué et ont mené a la formation du produit de dégradation

146.

Simultanément a ces tentatives de synthese de DBCO-DA, Pires et al. ont publié une synthese
d’un autre DBCO-DA, dont la structure finale est le composé 151.2°° Dans cette publication, Pires utilise
une voie de synthése sur support solide. Nous nous sommes inspirés de leur stratégie de synthese, au

départ du composé 148 pour concevoir la voie de synthése 2, représentée sur le Schéma 16.

Voie de synthése 2 S
0 _NH;

O - O E‘éN'OH ‘(Z)O BocHN Ny " N O

O

¢ O 0

N 133

N o]
EDCI o DIPEA,
d 0 CH,Cl, J Q DMF _NH
> —_—
OH ta, 16 h, O-N ta,3h :
ﬁ ’ BocHN/\n/OH
91 % o} 79 % o}

148 149 150
s
TFA 10 %
N CHQC'Z

e} 0°C-ta,2h
O
65 %

NH

0 7
- ~ OH
F%J\O +H3N/\n/
F F 0

151

Schéma 16 : Voie de synthése 2 pour la synthése du DBCO-DA

Le composé DBCO-DA 151 a donc été synthétisé en 3 étapes a partir du DBCO de départ 148. L'acide
carboxylique de ce composé est tout d’abord activé par le groupement N-Hydroxysuccinimide (NHS)
pour former le composé 149 avec un rendement de 91 %. Puis, le groupement DBCO est couplé sur
I'acide aminé protégé 133, avec de la DIPEA pour former le composé 150 avec un rendement de 65 %.
Enfin, la déprotection de 'amine protégée par le tert-butoxycarbonyle (Boc) a lieu en présence de 10 %
de TFA. Cette déprotection doit étre réalisée avec précautions et suivie par CCM pour limiter la
formation du produit de dégradation 146. Un rendement de 65 % a été obtenu pour la formation du

composé 151.
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Une hypothese pour expliquer que le composé 151 a pu étre obtenu alors que le composé 145
n’a jamais pu étre isolé serait que les effets électroniques dus a la présence du carbamate sur le
composé 145 rendent I'amide reliant le DBCO au reste de la chaine latérale, trop fragile et trop instable.
Le remplacement de ce carbamate par I'amide sur le composé 151 permet sans doute de moins

fragiliser 'amide instable et permet d’obtenir le composé désiré.

Pour finir, afin de comparer les marquages obtenus avec nos nouveaux composés par rapport aux
marquages obtenus avec le BCN-DA, ce dernier composé a également été synthétisé par la voie de
synthése décrite par Bertozzi et al..”® La synthése, en 2 étapes au départ du composé 152 est décrite
sur le Schéma 17. Il est connu que le BCN se dégrade en conditions acides,'* une protection de 'amine
par un groupement Boc n‘est donc pas envisageable et un groupement fluorénylméthoxycarbonyle
(Fmoc) est utilisé a la place. Dans la premiére étape, le composé 152, BCN activé par NHS, est conjugué
a l'acide aminé Fmoc-protégé 153 avec un rendement de 82 %. La deuxieme étape de déprotection est

effectuée grace a une résine de pipérazine et fournit le BCN-DA 155 avec un rendement de 35 %.

- -
(0} O 0. 0}
NH, Et3N NH résine de pipérazine 1-2 mmol/g NH
- - -
Q g DMF £ CH,Cl, £
N° + A _OH ————> A_OH > ~.CH

FmocHN/\n/ ta, 1h 30 FmocHN/\n/ ta,5h HzN/\n/

0 (0] O o

152 153 82 % 154 35% 155

Schéma 17 : Synthése du BCN-DA 155

|.2. Synthese des tétrazine-DA et TCO-DA

Par ailleurs, en plus de ces dérivés de D-Ala sous forme de D-Ala-cyclooctynes, deux autres
dérivés ont été synthétisés : la tétrazine-DA 158 et le TCO-DA 161. Ces dérivés permettraient un
marquage du PG en utilisant la réaction click IEDDA, soit avec un fluorophore possédant une fonction
TCO (pour réagir avec la tétrazine-DA), soit avec un fluorophore possédant une tétrazine (pour réagir
avec le TCO-DA). Posséder des dérivés capables de marquer le PG ou les AT avec deux réactions
bioorthogonales différentes offre différentes opportunités pour mettre en place des métabolisations

simultanées de dérivés sur des entités différentes.

Premierement, le composé tétrazine-DA est synthétisé selon la voie de synthese représentée
sur le Schéma 18. Cette voie de synthese est identique a celle utilisée pour la synthese des DIBO-DA
(Schéma 14) : l'alcool de la tétrazine 113 est activé par le chloroformiate de p-nitrophényle 131 en

milieu basique pour former le composé 156 avec un rendement de 89 %. Ensuite la tétrazine est
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conjuguée a l'acide Na-Boc-D-2,3-diaminopropionique 133 par réaction d’addition-élimination pour
former le composé 157 avec un rendement de 98 %. Enfin, la déprotection de I'amine de ce composé

avec HCl permet d’obtenir la tétrazine-DA 158 avec un rendement de 84 %.

NH,
BocHN/\n/OH
OoH o5 © o
I L hig 133
Pyridine Z o DIPEA
NTSN " °yr© CH,Cl, N=N NO; DMF
NN 5 > Ny N
T 05N ta,22h \r ta,4h ’
113 131 89 % 156 98 %
N N 3
NS N
N N <N
X\N X\N
O§(O 1 T—ct;ili:xgﬂne Oﬁ/O
NH 0°C.2h NH
: A_OH
'CI+H3N/\H/OH 84 % BocHN ™ ("
0 0
158 157

Schéma 18 : Synthése de la tétrazine-DA 158

Ensuite, le groupement TCO se dégradant en conditions acides,'* le composé TCO-DA 161 est
synthétisé selon une voie de synthése similaire a celle utilisée pour le BCN-DA (voir Schéma 17). Cette
synthese est décrite sur le Schéma 19. Au lieu d’une activation a I'aide du groupement NHS, le TCO du
composé de départ 159 est activé par le p-nitrophényl carbonate. Le TCO est ainsi couplé a l'acide Na-
Fmoc-D-2,3-diaminopropionique 153 pour former le composé 160 avec un rendement de 88 %. Enfin,

la deuxieme étape de déprotection est effectuée avec une résine de pipérazine et aboutit au TCO-DA

161 avec un rendement de 54 %.

= =
O, (o] O, (o}
O O Y - N Y
Y NH, EtsN NH résine de pipérazine 1-2 mmol/g NH
o re DMF z CH,Cl, z
+ H _— H - H
OH = H
o N,©/ FmocHN/\n/ ta, 1 h 30 FmocHN/\n/OH ta, 5h HzN/\n/O
2
© 88 % © 54 % ©
159 153 160 161

Schéma 19 : Synthése du dérivé TCO-DA 161
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/1. Cinétiques des réactions bioorthogonales avec les cyclooctyne-
D-Ala

Afin de comparer de facon pertinente les différentes cyclooctyne-DA synthétisées, les vitesses
de la réaction SPAAC entre chacun de ces dérivés et le fluorophore Az-AF488 ont été déterminées dans
les conditions les plus proches possibles des conditions retrouvées en milieu biologique, c’est-a-dire a
37 °C et a pH 7,4 dans un tampon PBS (Phosphate-Buffered Saline) (Figure 40). Ces données ont été

déterminées par nos collaborateurs de I'IBS par la méthode décrite ci-dessous.

SO; SOy,

H
H,N 0 NH,
()
O@

COOH
_NH O AF488
- PBS (pH 7,4) I N,
o + N
+ .
H3N/\[O]/ N3\/\/\/\N o 37°C N

Y

H Kk R,
137 :R = 0-DIBO Az-AF488
151 : R = (CH,),-C(0)-DBCO 162

155 : R = O-CH,-BCN
Figure 40 : Réactions SPAAC dont les constantes de vitesses k ont été calculées

II.1. Expression des équations de réaction

La réaction SPAAC est une réaction dont la cinétique est d’ordre 2. L'équation de vitesse s’écrit

donc:

Equation 1 : Expression de la vitesse de réaction en fonction de la concentration en cyclooctyne-DA et en Az-AF488

dlcyclooctyne — DA d[Az — AF488
v =k * [cyclooctyne — DA] * [Az — AF488] = — ey di] ] = — [ o ]

Afin de déterminer la constante de vitesse k, la méthode de dégénérescence de l'ordre a été
utilisée. Cette méthode consiste en I'introduction de I'un des réactifs en large excés par rapport a l'autre
réactif, de telle sorte que l'on puisse considérer sa concentration comme constante au cours de la
réaction, et donc, égale a la concentration de départ. Ici, dans chacun des cas, la cyclooctyne-DA a été

placée en large excés et sa concentration peut étre considérée comme constante. Nous avons donc :

Equation 2 : Expression de la vitesse de réaction avec la constante apparente kapp

V = kqpp * [Az — AFA88] aveck gy, = k * [cyclooctyne — DA]
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d[Az—AF488]

Le rassemblement des deux équations ci-dessus et l'intégration de la dérivée (47— AF48s]

permettent d’aboutir a la relation ci-dessous, qui sera utile par la suite :

Equation 3 : Expression de la concentration en Az-AF488 en fonction du temps

[Az — AF488] = [Az — AF488], * e *arv*t ol [Az — AF488], est la concentration en Az-
AF488 162 au départ

1I.2. Exemple avec le DIBO-DA

La suite de la procédure pour déterminer la constante de vitesse k sera détaillée pour le DIBO-
DA. Les données relatives au DBCO-DA et BCN-DA peuvent étre retrouvées en Annexe 2 et en Annexe

3.

La réaction SPAAC est donc effectuée entre I'Az-AF488 a une concentration de 0,8 uM et
chacune des cyclooctyne-DA a plusieurs concentrations, par exemple, dans le cas du DIBO-DA :

16,3 uM, 32,5 uM, 65 puM et 130 pM.

Chacune des réactions clicks est suivie par électrophorese et les fractions molaires relatives du
réactif AzAF88 (Figure 41A : z488) et du produit de la réaction (Figure 41A : adduct) sont déterminées
par l'intensité de chaque tache grace au logiciel ImageJ (Figure 41A). Le graphique de la Figure 41B
correspond aux courbes exponentielles obtenues en tragant la fraction molaire d’Az-AF488 en fonction
du temps obtenues de fagon expérimentale. Chaque courbe correspond a une concentration différente
en DIBO-DA. A partir de I'Equation 3 et des courbes obtenues en Figure 41B, il est alors possible de
déterminer la valeur de la constante apparente kapp @ chacune des concentrations en DIBO-DA. Ces

valeurs de kapp sont représentées dans le tableau de la Figure 41C.

B
A Al ~ % W W adduct 1.0 c
- z
0 4 8 16 32 64 128203 08 [DIBO-DA] (uM) Kapp (min 1)
A; D oW i 163+36 0,010
Ros -1
0 4 8 16 32 64 128203 b 32,575 0,019
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A L e o adduct D04 = 65+ 15 0,044
- 2488 &
13030 0,110
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0 2 48 163264 128
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Figure 41 : Détermination des constantes kapp. A— Chromatogrammes de I'électrophoreése des différentes réactions
click : concentrations en DIBO-DA a 16,3 uM (A1), a 32,5 uM (Az), a 65 uM (As) et a 130 uM (As) / B — Graphique
des courbes exponentielles représentant la fraction molaire d’Az-AF488 162 en fonction du temps pour des
concentrations en DIBO-DA a 16,3 uM (courbe verte), a 32,5 uM (courbe rouge), a 65 uM (courbe jaune) et a 130
UM (courbe bleue). / C — Valeurs des kapp 0btenues en fonction de la concentration en DIBO-DA

99



Chapitre lll : Synthese de D-Ala et D-Ala-D-Ala modifiées et évaluation de I'incorporation des D-Ala par le PG

D’aprés la relation linéaire entre la constante kipp et la concentration en DIBO-DA, indiquée
dans I’Equation 2, il est alors possible de tracer la droite représentant la valeur de kay, en fonction de
la concentration en DIBO-DA. Cette droite est représentée Figure 42 et sa pente correspond a la valeur
de la constante k. Ainsi, la constante de vitesse pour la réaction SPAAC entre le DIBO-DA et I'Az-AF488
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Figure 42 : Relation linéaire entre la constante kapp et la concentration en DIBO-DA

II.3. Comparaison des constantes de vitesses des cyclooctyne-DA

Tableau 4 : Valeurs des constantes de vitesses pour la réaction entre le fluorophore Az-AF488 et le dérivé BCN-DA,
DIBO-DA ou DBCO-DA

BCN-DA DIBO-DA DBCO-DA

\ S
A K
e

4 NH g
) O_ ; _ 3 O—
*HaN HAN 0 HNTY
Y Y o
155 137 151
k=12+0,2M?s? k=11+3 ML s? k=68+8 M7 st

En plus de la constante de vitesse de la réaction entre Az-AF488 et le DIBO-DA, les constantes
de vitesses entre Az-AF488 et le BCN-DA ainsi que le DBCO-DA ont été déterminées. Les valeurs de ces
constantes de vitesse sont indiquées dans le Tableau 4 et les données ayant abouti a ces valeurs sont
détaillées dans I'Annexe 2 (BCN-DA) et dans I’Annexe 3 (DBCO-DA). Ainsi, pour le BCN-DA, une valeur
de 1.2 +0.2 M. st g été déterminée et pour le DBCO-DA, une valeur de 68 + 8 M1, s g été déterminée.

Le BCN-DA est donc le composé le plus lent, suivi du DIBO-DA et enfin le DBCO-DA est le plus rapide.
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SiI'on compare ces valeurs, aux valeurs données dans la littérature et décrite dans la partie 11.2.
SPAAC du Chapitre |, le premier point a relever est que les valeurs que nous avons déterminées sont
bien plus élevées. La principale explication a ce phénomeéne semble étre que les valeurs de la littérature

sont déterminées a 25 °C alors que les expériences menées ici sont a 37 °C.

De plus, comme détaillé dans la partie 11.2. SPAAC du Chapitre |, la littérature indique que la
vitesse de réaction du BCN avec un azoture aliphatique est située entre la vitesse de réaction entre le
DIBO et I'azoture aliphatique (qui est normalement plus lent) ainsi que le DBCO et I'azoture aliphatique
(qui est normalement plus rapide). Cependant, ces vitesses de réaction ont été calculées dans des
solvants organiques, méthanol ou acétonitrile. Il est possible que le fait d’effectuer la réaction click

dans I'eau soit la cause de la lenteur observée du BCN-DA.
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1. Incorporation des D-Ala modifiées sur le PG de S. pneumoniae

I1I.1. Les cyclooctyne-DA

[11.1.1 Marquage du PG avec les DIBO-DA 137 et 138

Dans un premier temps, I'incorporation sur le PG de S. pneumoniae des nouveaux dérivés de
D-Ala, les composés DIBO-DA 137 et 138 a été évaluée avec un marquage fluorescent. Le marquage en
deux étapes « one-pot » mis en ceuvre est illustré sur la Figure 43A: le dérivé DIBO-DA est incubé
pendant 10 minutes, en méme temps que le fluorophore. Aprés lavage, qui a pour but d’éliminer les
molécules de fluorophore qui n‘ont pas réagi avec la cyclooctyne-DA incorporée, les bactéries
marquées sont observées au microscope. Les images obtenues sont représentées sur la Figure 43B.
Ainsi, les deux DIBO-DA sont incorporés sur le PG de S. pneumoniae et un marquage du PG au septum
des bactéries est observé dans chaque cas. De plus, d’aprés ces images, I'incorporation des deux
dérivés semble équivalente : la longueur de la chaine n’influe pas de maniere significative sur le

marquage du PG.
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37 °C, 10 min puis lavage
S. pneumoniae

Figure 43 : Marquage du PG de S. pneumoniae avec les DIBO-DA 137 et 138. A — Schéma du mode opératoire
utilisé pour le marquage en « one-pot » / B—Images de microscopie obtenues

[11.1.2. Marquage du PG en « one-pot »

Ensuite, I'incorporation sur le PG de S. pneumoniae des composés DIBO-DA 137, DBCO-DA 151
et BCN-DA 155 a été évaluée et l'efficacité de ces trois dérivés pour marquer le PG a été comparée.
Premiérement, des études de croissance de S. pneumoniae en présence de ces trois dérivés ont montré
qgue le composé le plus toxique pour la bactérie semble étre le DBCO-DA 151 et qu’une diminution
significative de la croissance des bactéries n’est observée qu’a partir d’'une concentration de 500 uM.
Les concentrations utilisées dans toute cette partie sont de 250 uM pour tous les dérivés de D-Ala,

ainsi, les dérivés de D-Ala ne sont donc pas toxiques pour les bactéries dans cette étude.
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Tout d’abord, un marquage en « one-pot » du PG a été effectué avec ces trois dérivés, et le
principe est schématisé sur la Figure 44A : le dérivé de D-Ala ainsi que le fluorophore Az-AF647 sont
ajoutés en méme temps et laissés pendant 5 minutes a 37 °C. Puis, apres lavage, les bactéries marquées
peuvent étre observées au microscope et une mesure en cytométrie en flux est effectuée afin de
quantifier I'intensité du marquage du PG.

137 : R = 0-DIBO

A 151 : R = (CH,),-C(0)-DBCO B

155: R = O-CH,-BCN DIBO-DA 137

/NH
S AF647
HsN/ﬁg Ns—@) BCN-DA 155

37 °C, 5 min puis lavage

S. pneumoniae DBCO-DA 151

200
162

150

100
100

50 F
13

Intensité de fluorescence (%)

mDIBO mBCN = DBCO

Figure 44 : Marquage du PG de S. pneumoniae avec les cyclooctyne-DA. A — Schéma du mode opératoire utilisé
pour le marquage en « one-pot » / B — Images de microscopie obtenues / C — Graphique représentant l'intensité
de fluorescence du marquage du PG comparée entre les trois cyclooctyne-DA. L'intensité de fluorescence du DIBO-
DA est placée a un niveau de 100 % et les valeurs de I’'intensité de fluorescence des marquages avec le BCN-DA et
le DBCO-DA sont données en comparaison des 100 % du DIBO-DA.

Sur la Figure 44B, les images de microscopie sont représentées pour le marquage du PG avec
chacun des trois dérivés de D-Ala étudiés. Ces images mettent en évidence le fait que le marquage avec
le BCN-DA est bien moins intense que le marquage avec les deux autres dérivés. Cette observation est
confirmée par la mesure d’intensité de fluorescence effectuée par cytométrie en flux et dont le résultat
de la comparaison entre les trois dérivés est représenté sur la Figure 44C. Lintensité de fluorescence
obtenue pour le marquage du PG avec le DIBO-DA est fixée de maniéere arbitraire a 100 %. Ainsi, le
marquage du PG effectué avec le BCN-DA est largement inférieur au marquage du PG effectué avec le
DIBO-DA (13 %). En comparaison, le marquage du PG effectué avec le DBCO-DA est plus intense que
celui effectué avec le DIBO-DA (162 %).

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises afin d’expliquer cette différence de marquage du PG

avec chacun de ces dérivés. Premiérement, la cinétique de la réaction click, plus lente avec le BCN-DA,
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comme montré dans la partie 11.3. Comparaison des constantes de vitesses des cyclooctyne-DA de ce
chapitre, explique-t-elle le marquage plus faible obtenu avec le BCN-DA ? Par ailleurs, la CPase PBP3,
responsable de I’élimination de la D-Ala terminale, en 5°™ position de la chaine peptidique, est-elle
capable d’éliminer en plus grande proportion certaines D-Ala modifiées ? En particulier, y’a-t-il une
différence d’élimination entre les trois acides aminés étudiés ? Les expériences qui vont étre décrites

ci-aprées ont eu pour but de répondre a ces questions.

[11.1.3. Influence d’une différence de cinétiques de réaction click avec les cyclooctyne-

DA dans le marquage du PG

La premiére hypothéese évoquée est que la différence de cinétique de la réaction click entre les
dérivés cyclooctyne-DA et les fluorophores puisse expliquer le marquage moins intense avec le BCN-
DA. Les constantes de vitesses de la réaction click entre chaque cyclooctyne-DA et le fluorophore Az-
AF488 ont été calculées précédemment (voir Cinétiques des réactions bioorthogonales avec les
cyclooctyne-D-Ala dans ce chapitre). Ainsi, a 37 °C et en milieu aqueux (PBS), le DBCO-DA réagit le plus
rapidement avec Az-AF488 (k = 68 + 8 M. s2), suivi du DIBO-DA (k=11 +3 M. s?) et du BCN-DA (k =
1,2 + 0,2 M. s1). La tendance des différents marquages obtenus de facon « one-pot » (Figure 44)
semble donc correspondre aux différentes constantes cinétiques calculées : plus la vitesse de réaction
est lente, moins la réaction click n’a le temps de se produire pendant le temps de marquage. Ainsi, la

proportion de fluorophores qui ont réagi est plus faible et le marquage est moins intense.

Afin de vérifier cette hypothese, un nouveau marquage a été mis au point et est illustré sur la
Figure 45A : le dérivé cyclooctyne-DA et le fluorophore sont mis en contact pendant un temps
déterminé, allant de 0 min a 5 h. Pendant ce temps, une partie des réactifs réagit ensemble et une
autre partie ne réagit pas, la proportion de réaction dépend du temps de réaction et du dérivé de
cyclooctyne-DA considéré. Ensuite, ce milieu réactionnel est incubé avec les bactéries pendant un
temps de 10 minutes. Ainsi, le marquage est en partie un marquage direct : la proportion de réactifs
ayant réagi avant incubation est directement incorporée, par un processus similaire aux FDAA
présentés dans la partie 111.4.2.1 Marquage direct avec des FDAA (Fluorescent D-amino acids) du
chapitre |. La proportion de réactifs n'ayant pas réagi préalablement est, en revanche, utilisée sous
forme de marquage en deux étapes, de la méme fagcon que les marquages décrits juste au-dessus.
Lintensité de fluorescence du marquage obtenu est mesurée pour chaque dérivé et pour chaque
temps de réaction préalable, entre 0 min et 5 h. Il a ainsi été déterminé qu’aprés 2 h 30, le marquage

obtenu avec chaque dérivé cyclooctyne-DA a atteint le maximum de son niveau de fluorescence.

Ensuite, les intensités de fluorescence obtenues pour le marquage du PG avec chaque dérivé

ont été comparées dans les conditions de réactions clicks préalables de 2 h 30. Les images obtenues
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en microscopie sont montrées sur la Figure 45B et la comparaison des intensités de fluorescence,
mesurée par cytométrie en flux est illustrée sur le graphique de la Figure 45C. Ainsi, dans ces
conditions, le marquage du PG obtenu avec le BCN-DA n’est plus largement inférieur aux autres
cyclooctynes-DA mais il a une intensité située entre le marquage obtenu avec le DIBO-DA et le

marquage obtenu avec le DBCO-DA.

A
Temps de réaction click préalable : 2 h 30
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Figure 45 : Marquage du PG de S. pneumoniae avec les cyclooctyne-DA avec réaction click préalable des deux
réactifs A — Schéma du mode opératoire utilisé pour ce marquage / B — Images de microscopie obtenues dans les
conditions avec la réaction click préalable de 2 h 30 / C — Graphique représentant l'intensité de fluorescence du
marquage du PG, comparée entre les trois cyclooctyne-DA avec un temps de réaction click préalable de 2 h 30.

Ce résultat confirme que, comme l'indiquent les résultats des calculs de constantes cinétiques,
une raison pour laquelle le dérivé BCN-DA aboutit a un marquage moins intense est que la réaction
click est plus lente avec ce dérivé. Ainsi, dans le temps imparti de quelques minutes pendant lequel le
marquage en « one-pot » est réalisé, une plus faible proportion de BCN a le temps de réagir avec

I'azoture du fluorophore, ce qui aboutit a un marquage moins intense.

Cependant, un autre parametre n’a pas été pris en compte dans cette expérience et peut
également influencer le marquage du PG. En effet, si les trois dérivés de D-Ala ne sont pas incorporés
a la méme vitesse, une proportion différente de D-Ala modifiée sera présente sur le PG apres les 10
minutes, ce qui entrainera une proportion différente de réaction click avec le fluorophore et une
intensité de marquage différente. Différents protocoles ont été testés afin de vérifier cette hypothése,

mais des difficultés techniques ont été rencontrées ne permettant pas d’aboutir a des conclusions.
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Enfin, a 'opposé d’une proportion différente de dérivé incorporé sur le PG, il est également
possible que les différents dérivés soient éliminés plus ou moins efficacement par la CPase PBP3,
aboutissant a une quantité différente de dérivé présent sur le PG. Cette hypothese est explorée dans

le derniere partie de cette étude.

[11.1.5. Implication de PBP3 dans le marquage inégal du PG avec les cyclooctyne-DA

Comme il a été présenté dans le Chapitre |, I'incorporation de dérivés de D-Ala simples dans le
PG se produit en majorité a I'extérieur de la membrane plasmique, par échange du dernier acide aminé
du peptide, catalysé par les CPases et les TPases. PBP3 (aussi appelée DacA), enzyme de la famille des
CPases, est majoritairement impliquée dans I'élimination du dernier acide aminé de la chaine
peptidique.’® En outre, il s’agit d’'un processus dynamique : le dérivé de D-Ala est accroché au PG par
échange entre une D-Ala naturelle et ce dérivé, mais le dérivé peut aussi étre éliminé de la chaine
peptidique par PBP3. Ainsi, si certains dérivés sont plus facilement éliminés que d’autres par PBP3, par
exemple, pour des raisons stériques, cela peut étre une des explications a la différence de marquage

observée avec les différentes cyclooctynes-DA.

Afin de vérifier cette hypothése, le marquage du PG a été effectué avec une souche de
S. pneumoniae différente et spécifique, RBOOADacA. Les marquages présentés précédemment ont été
effectués sur la souche D39Acps, une souche modifiée de S. pneumoniae qui ne possede pas de
capsule. Ainsi, en plus de cette souche, les marquages ont également été effectués sur les souches
R800 et R800ADacA. R800 est une souche également dépourvue de capsule qui est utilisée en
laboratoire pour réaliser des délétions de géne. R800ADacA est une souche dérivée de R800, pour
laquelle le géne de PBP3 a été éliminé. Ces nouveaux marquages ont été effectués dans les conditions
illustrées sur la Figure 46A avec la réaction click préalable de 2 h 30, afin de s’affranchir du parametre
de la différence de cinétique entre chacun des dérivés. Les images de microscopie obtenues sont
représentées sur la Figure 46B et la comparaison des intensités de fluorescence, mesurée par
cytométrie en flux, est illustrée sur le graphique de la Figure 46C, pour chaque souche et chaque dérivé

cyclooctyne-DA.

Premierement, pour la souche R800, l'intensité du marquage du PG suit une tendance
identique au marquage obtenu avec la souche D39Acps (voir Figure 45) : le DIBO-DA produit le
marquage le plus intense, suivi de BCN-DA et de DBCO-DA. Ensuite, avec la souche R800ADacA,
I'intensité de marquage est plus forte avec chacun des dérivés, ce qui est en accord avec ce qui était
prévu : la bactérie n’a plus la possibilité d’éliminer le dérivé incorporé. Une plus grande proportion est

donc incorporée sur le PG au final.
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Figure 46 : Marquage du PG de S. pneumoniae avec les cyclooctyne-DA sur des souches différentes : R800 et
R800ADacA. A —Schéma du mode opératoire utilisé pour ce marquage / B —Images de microscopie obtenues avec
les souches R800 et R800ADacA / C — Graphique représentant l'intensité de fluorescence du marquage du PG
comparée entre les trois cyclooctyne-DA et avec les deux souches étudiées.

En revanche, le rapport entre le marquage du PG avec R800ADacA et R800 est différent pour
chaque cyclooctyne-DA. Alors que l'intensité de marquage est multipliée par 2,9 pour le marquage
effectué avec le DIBO-DA, elle est multipliée par 5,2 pour le marquage effectué avec le DBCO-DA et par
8,5 pour le marquage effectué avec le BCN-DA. Cette différence permet de prouver que PBP3 élimine
de facon non équivalente chacun des dérivés, couplé au fluorophore, c’est a dire sous forme du produit
de la réaction click entre la D-Ala et le fluorophore. En particulier, elle élimine plus fortement le
conjugué fluorophore-BCN-DA que le conjugué fluorophore-DBCO-DA et le conjugué fluorophore-
DIBO-DA. Ainsi, il semble exister une meilleure reconnaissance par PBP3 de la séquence peptidique
lorsque le BCN-DA comportant le fluorophore est incorporé en 5™ position du peptide, par rapport a

la présence des deux autres analogues, DBCO-DA ou DIBO-DA, avec le fluorophore.

En se reportant a la structure chimique des dérivés, ce résultat parait cohérent.
Lencombrement stérique a proximité de la zone de reconnaissance (D-Ala) du conjugué fluorophore-

BCN est en effet inférieur a I'encombrement stérique provoqué par les deux autres conjugués
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fluorophore-cyclooctyne. Cependant, cette différence d’'encombrement stérique est a nuancer car ce

sont les produits de la réaction entre la D-Ala et le fluorophore qui sont éliminés de facon inégale.

Pour conclure, les différentes études menées visant a comparer le DIBO-DA, le BCN-DA et le
DBCO-DA ont permis d’identifier deux raisons justifiant les différences de marquage observées avec
chacun des dérivés. Premieérement, la vitesse de la réaction click influence I'intensité du marquage du
PG : plus la réaction click est rapide, plus la quantité de fluorophore lié de fagcon covalente a la D-Ala
est importante et donc le marquage va étre plus intense. Par ailleurs, 'enzyme majoritairement
responsable de I'élimination de la D-Ala terminale, PBP3, élimine, de maniere inégale, les dérivés de D-
Ala, dans leur forme conjuguée au fluorophore. Ainsi, il semblerait qu’un dérivé de D-Ala encombrant
permette de réduire l'activité d’élimination de PBP3. Nous n’avons, cependant, pas pu obtenir

d’information sur le clivage par PBP3 des dérivés non conjugués.

Il est probable que ces deux raisons ne soient pas les seules. Nous pouvons penser, par
exemple, a une différence de stabilité des dérivés in vivo avec notamment la réactivité, plus ou moins
forte, de ces dérivés avec des thiols. De plus, il est possible que ces dérivés ne soient pas incorporés a
la méme vitesse dans le PG. Cependant, comme évoqué précédemment, cette derniere hypothése n’a

pas pu étre vérifiée.

Enfin, la combinaison des différents marquages effectués et leur interprétation permet de
mettre en évidence que le composé DIBO-DA 137 semble étre le meilleur pour des applications de
marquage ou pour des applications thérapeutiques : le marquage « one-pot » est bon, la cinétique de
la réaction click avec le fluorophore est bonne, et dans le cas de marquages, il s’agit du composé pour

lequel le conjugué AF647-cyclooctyne-DA est le moins éliminé par PBP3.

[11.2. TCO-DA et Tétrazine-DA

Par ailleurs, I'incorporation des dérivés tétrazine-DA 158 et TCO-DA 161 a également été
évaluée. Pour cela, un marquage du PG en « one-pot » a été effectué en suivant le méme mode
opératoire que pour le marquage des DIBO-DA, présenté sur la Figure 43A. Dans le cas de la tétrazine-
DA, le fluorophore utilisé est le fluorophore TCO-CF647 et dans le cas du TCO-DA, le fluorophore
pyrimidyl-tétrazine-AF647 a été utilisé (Figure 47A). Les images de microscopie obtenues sont

montrées sur la Figure 47B.
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Figure 47 : Marquage du PG de S. pneumoniae avec la tétrazine-DA 158 et le TCO-DA 161. Marquage réalisé en
« one-pot » selon le mode opératoire présenté sur la Figure 43A. / A — Pour le marquage avec la tétrazine-DA, le
fluorophore TCO-CF647 a été utilisé. Pour le marquage avec le TCO-DA, le fluorophore pyrimidyl-tétrazine-AF647
a été utilisé / B — Images de microscopie obtenues pour le marquage avec les deux dérivés testés.

Ainsi, chacun de ces dérivés de D-Ala permet de marquer le PG de S. pneumoniae. Un
fluorophore et une tétrazine de natures différentes sont utilisés pour ces deux marquages, il n’est donc
pas possible de les comparer. Cependant, le marquage est bien localisé aux sites de division des

bactéries dans les deux cas.

Grace a ces deux nouveaux composés, nous possédons maintenant des dérivés permettant de
marquer le PG grace a deux réactions clicks différentes et bioorthogonales entre elles. Cela permet
d’imaginer différentes applications utilisant ces deux réactions clicks simultanément. Cela sera détaillé

dans le chapitre suivant.
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IV, Développement de D-Ala-D-Ala modifiées

Les travaux de Brown et al.®® décrits dans la partie 111.4.3.1. AIkDADA, AzDADA, HADA-DA et
NADA-DA du Chapitre |, indiquent que, contrairement a ce que nous pensions, les bactéries seraient
capables de métaboliser des dérivés de D-Ala-D-Ala plus encombrants que ceux déja développés,
I'AIkDADA 65 et 'AzDADA 67. En effet, la métabolisation des dérivés HADA-DA 69 et NADA-DA 70 a été

démontré en marquant la bactérie a Gram négatif E. coli et la bactérie a Gram positif B. subtilis.

A la suite de la publication de ces travaux, nous avons donc décidé de synthétiser les composés
DIBO-DADA 169 et tétrazine-DADA 170 dans le but de tester leur métabolisation par S. pneumoniae.
Cela nous permettrait ainsi d'améliorer le marquage dans les applications que nous développons avec
le DA-DIBO et avec le DA-tétrazine. Par ailleurs, le composé AzDADA 67 a également été synthétisé

selon la voie de synthese déja développée par le laboratoire.

La voie de synthése des composés DIBO-DADA 169 et tétrazine-DADA 170 est représentée sur
le Schéma 20. La synthese de ces composés est effectuée en 4 étapes en partant de la D-Ala 163 et du
DA-DIBO 135 (ou DA-tétrazine 157). La premiére étape est la protection de l'acide carboxylique de la
D-Ala 163 par le groupement triméthylsilyl éthanol (TMSE-OH), ajouté par estérification de Steglich
avec le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) comme agent de couplage. Le composé 164 est ainsi obtenu.
Ce groupement protecteur est choisi car il permet une déprotection sélective du Boc dans |'étape
suivante. Ainsi, aprés déprotection du Boc du composé 164, I'acide aminé 135 (DIBO-DA-Boc) ou 157
(tétrazine-DA-Boc) est ajouté et couplé avec HATU. Les composés Boc-DIBO-DADA-TMSE 165 et Boc-
tétrazine-DADA-TMSE 166 sont ainsi obtenus avec des rendements respectifs de 73 % et 96 %. La
déprotection directe des deux groupements protecteurs a I'aide de TFA dégrade le DIBO et la tétrazine.

Une déprotection en deux étapes a donc a chaque fois été effectuée.

Dans le cas du DIBO, la déprotection de I'acide carboxylique protégé par le TMSE a l'aide de
TBAF a donné le composé 167 avec un rendement de 67 %, puis, la déprotection de I'amine en milieu

acide avec HCl a donné le composé 169 avec 72 % de rendement.

Pour la déprotection de la tétrazine-DADA, la premiere étape pour déprotéger l'acide
carboxylique a I'aide de TBAF a mené au composé 168 avec un rendement de 81 %. En revanche, la
déprotection de I'amine par HCl a donné un produit, différent du composé 170 désiré, qui n’a pas été
identifié. Le probléme a été résolu en déprotégeant de fagcon différente I'amine : a I'aide de TFA peu
concentré (10 %) et laissé sur un temps court (3 h), afin de ne pas détruire la tétrazine. Le composé 170

a ainsi été obtenu avec un rendement de 80 %.
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Schéma 20 : Voies de synthéses des composés DIBO-DADA 169 et tétrazine-DADA 170

Enfin, la synthése de 'AzDADA est décrite sur le Schéma 21 et le Schéma 22. Tout d’abord, la

premiere étape de la synthése de I'AzDADA est la formation de l'azoture par une réaction de

diazotransfert a partir de 'acide Na-Boc-D-2,3-diaminopropionique 133 dont le protocole est inspiré

de Webb et al.’*” qui ont fait cette méme réaction sur I'énantiomére L. En amont de cette réaction,

I'azoture de triflyle est d’abord produit in situ a partir d’anhydride triflique et d’azoture de sodium

(Schéma 21). Apres séparation de la phase organique et de la phase aqueuse, la phase organique,

contenant I'azoture de triflyle, est directement ajoutée au milieu réactionnel avec I'acide aminé 133,

CuS0,, et K,COs pour que la réaction de transfert de diazo se produise. L'azoture 171 est alors formé

avec un rendement obtenu de 98 %. Par la suite, I'amine de I'acide aminé 171 peut étre déprotégée

pour former I'’AzDA 59 avec un rendement de 65 % ou alors, il peut étre couplé a la D-Ala dans le but

de former 'AzDADA 67 avec la voie de synthése décrite sur le Schéma 22.
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Schéma 21 : Synthése du composé 170, intermédiaire de la synthése de I'AzDADA 67 et de I'AzDA 59

Le couplage se produit de la méme maniére que ce qui a été décrit précédemment pour la

synthése des composés 169 et 170 : I'amine de la D-Ala 164 est déprotégée et couplée au composé

Boc-AzDA 171 avec HATU comme agent de couplage. Le composé 172 est alors obtenu avec un

rendement de 66 %. Enfin ce composé protégé est placé dans du TFA afin de déprotéger en méme

temps 'acide carboxylique et I'amine et ’AzDADA 67 a pu étre obtenu avec un rendement de 61 %.
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Schéma 22 : Voie de synthese de I'AzDADA 67

Ces deux nouveaux composés, le DIBO-DADA 169 et la tétrazine-DADA 170, sont actuellement

en cours d’évaluation a I'IBS, afin de tester si leur incorporation métabolique est possible et si un

marquage du PG de S. pneumoniae peut étre observé.
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V. Conclusions et perspectives

Pour conclure, plusieurs dérivés de D-Ala et de D-Ala-D-Ala ont été synthétisés et sont décrits
dans ce chapitre (Figure 48). Les nouvelles D-Ala ont été évaluées biologiquement : elles sont toutes
incorporées sur le PG et elles permettent toutes de marquer le PG de S. pneumoniae. Cependant, dans
le cas des cyclooctynes-DA 137, 151 et 155, I'intensité du marquage est différente et cela est di a
plusieurs facteurs. Il a ainsi été montré que la différence de vitesse de la réaction click ainsi que
I’élimination par PBP3 de la D-Ala liée a son fluorophore, inégale selon les dérivés, contribuent a ces
différences de marquage. Ainsi, parmi ces trois dérivés étudiés, le DIBO-DA 137 semble posséder les
meilleures propriétés, tant pour des applications de marquage que pour des applications
thérapeutiques. Nous sommes donc maintenant capables d’incorporer sur le PG des dérivés de D-Ala

avec des fonctions permettant de réaliser les réactions click, sans cuivre, SPAAC et IEDDA.

Enfin, les nouvelles D-Ala-D-Ala sont actuellement en cours d’évaluation par les biologistes afin
de déterminer si elles peuvent étre métabolisés par le PG de S. pneumoniae. Si c’est le cas, cela
permettrait d’obtenir en plus grande proportion la fonction click DIBO ou tétrazine sur le PG car cette

derniére serait positionnée en 4™ position sur la chaine peptidique, ce qui la rendra plus persistante.

.
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Figure 48 : Récapitulatif des D-Ala et D-Ala-D-Ala nouvellement synthétisées pendant ce projet de these
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Chapitre IV

Utilisation des nouveaux outils
developpés pour des applications
de thérapie et d'imagerie

Dans les chapitres précédents, nous avons développé de nouveaux dérivés de cholines
métabolisées par les AT (Chapitre Il) ainsi que de nouveaux dérivés de D-Ala incorporés sur le PG
(Chapitre ll1). Les diverses propriétés de ces dérivés (nature des fonctions clicks, cinétiques de réaction,

taille...) permettent de concevoir des applications utilisant ses dérivés de maniéere innovante.

Dans ce chapitre, les deux applications que nous avons explorées pendant ce projet de thése,
et pour lesquelles les expériences ont été réalisées par nos collaborateurs de I'IBS, vont étre détaillées.
Premiérement, les travaux qui ont été effectués pour une application a visée thérapeutique vont étre
décrits : la réticulation par réaction click du PG et des AT de S. pneumoniae dans le but de bloquer la
synthese de la paroi bactérienne. Ensuite, les dérivés développés ont permis de concevoir une
application pour de I'imagerie, qui va étre détaillée : I'observation par microscopie a haute résolution

du PG et des AT de S. pneumoniae en deux couleurs.
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I. Réticulation du PG et des AT pour bloguer la biosynthese de la
paroi bactérienne

l.1. Principe

L'étude de 2018,'* en collaboration entre notre équipe et I'IBS, montre la concordance spatio-
temporelle de la biosynthése du PG et des AT. Cela a été détaillé dans la partie 111.5.2. Marquage en
deux couleurs des AT et du PG du Chapitre I. Le principe de ce projet est d’utiliser cette concordance
spatio-temporelle afin de faire réagir ensemble, par réaction click, deux dérivés, auparavant
métabolisés sur la paroi bactérienne : I'un sur le PG et l'autre sur les AT. Ainsi, si une proportion
suffisante de dérivés réagit ensemble et réticulent, la biosynthéese de la paroi bactérienne pourrait étre

entravée et un effet bactériostatique ou bactéricide pourrait avoir lieu (Figure 49).

B
A ) paire clickable ¢ réticulation du
Paroi de S. pneumoniae S /> .¢° PG et des AT
i) o —
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Figure 49 : Principe du projet de réticulation du PG et des AT de S. pneumoniae. A — Schéma de la paroi de la
bactérie. Le PG est représenté en bleu et les AT sont représentés en orange. B — Stratégie employée dans ce projet.
Meétabolisation rapide de choline modifiée sur les AT et de D-Ala modifiée sur le PG puis réaction click entre les
deux dérivés dans le but de bloquer la biosynthése de la paroi bactérienne.

Récemment, deux études sont venues conforter la possibilité d’une réticulation comme celle
gue nous envisageons. Ces deux études ont été présentées dans la partie I1.4.2.4. Réticulation entre
dérivés de D-Ala incorporés sur le PG du Chapitre |. D’abord, Schultz et al. ont utilisé la réaction SUFEx
pour créer une réticulation non naturelle entre deux chaines peptidiques du PG.2%° Par ailleurs, Siegrist
et al. ont utilisé la CUAAC pour faire réticuler deux chaines peptidiques du PG sur lesquelles ont été

incorporés I'AIkDA 58 et 'AzDA 59.5°

Ainsi, ces deux études montrent qu’une réticulation non naturelle est possible au niveau de la

paroi bactérienne. Cependant, ces études font réticuler ensemble les chaines peptidiques d’'une méme
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entité, le PG. Notre défi, ici, est de produire une réticulation non naturelle entre deux entités

différentes, le PG et les AT, qui ne sont normalement pas reliées a cet endroit.

Enfin, la cinétique de la réaction click est un point clé de ce projet. En effet, cette derniere doit
se produire apres la métabolisation simultanée des dérivés par le PG et les AT, qui est un processus
rapide, de l'ordre de quelques minutes. Une réaction click trop rapide aurait donc lieu avant la
métabolisation des deux dérivés, donc a I'extérieur de la paroi bactérienne. A l'inverse, une réaction

click trop lente pourrait mener a une proportion insuffisante de réticulation dans la paroi bactérienne.

|.2. Réticulation par réaction click directe

[.2.1. Croissance et morphologie des bactéries avec DIBO-DA 137 et AzCho 77

Dans un premier temps, la paire AzCho 77 et DIBO-DA 137 a été sélectionnée pour effectuer la
réticulation car elle semble présenter un bon compromis de cinétique, ni trop lente, ni trop rapide. De
plus, la réaction ne nécessite pas de cuivre, qui est cytotoxique. Ainsi, les deux dérivés ont été incubés
a 37 °Csur S. pneumoniae et la croissance des bactéries a été suivie (Figure 50). La comparaison de la
croissance de ces bactéries avec la croissance de bactéries sans dérivé ou avec un seul des deux dérivés
a montré que la présence des deux dérivés 77 et 137 n’aboutissait pas a un effet bactériostatique ou
bactéricide. De plus, la comparaison par microscopie de la morphologie des bactéries n’a montré aucun
changement qui serait d0 a une réticulation entre le PG et les AT. Par la suite, le DIBO-DA 138, qui
posséde une chaine plus longue a également été testé, en combinaison avec I'AzCho 77. De la méme
maniere, aucun changement n’a été observé sur la bactérie: ni effet bactériostatique, ni effet

bactéricide, ni modification de la morphologie des bactéries.
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O
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n=4:138 Pas d'effet bactéricide

Pas de modification de la morphologie

Figure 50 : Essais de réticulation directe entre le PG et les AT de S. pneumoniae par métabolisation de DIBO-DA
137 ou 138 et d’AzCho 77

Plusieurs hypothéses ont été émises afin d’essayer d’expliquer le fait que nous n’observons pas
de modification dans la croissance ou la morphologie des bactéries. Premierement, il est possible que

la réticulation ait lieu, mais que, malgré le fait que le PG et les AT aient réticulé, les bactéries continuent
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de pousser normalement. En outre, nous savons que les D-Ala modifiées sont facilement éliminées par
PBP3. Il est donc également possible que la réticulation puisse avoir lieu, mais que le peu de D-Ala
incorporée sur le PG empéche cette réticulation d’avoir lieu en proportion suffisante ou que son
élimination par PBP3 supprime cette réticulation. Enfin, il est possible que la réticulation nait pas du
tout lieu. Une des raisons pouvant expliquer cela est que la distance entre les dérivés de D-Ala
incorporés sur le PG et de cholines métabolisées par les AT soit trop grande. Ainsi, plusieurs stratégies
ont été développées et testées par les biologistes de I'IBS pour tenter de répondre a ces hypotheéses.

Leur mise en ceuvre et les conclusions que nous pouvons en tirer sont développées par la suite.

[.2.2. Tentative de mise en évidence de la réticulation avec marquage fluorescent : ajout

simultané d’AzCho 77 et de DIBO-DA 138

Afin de tenter de prouver la réticulation en utilisant une technique de marquage fluorescent,
I'expérience décrite en Figure 51 a été mise au point. Le principe est d’incuber les bactéries avec les
dérivés DIBO-DA 138 et AzCho 77, dans des conditions de réticulation, puis d’ajouter un fluorophore
qui réagit avec I'un des deux dérivés, soit celui incorporé sur le PG soit celui métabolisé par les AT, mais
qui n‘a pas réticulé. Lintensité de la fluorescence obtenue dans ces conditions est alors comparée a
I'intensité de fluorescence obtenue pour les expériences de controle, ou la réticulation est absente.
Ainsi, une diminution de l'intensité entre les deux expériences comparées permettrait de penser, en

premiére intention, que la réticulation peut avoir eu lieu.

Dans l'expérience décrite ici, une diminution significative de la fluorescence du marquage du
PG est bien observée : elle passe de 100 % en présence seulement de DIBO-DA 138 a 35 % en conditions
de réticulation. Cependant, il est possible qu’une partie, voire la totalité de la diminution de cette
fluorescence, soit due a une réaction entre le DIBO-DA incorporé et I’AzCho en solution. Ainsi, le DIBO-
DA n’est plus disponible pour réagir avec le fluorophore, mais il n’y a pas pour autant réticulation entre

le PG et les AT.

En revanche, aucune diminution de la fluorescence n’est observée pour le marquage des AT.
Une hypothese pouvant expliquer cela est que I'AzCho est métabolisée par les AT en proportion
largement supérieure par rapport au DIBO-DA incorporé sur le PG. Ce qui nous permet de penser cela
est que nous savons que le DIBO-DA est en partie éliminé par PBP3 et également que la concentration

en AzCho dans cette expérience est bien supérieure a la concentration en DIBO-DA.

Cette expérience ne permet donc pas encore de conclure sur le fait qu’il y ait une réticulation
entre le PG et les AT. Il faudrait modifier le principe de I'expérience, par exemple, pour empécher la

possible réaction entre le DIBO-DA incorporé et ’'AzCho en solution et, ainsi, que la diminution de
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fluorescence du marquage du PG corresponde seulement a la proportion de réticulation entre le PG et

les AT.
4
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Figure 51 : Expérience de mise en évidence de la réticulation entre le PG et les AT avec marquage fluorescent, par
ajout simultané de DIBO-DA 138 et d’AzCho 77 et images de microscopie obtenues. Les pourcentages indiqués en

dessous de chaque image de microscopie correspondent a la mesure de I'intensité de fluorescence effectuée par
cytomeétrie en flux, comparée a la mesure de I'intensité mesurée pour les expériences contréles, fixée a 100 %.

Afin d’empécher la réaction parasite entre le DIBO-DA incorporé et I’AzCho en solution, une
possibilité serait d’empécher 'AzCho de se trouver en solution pendant que le DIBO-DA serait
incorporé. Pour réaliser cela, il a d’'abord été prouvé qu’un stock d’AzCho est présent dans le
cytoplasme. Ainsi, cela permettra, par la suite, de modifier le protocole de I'expérience de réticulation
pour ajouter de maniere successive les deux dérivés : 'AzCho en premier puis le DIBO-DA aprés

élimination du reliquat d’AzCho toujours en solution.

[.2.3. Stockage de choline dans le cytoplasme de S. pneumoniae

Tout d’abord, pour prouver que I'AzCho 77 est en partie stockée dans le cytoplasme,
I'expérience décrite en Figure 52A a été congue. Premierement, ’AzCho est incubée pendant 5 minutes
avec les bactéries a 37 °C, en présence du fluorophore DBCO-AF488. L'AzCho est ainsi métabolisée par
les AT et réagit avec le fluorophore, de couleur verte. Une rapide centrifugation permet d’éliminer
I’'AzCho en excés puis les bactéries sont remises en culture dans un milieu neuf pendant un temps
variable, de 5 a 20 minutes : les bactéries continuent alors de pousser, ce qui éloigne les AT marqués
du site de division (temps de chasse). Enfin, un deuxiéme fluorophore, DBCO-AF647, de couleur rouge,

est ajouté pendant 5 minutes pour marquer les AT qui auraient été métabolisés et présentés a la
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surface pendant le temps de chasse. Les bactéries sont alors observées au microscope dans les deux

longueurs d’onde.

Les images sont représentées sur la Figure 52B et montrent d’abord le marquage initial des AT
synthétisés pendant les 5 premieres minutes de pulse (marquage vert). Elles montrent également un
marquage rouge qui n’'est pas superposé au marquage vert, mais qui est situé au septum, au niveau
des AT nouvellement synthétisés. Cela prouve que de 'AzCho est métabolisée apres le pulse, pendant
le temps de chasse. De plus, l'intensité du marquage rouge augmente avec le temps de chasse,
indiquant que I’AzCho présente dans le cytoplasme peut alimenter la synthése des AT pendant un

certain temps.

A 77 AF488 AF647
250 yM psco—@ Temps de =<-- --» DBCO—F) .
chasse g
37 °C, 5 min 37 °C, 37 °C, 5 min
puis centrifugation 5a 20 min
(4 min)

Chasse 5 min

Chasse 20 min

Figure 52 : Mise en évidence de stockage de choline dans les bactéries. A — Principe de I'expérience / B — Images
de microscopie obtenues. Les pourcentages indiqués représentent l'intensité de fluorescence due au fluorophore
AF647, mesurée par cytométrie en flux et mettant en évidence qu’une plus grande quantité d’AzCho est
meétabolisée pendant le temps de chasses quand il est de 20 minutes par rapport a un temps de chasse de 5
minutes.

[.2.4. Mise en évidence de la réticulation avec marquage fluorescent : ajouts successifs

d’AzCho 77 puis de DIBO-DA 137

La mise en évidence de stockage de choline dans les bactéries a donc permis de concevoir une
nouvelle expérience pour montrer la réticulation du PG et des AT, en ajoutant, cette fois
successivement, ’AzCho 77, puis le DIBO-DA 137 (Figure 53). Juste avant I'ajout de DIBO-DA, une rapide
centrifugation permet ainsi d’éliminer I'exces d’AzCho en solution avant I'ajout de DIBO-DA. Le DIBO-
DA, gu’il soit en solution ou incorporé dans le PG n’a donc plus la possibilité de réagir avec de I’'AzCho

en solution. Il ne peut réagir qu’avec I’AzCho métabolisée par les AT, ou avec le fluorophore Az-AF647.

De la méme maniere que pour la premiére expérience, une diminution de l'intensité de

fluorescence pour le marquage du PG est observée (de 100 % a 31 %). Ici, la réaction parasite entre le
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DIBO-DA incorporé et ’'AzCho en solution ne peut plus avoir lieu. Cette diminution correspond dong, a

priori, a la proportion de DIBO-DA qui a réticulé avec 'AzCho, métabolisée par les AT.

En revanche, la diminution de fluorescence du marquage des AT n’est pas significative (de
100 % a 78 %). Nous ne pouvons pas tirer de conclusion par rapport a la réticulation ici car la réaction
parasite entre ’'AzCho métabolisée et le DIBO-DA en solution n’est pas empéchée et, I'hypothese d’une
quantité d’AzCho métabolisée bien supérieure a la quantité de DIBO-DA incorporé, laisse penser que
la proportion d’AzCho ayant réticulé n’est pas grande par rapport a la quantité totale d’AzCho

métabolisée.

(Controle PG DIBO-DA 137 AF647 )
N
250 uyM 3_® PG
0 —~ 5 0 100 %
37 °C, 10 min 37 °C, 10 min
puis centrifugation
\ J
(Controle AT AF488
77
1,5 mM DBCO_@ AT
0 100 %
37 °C, 10 min 37 °C, 10 min
puis centrifugation
\ J

AF647

Ns—(F)

O PG
foo o 3 R o
DIBO-DA 137 réticulation 37 °C, 10 min 31%

AL A—» @ AF488

37 °C, 5 min 37 °C, 5 min pBco—F)
puis centrifugation puis centrifugation 0 AT
37 °C, 10 min 78 %

Figure 53 : Expérience de mise en évidence de la réticulation entre le PG et les AT avec un marquage fluorescent
par ajout successif de ’'AzCho 77 puis de DIBO-DA 137. Les pourcentages indiqués correspondent a la mesure de
I'intensité de fluorescence effectuée par cytométrie en flux, comparée a la mesure de I'intensité mesurée pour les
expériences contréles, fixée a 100 %.

|.3. Synthese d’un linker bifonctionnel entre le PG et les AT

Parallelement a ces expériences qui semblent finalement montrer que la réticulation se
produit, nous avons émis I'hypothése d’une trop grande distance entre le PG et les AT nouvellement
synthétisés. Pour pallier a ce probléme, nous avons développé un linker bifonctionnel capable de réagir,
d’un coOté par réaction IEDDA sur la tétrazine-DA 158 avec un groupement TCO, et de l'autre, par

réaction SPAAC sur I'’AzCho 77 avec un groupement DIBO. Ce linker est représenté sur la Figure 54.

Le groupement TCO choisi est le groupement développé par Leeper et al.>*

et présenté dans la
partie I1.3. IEDDA du Chapitre |. Ce TCO réagit beaucoup moins vite que les TCO plus couramment

utilisés, ce qui est utile pour notre application, pour laquelle nous ne souhaitons pas une réaction click
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trop rapide. De plus, ce composé permet de transformer facilement un azoture en TCO. Il a donc une

double fonction intéressante a explorer.

N
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_/NH
T \/
N 0 AN
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Figure 54 : Stratégie de réticulation du PG et des AT grdce au linker bifonctionnel TCO-(PEG)4-DIBO 182

La synthése de ce linker bifonctionnel a donc été réalisée et est décrite ci-dessous. La premiéere
étape est la synthése du (E,E)-cyclooctadiéne 176, précurseur de ce TCO, qui est décrite sur le Schéma
23. Premiérement, une époxydation des deux alcénes du (1Z,52)-cycloocta-1,5-diéne 173 a l'aide de
mCPBA fournit le composé 174 avec un rendement de 69 %. Louverture de I'époxyde se fait en milieu
basique et avec la diphénylphosphine. Cette étape est suivie d’'une oxydation avec de |'eau oxygénée
de la phosphine formée pour obtenir les oxydes de phosphine 175a et 175b, qui ne sont pas séparés
intentionnellement. Un rendement de 78 % est obtenu avec les deux diastéréoisoméres en mélange.
Enfin, le (E,E)-cyclooctadiéne 176 est formé par réaction de ces deux diastéréoisomeres avec NaH qui
permet I'élimination des oxydes de phosphines et des alcools et la formation des alcénes en
stéréoisomérie trans avec un rendement de 17 %. Ce composé est volatil et sensible a la polymérisation
lorsqu’il est isolé. Il est donc obtenu en solution dans le pentane et il peut étre transféré a un autre
solvant organique non miscible avec I'eau par complexation avec le nitrate d’argent, AgNOs, permettant

de le rendre miscible a I'eau puis réextraction dans le solvant organique souhaité aprés ajout

d’ammoniac.
1/ Ph,PH, nBuLi
mCPBA a THF anhydre, ' 12(OF,  OH  Phy(O)R,
CHyCl, -78°C-ta, 23h
—_— i Bt .
3h,ta 2/ AcOH, H,0,
0 °C, 30 min N
69 % ¢ 78 % Ph,(O)P OH
173 174 175a

Schéma 23 : Synthése du (E,E)-cyclooctadiéne 176
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Ensuite, I'intermédiaire 180, correspondant a la partie PEG du linker, est préparé en 3 étapes
selon le Schéma 24. Les deux alcools du diol 177 ont d’abord été tosylés avec un rendement de 97 %
puis les deux groupements tosyles sont substitués par des azotures pour former le composé 179 avec
un rendement de 81 %. Enfin, I'un des deux azotures est réduit par une réaction de Staudinger avec 1

équivalent de triphénylphosphine en milieu acide. Le composé 180 est ainsi formé avec un rendement

de 70 %.
TsCl, KOH NaNj3
THF, H,0 MeCN
H H 29 Ts0 OT:
O R e S oy
°C ta,3h reﬂux 24 h
177 178
97 % 81 %
PPhs HCI2 M
Et,0, AcOEt
ta,22 h
N NH 9
3\,{/\0/\1:/ 2 70 %
180

Schéma 24 : Synthése de l'intermédiaire 180, intermédiaire dans la synthese du linker TCO-(PEG)4+-DIBO

Enfin, les deux fonctions clicks sont ajoutées au linker en deux étapes selon le Schéma 25.
Premiérement, le (E,E)-cyclooctadiene 176 est mis en réaction avec le composé 180 et I'azoture réagit
par cycloaddition [3+2] avec I'un des alcénes tendus pour former le composé 181 avec un rendement
de 69 %. Enfin, le linker bifonctionnel 182 est formé par addition-élimination entre le DIBO activé 132

et 'amine du composé 181 avec un rendement de 20 %.

l/)y\/@ \{/\o/‘l\/NHZ CHaCl, N=l\|:l ) NH, *
by o\\g@mz

CH,Cly ta, 19 h

176 180 69 %

Et;N
CH2C|2

181
O
| H
N\,i/\o/\}/N\n/O ta, 14 h
4 9 / 20 %
182 O

Schéma 25 : Derniéres étapes de la synthése du linker bifonctionnel 182

Les essais de réticulation entre le PG et les AT qui utilisent ce linker sont actuellement en cours

a I'lBS.
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/1. Microscopie a haute résolution pour observer le PG et les AT

La concordance spatio-temporelle des biosynthéses du PG et des AT a été, d’abord, démontrée
en microscopie conventionnelle.'® Cependant, la résolution de cette technique de microscopie, limitée
par la diffraction de la lumiere, ne permet pas d’obtenir des images d’une précision maximale. La
technique de microscopie a haute résolution dSTORM, détaillée dans la partie 111.4.3.2. Marquage en
microscopie a haute résolution du PG avec AzDADA du Chapitre |, a récemment permis de décrire

précisément la biosynthese du PG chez S. pneumoniae.

Le but du projet présenté ici est d’utiliser certains des nouveaux outils moléculaires que nous
avons développé afin de marquer en deux couleurs le PG et les AT et de décrire précisément les sites
de biosynthéses du PG et des AT grace a la microscopie a haute résolution dSTORM. Les expériences

qui seront présentées ci-aprés ont été réalisées par nos collaborateurs de I'IBS.

II.1. Marquages sans cuivre : DIBO-DA et AzCho

En dSTORM, les biologistes travaillent avec des cellules fixées, mortes. Il n’est donc, a priori,
pas nécessaire d’utiliser spécifiguement des réactions click sans cuivre comme la SPAAC ou I'l[EDDA, car
la cytotoxicité du cuivre n’est plus un probleme. Or, les premiéres tentatives effectuées avec
I’'AzDADA 67, métabolisée par le PG puis marqué par le DBCO-AF647 et 'AlkCho 76, métabolisée par les
AT puis marqué par I'Az-AF532, ont montré que le cuivre n’était pas compatible avec le double
marquage en deux couleurs du PG et des AT. En effet, dés que le Cu(l) est ajouté pour que le fluorophore
réagisse par CUAAC avec I'AlkCho métabolisée, la qualité du marquage du PG, effectué par réaction
SPAAC avec le DBCO-AF647 est fortement diminuée. Il a donc fallu utiliser une combinaison de dérivés

et de fluorophores qui ne nécessite pas de cuivre pour marquer le PG et les AT en deux couleurs.

La combinaison des dérivés DIBO-DA 137 et AzCho 77 a donc été utilisée et le protocole qui a
été utilisé est décrit en Figure 55A : le DIBO-DA 137 est mis en réaction en milieu aqueux pendant
5 minutes avec le fluorophore Az-AF647 puis ce milieu réactionnel est ajouté a une culture bactérienne
avec I'AzCho 77. Aprés 5 minutes de croissance a 37 °C, les bactéries sont fixées puis, le deuxiéme
fluorophore, DBCO-AF532, est ajouté et le milieu de culture est laissé pendant 60 minutes
supplémentaires, afin de laisser le temps aux fluorophores de réagir avec les dérivés. Aprés des lavages,
les bactéries sont observées au microscope et les images montrées sur la Figure 55B sont obtenues.

Ces images montrent avec précision les sites de biosynthese du PG et des AT. Des études détaillées de
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ces marquages et des images obtenues sont actuellement en cours et devraient permettre de conclure

prochainement sur les similitudes et/ou les différences entre les sites de biosynthése du PG et des AT.

A
OYO
_/NH
+ = - AF647 \ /
H3N/\[r N3—® —_— + /\/T\/\OH
5 min AF532
137 77 _®
37 °C, 5 min 0 60 min 0
puis fixation
B Superposition

Figure 55 : Double marquage du PG et des AT avec le DIBO-DA 137 et I'AzCho 77. A — Principe de I'expérience. /
B — Images obtenues par microscopie a haute résolution dSTORM pour le marquage du PG (a gauche), des AT (au
milieu) et la superposition du PG et des AT (a droite).

Cependant, ce protocole de marquage n’est pas idéal. En particulier, les deux réactions clicks
mises en ceuvre pour le marquage sont identiques. Il est donc probable que des réactions clicks
parasites interviennent : entre les deux fluorophores, ou encore entre le DIBO-DA 137 et I'AzCho 77.
Lorsque ces réactions click interviennent en solution, avant métabolisation des dérivés, les produits
formés sont éliminés par les lavages. Cependant, la réaction click entre le DIBO-DA et I’AzCho peut
également se produire lorsque I'un des deux dérivés est métabolisé, voire lorsque les deux dérivés sont
métabolisés. Il y a alors réticulation du PG et des AT, de la méme fagon que dans la partie 1.2.4. Mise en
évidence de la réticulation avec marquage fluorescent : ajouts successifs d’AzCho 77 puis de DIBO-DA
137 de ce chapitre. Afin d'améliorer les images en empéchant ces réactions clicks parasites, |'utilisation

de réactions clicks orthogonales entre elles est plus souhaitable.

II.2. Tétrazine-Cho et DIBO-DA : premieres images

Le composé tétrazine-choline 115, métabolisé par les AT et les composés tétrazine-DA 158 et
TCO-DA 161, incorporés sur le PG, pourraient permettre d’effectuer un double marquage du PG et des

AT, en deux couleurs et avec deux réactions clicks différentes. Des tests préliminaires ont d’abord été
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effectués en microscopie conventionnelle. Le protocole utilisé est décrit sur la Figure 56A et les images

obtenues en microscopie conventionnelle sont montrées en Figure 56B.

AF647
TCO-DA 161 + pyrimidyl- tetrazme Superposition
AF488 .’
Cho 77 +
37 °C, 10 min

Figure 56 : Double marquage du PG et des AT avec TCO-DA 161 et AzCho 77. A — Principe de I'expérience / B —
Images obtenues en microscopie conventionnelle pour le marquage du PG (a gauche), des AT (au milieu) et la
superposition du PG et des AT (a droite).

Pour ce marquage, les dérivés TCO-DA 161, AzCho 77 et les fluorophores pyrimidyl-tétrazine-
AF647 et DBCO-AF488 sont ajoutés en méme temps et les bactéries sont incubées pendant 10 minutes.
Les marquages obtenus montrent les sites de biosynthése du PG et des AT et, comme attendu, ces deux
marquages sont superposés aux sites de division des bactéries. L'étape suivante est, maintenant,
d’effectuer ce marquage avec une meilleure résolution, en utilisant la méthode dSTORM. Ce marquage

sera prochainement effectué par nos collaborateurs a I'IBS.
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Conclusions et perspectives

Grace aux nouveaux outils moléculaires développés pendant ce projet de thése, deux

applications principales ont été exploitées et ont été détaillées dans ce chapitre.

Premiérement, la métabolisation d’AzCho 77 par les AT et I'incorporation de DIBO-DA 137 sur
le PG semblent mener, lorsqu’ils sont incorporés (respectivement métabolisés) simultanément, a une
réticulation entre le PG et les AT. Cela a été démontré grace a diverses expériences ou ces composés
sont mis en conditions de réticulation, suivi de diverses mesures d’intensité de fluorescence. En
paralléle de ces tests, un linker bifonctionnel a été synthétisé, le composé 182, qui pourrait permettre

de relier le PG et les AT qui sont trop éloignés pour réticuler de maniére directe.

Cependant, la fluorescence qui a été observée et qui nous permet d’aboutir a ces conclusions,
correspond a des dérivés n‘ayant pas réticulé. Nous n’avons, pour le moment, pas réussi a montrer
cette réticulation de maniere directe. Une méthode pour extraire et analyser les AT est en cours de

développement a I'IBS, afin de prouver la modification structurale des AT, et ainsi la réticulation visée.

Par ailleurs, le comportement des bactéries n’est pas modifié par la réticulation telle qu’elle a
été mise en ceuvre jusqu’a présent. Nous savons que les D-Ala sont fortement éliminées par PBP3 et
qgue les D-Ala modifiées ne persistent qu’en faible proportion sur le PG. Il est donc probable que la
réticulation n’ait pas lieu en proportion suffisante afin d’'observer un effet de croissance des bactéries.
Pour pallier a cela, le DIBO-DADA 169 permettrait d’installer la fonction click sur le 4™ acide aminé,
position non sensible a I'action d’élimination par PBP3. Ce dipeptide est en cours de tests, dans le but,
d’abord, de déterminer s’il est métabolisé par S. pneumoniae. Si c’est le cas, il sera intéressant de le

tester en conditions de réticulation en combinaison avec I’AzCho 77.

La deuxieme application développée concerne le double marquage du PG et des AT en haute-
résolution obtenu par microscopie dSTORM. Ce double marquage a été effectué, en premier lieu, avec
le DIBO-DA 137 et I'AzCho 77, mais, les réactions clicks mises en ceuvre ne sont pas orthogonales entre
elles. Les dérivés de D-Ala ou de choline possédant une tétrazine ou un groupement TCO pourraient
étre utilisés pour améliorer ce double marquage. Cela a été effectué, pour I'instant en microscopie

conventionnelle, avec le TCO-DA 161.

Enfin, une autre amélioration possible est |'utilisation de dérivés de D-Ala-D-Ala, le DIBO-DADA
169 ou la tétrazine-DADA 170. Cela permettrait d'augmenter la proportion de dérivés installés sur le

PG et ainsi, probablement, d’'améliorer la qualité des images.
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Conception et synthese de
fluorophores

En complément des dérivés de cholines et de D-Ala synthétisés pendant ce projet de thése,
différents fluorophores ont été congus et synthétisés pour divers objectifs de marquages. Dans ce

chapitre, la conception de ces fluorophores sera détaillée et leurs synthéses seront présentées.

D’abord, une coumarine fluorogénique a été synthétisée et conjuguée a une D-Ala. Puis,
plusieurs fluorophores ont été synthétisés a partir de I’hétérocycle nitrobenzosélénadiazole, dans le
but de développer un systeme de détection de bactéries par marquage fluorogénique. Enfin, la
synthese d’une éosine avec une fonction azoture a été effectuée, dans le but de concevoir une méthode

pour observer les AT de S. pneumoniae en microscopie électronique.
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/. Coumarines

Les coumarines sont trés présentes dans la nature, notamment dans les plantes. Le cycle
coumarine seul, sans substituant, ne présente pas ou peu de fluorescence. Cependant, lorsque la
coumarine est substituée, notamment en position 7 par un hétéroatome a effet électrodonneur, une

fluorescence, plus ou moins forte selon le substituant, est observée.**

Une grande variété de coumarines a aujourd’hui été développée, avec des longueurs d’ondes
d’émission pouvant s’étaler sur tout le spectre du visible et une fluorescence allant du bleu au rouge.***"
140 Cependant, les coumarines les plus simples et les plus communes, notamment celles substituées
par un phénol ou une amine en position 7, émettent dans le bleu, avec une longueur d’'onde d’émission

comprise entre 410 nm et 490 nm.

La fluorescence de chromophores peut étre modulée par différents processus photophysiques
qui peuvent étre classés en différentes catégories : les processus de transfert d’électrons (Photo-
induced Electron Transfer (PET)'*!), les processus de transfert de charges (Intramolecular Charge
Transfer (ICT)'*?, Twisted Intramolecular Charge Transfer (TICT)'** et Metal-Ligand Charge Transfer
(MLCT)*4) et les processus de transfert d’énergie (Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)'#,

Through Bond Energy Transfer (TBET)'#¢).%%/

Ici, nous nous concentrerons sur les processus ICT et TICT, sur lesquels nous avons basé la
conception des coumarines qui seront présentées. Tout d’abord, les chromophores fonctionnant grace
au processus ICT contiennent une partie riche en électrons, qui constitue la partie donneuse, et une
partie pauvre en électrons, qui constitue la partie acceptrice. L'absorption de lumiére, a une longueur
d’onde déterminée, permet la photoexcitation du chromophore qui se place dans un état excité, appelé
état ICT, différent de I'état fondamental (Figure 57). Le retour a I'état fondamental s'accompagne d’un
transfert de charge de la partie donneuse a la partie acceptrice et conduit a I'émission de photons, et

donc a une fluorescence a une longueur d’onde précise.**®

Une variante de I'état ICT est I'état TICT. Cet état existe lorsque le chromophore est excité par un
mécanisme incluant une rotation de la partie donneuse du chromophore. Par exemple, dans des
conditions ol la coumarine posséde une amine en position 7 et que cette amine peut effectuer une
rotation et se placer dans un état TICT, différent de I’état ICT, la fluorescence est grandement diminuée
car le retour 3 I'état fondamental se produit sans émission de photon.’* En particulier, dans des

solvants polaires tels que I'eau, cet état TICT serait plus fortement stabilisé, expliquant la fluorescence

130



Chapitre V : Conception et synthése de fluorophores

plus faible de ces composés dans les solvants polaires (Figure 57).**¢ Ainsi, plusieurs stratégies ont été

développées dans le but de favoriser I'état ICT et d’empécher I'état TICT.

TICT ICT

Figure 57 : 7-aminocoumarine excitée sous forme ICT (Intramolecular Charge Transfer) et TICT (Twisted
Intramolecular Charge Transfer)

Tout d’abord, Xu et al. ont démontré qu’empécher cet état TICT est possible en contraignant
I'azote dans un cycle de petite taille, aziridine ou azétidine.*° Par la suite, Guo et al. ont montré qu’il
était également possible d’empécher I'état TICT en ajoutant un groupement électroattracteur par effet

149 |’'augmentation de la fluorescence émise

inductif (-1) comme une sulfone ou un oxide de phosphine.
par les coumarines avec ces deux modifications a été démontrée expérimentalement, cependant, a
notre connaissance, le mécanisme exact permettant d’expliquer que I'état ICT soit favorisé en présence

d’un cycle de petite taille ou d’'un groupement électroattracteur n’a pas été démontré.

En outre, la présence d’un azoture en position 3 sur la coumarine rend la coumarine non-
fluorescente : I'azote en a du cycle est riche en électrons et vient perturber le systéme donneur-
accepteur du fluorophore.®** La réaction click entre cet azoture et une triple liaison, tendue ou non,
permet donc de restaurer la fluorescence, le triazole formé étant pauvre en électrons. Les composés
de ce type sont appelés des composés fluorogéniques : non-fluorescents (ou peu fluorescents) au

départ, ils deviennent fluorescents apres réaction click, CUAAC ou SPAAC (Figure 58).

Figure 58 : Fluorogénicité de la coumarine permise par l'azoture situé en position 3

'azido-coumarine 183 (Figure 59), décrite par Wang et al.’** est I'azido-coumarine utilisée au
laboratoire lorsque nous avons besoin d’un composé fluorogénique. Elle fluoresce de couleur bleue et
sa longueur d’onde d’émission est de 489 nm.'** Cependant, I'amine non contrainte en position 7
favorise I'état TICT et limite la fluorescence de ce composé. Ainsi, nous souhaitons créer un nouveau
composé fluorogénique avec une plus grande fluorescence, en contraignant I'azote dans un cycle de

petite taille, ou, en ajoutant un groupement électroattracteur, en I'occurrence une sulfone. De plus,
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I'ajout d’une fonction ester sur ce nouveau fluorophore permettrait de le conjuguer facilement a

différentes biomolécules. Ainsi, les composés 189 et 199 ont été concus (Figure 59) et leur synthése a

(@]
O/
IS oCC e
P
N O (@] (@) (@] O (6]
/ g
183 O 189 199
Aem ~ 489 nmM

Wang et al.

été explorée.

O

Figure 59 : Azido-coumarine 183 décrite par Wang et al.’** et azido-coumarines 189 et 199 congues pour avoir
une plus grande fluorescence que I'azido-coumarine 183 et pouvoir étre conjuguées a des biomolécules

La synthese de la coumarine 189 a d’abord été tentée avec la voie de synthése décrite sur le
Schéma 26. L'acide carboxylique 184 est tout d’abord estérifié par le méthanol en présence de chlorure
de triméthylsilyle pour former l'ester méthylique 185 qui posséde un cycle azétidine, avec un
rendement de 80 %. Ensuite, le composé 186 est formé par substitution nucléophile aromatique du
composé 185 avec le 4-fluoro-2-hydroxybenzaldéhyde avec un rendement de 41 %. Plusieurs
conditions de réaction ont été expérimentées a cette étape, sans pour autant réussir a obtenir un
rendement supérieur a 41 % : plusieurs solvants ont été testés (DMSO, dioxane, DMF, pyridine), la
DIPEA a été remplacée par du K,COs et des conditions de réaction au micro-ondes pendant une durée
allant de 20 minutes a 1 h 30 ont été testées. Le meilleur rendement a été obtenu dans le DMSO, avec

de la DIPEA, a 100 °C et pendant 2 h, sans micro-ondes.

L'étape suivante consiste en la formation de l'azido-coumarine par la condensation de
Knoevenagel entre I’hydroxybenzaldéhyde 186 et le nitroacétate d’éthyle. Wang et al. ont décrit cette
réaction pour la formation de la coumarine 183 en milieu acido-basique, avec de la pipéridine et de
I'acide acétique. Cependant, lorsque ce protocole est appliqué avec I’hydroxybenzaldéhyde 186, la
coumarine n’est pas obtenue et l'ester présent sur ce composé est saponifié. La L-proline a finalement
été utilisée a la place de la pipéridine et de I'acide acétique et, aprés recristallisation, un rendement de
86 % a pu étre obtenu. La position 4 de la coumarine est un accepteur de Michael et le caractere trés
électroattracteur du groupement nitro en position 3 renforce I'électrophilie de cette position 4. Ainsi,
sur ce type de coumarine, les colonnes de purification sur silice sont évitées au maximum car la silice,

par son caractere nucléophile, dégrade la coumarine.

Ensuite, la réduction du groupement nitro en amine est effectuée. D’abord tentée en suivant

le protocole de Wang et al. avec SnCl,,*** des rendements faibles ont été obtenus car la majeure partie

132



Chapitre V : Conception et synthése de fluorophores

du produit était saponifiée lors du traitement basique. Finalement, cette réduction a été effectuée par

hydrogénation catalytique et le composé 188 a été obtenu avec un rendement de 95 %.

Enfin, la derniére étape est la formation de l'azoture pour obtenir le composé 189. Les

134 ont de nouveau été testées et ont formé un produit

conditions de réactions décrites par Wang et al.
de masse différente a celle souhaitée et qui n’a pas pu étre identifié. Il est probable que la fragilité de

I'ester ou la présence de l'accepteur de Michael soient la cause de I'impossibilité d’obtenir ce produit.
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Schéma 26 : Voie de synthese 1 pour la synthése de I'azido-coumarine 189

Devant les difficultés rencontrées lors de cette voie de synthese, elle a été abandonnée et une
seconde voie de synthése a été testée et est décrite sur le Schéma 27. Lobjectif est, cette fois, d’ajouter
I'ester, qui peut étre fragile, a la derniére étape. La coumarine 121, dont la synthese est déja décrite
sur le Schéma 12, est utilisée et mise en réaction avec de lI'anhydride triflique pour former le triflate de
la coumarine 190 avec un rendement de 82 %. Ensuite, un couplage de Buchwald-Hartwig a été tenté
entre le composé 190 et le composé 185. Ce couplage est décrit par Zhao et al. avec une coumarine
qui ne posséde pas l'azoture en position 3 et qui posséde un méthyl en position 4."* Le protocole a été
reproduit en remplagant XPhos par JohnPhos, un ligand phosphine similaire disponible au laboratoire.
Ce couplage n’a pas fonctionné avec la coumarine 190 et le composé 189 n’a pas été obtenu. Il semble
que les conditions de couplages utilisées soient favorables a I'élimination du proton de I'azétidine situé

en a de 'ester.
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Schéma 27 : Voie de synthése 2 pour la synthése de I'azido-coumarine 189

Deux probléemes majeurs se posent pour la synthése de la coumarine 189 : I'ester est fragile,
probablement di a I'azétidine, cycle tendu, auquel il est accroché. De plus, 'accepteur de Michael en
position 4 est également une source d’instabilité de cette coumarine. Pour résoudre ce probleme, la
coumarine 199 a été congue. Elle posséde les mémes propriétés que la coumarine 189 : la sulfone
remplace l'azétidine et permet une augmentation de la fluorescence, et l'ester est, cette fois, en
position 4, ce qui élimine le probleme de I'accepteur de Michael. La synthése de cette coumarine est

présentée sur le Schéma 28.

Tout d’abord, la coumarine 193 est synthétisée par la réaction de Pechmann a partir d’acide citrique
191 et de résorcinol 192" et a été obtenue avec un rendement de 70 %. Ensuite 'estérification de
I'acide carboxylique est effectuée avec du chlorure de thionyle et du méthanol*>® pour former la
coumarine 194 avec un rendement de 87 %. L'étape suivante consiste en la bromation de la coumarine
en position 3, dans le but, ensuite, de former l'azoture. Cette bromation a d’abord été tentée
directement sur le composé 194 avec diverses méthodes (NBS, Br,, tribromure de pyridinium), mais le
composé monobromé 195 n’a pas pu étre isolé en quantité suffisante. La régiosélectivité de la
bromation en position 3 n’était pas suffisante et les positions 6 et 8 se retrouvaient également bromées.
Pour résoudre ce probleme, le phénol a été protégé par un groupement protecteur encombrant, le
triisopropylsilyle (TIPS), pour former le composé 196 avec un rendement de 90 %. Cette fois, la
bromation a pu avoir lieu uniquement en position 3 et le composé 197 a été obtenu avec un rendement
de 70 %. Cependant, la substitution du brome par I'azoture pour former le composé 198 n’a ensuite

jamais pu étre réussie.
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Schéma 28 : Voie de synthése pour la synthése de I'azido-coumarine 199

Devant ces problémes rencontrés pour la synthése des coumarines 189 et 199, I'objectif
d’augmenter la fluorescence en empéchant I'état TICT par ajout de I'azétidine ou d’une sulfone a été
abandonné. La coumarine 202 a donc été synthétisée, avec un ester activé par le groupement NHS.
Cette coumarine a ensuite été conjuguée a l'acide aminé 153 pour former la coumarine-DA 204

(Schéma 29).

Premiérement, la coumarine 200 est synthétisée selon la procédure décrite par Wong et al.*>*
L'acide carboxylique est ensuite déprotégé avec du triflate de triméthylsilyle en présence de lutidine
pour former le composé 201 sous forme de sel de lutidine. Le composé 201 est obtenu en mélange
avec de la lutidine, encore présente en excés aprés purification sur colonne. L'acide carboxylique est
directement activé par un groupement NHS pour former la coumarine activée 202 et un rendement de

65 % est obtenu pour la combinaison de ces deux étapes.

Cette coumarine est ensuite couplée a I'acide aminé 153, dont I'amine est protégée par un
groupement Fmoc. Le groupement Fmoc est choisi a la place du groupement Boc car la coumarine
posséde une amine tertiaire. Ainsi, la déprotection en milieu acide pour retirer le Boc protonerait cette

amine tertiaire. Le couplage de la coumarine a I'acide aminé est effectué avec K,COs et un rendement
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de 96 % est obtenu. Contrairement aux réactions similaires précédentes (formation des composés 154

et 160) qui sont effectuées avec de la triéthylamine comme base, du K;COs est ici utilisé. En effet, la

triéthylamine a d’abord été utilisée pour effectuer la réaction sur la nuit, mais la coumarine a été

dégradée, probablement a cause de la nucléophilie de la triéthylamine.

Pour finir, la déprotection de I'amine a d’abord été tentée selon la procédure utilisée

précédemment pour éliminer le groupement Fmoc, avec la résine de pipéridine. Cependant, la

coumarine a été dégradée lors de cette réaction et le produit n’a pas été obtenu. Finalement, cette

déprotection a été effectuée avec 2 équivalents de pipéridine et le produit 204 a été obtenu avec un

rendement de 73 %. Cette coumarine-DA est actuellement en cours d’évaluation dans le but de

déterminer, en premier lieu, I'efficacité de ce dérivé de D-Ala comme outil de marquage.
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Schéma 29 : Synthése de I'azido-coumarine 202 et de I'azido-coumarine-DA 204
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Il. Nitrobenzosélénadiazole (NBD-Se)

La fluorescence émise par le motif nitrobenzoxadiazole (NBD) a été décrite pour la premiere
fois par Ghosh et al. en 1968.%°° En effet, ces chercheurs étudiaient au départ cet hétérocycle pour une
activité thérapeutique (anti-leucémique), mais ils ont découvert que les dérivés possédant une amine
en position 7 de I'hétérocycle étaient fortement fluorescents (Figure 60). Cela est d a l'effet
électrodonneur de I'amine, qui transfert ses électrons a la partie acceptrice, le groupement nitro. Les
premieres sondes fluorescentes développées par Ghosh et al. ont une longueur d’'onde d’émission
comprise entre 485 et 525 nm.*° Cette longueur d’onde d’émission dépend de I'amine substituée en
position 7 et du solvant considéré. Ces sondes fluorescentes sont donc principalement de couleur

verte.

A la suite de la publication de ces travaux, le motif NBD a été grandement utilisé pour la

156,157 158

conception de diverses sondes fluorescentes, avec une fluorescence allant du vert au jaune.

Cette sonde posséde plusieurs atouts, notamment une petite taille et une bonne perméabilité des

membranes.
+
NO, o NO, NO, NO,
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Ghosh et al. Jones et al. Vendrell et al.

Figure 60 : Différents nitrobenzodiazoles développés comme sondes fluorescentes

Récemment, des modifications ont été apportées a cet hétérocycle, dans le but de concevoir

de nouveaux fluorophores. Premiérement, Jones et al.***

ont substitué I'atome d’oxygene en position
2 du NBD par un atome de soufre pour former le composé 205 (Figure 60) ou par un atome de sélénium
(composé non représenté). Le but de ces travaux a été de concevoir un nouveau fluorophore, de petite
taille et capable de scintiller, dans le but de I'utiliser pour la microscopie par super-localisation comme
le STORM ou le PALM. Pour cette application, le composé soufré 205 s’est révélé plus prometteur que
les autres hétérocycles, avec I'oxygéne ou le sélénium a la place du soufre. Cependant, une diminution

de l'intensité de fluorescence, traduite par une diminution du rendement quantique d’un facteur 4, a

été observée pour ses nouvelles sondes.**
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Par ailleurs, Vendrell et al. ont également congu de nouvelles sondes fluorescentes dérivées du
NBD, dans le but d’élargir le spectre de fluorescence de ces fluorophores.*®® En effet, le NBD fluoresce
principalement dans le vert et est incompatible avec I'utilisation d’autres sondes qui fluorescent
également dans le vert, notamment les dérivés de GFP. Loxygéne en position 2 a donc été remplacé
par divers atomes ou groupes d’atomes : I'azote, le soufre, le sélénium ou encore par un groupement
diméthyle géminal. Ces nouvelles sondes fluorescentes ont des longueurs d’onde d’émission comprises
entre 460 et 650 nm et parcourent donc le spectre du visible, du bleu au rouge. En particulier, le
composé 206 (Figure 60), ou I'oxygéne, substitué par le sélénium, fluoresce de couleur orange avec une

longueur d’'onde d’émission de 606 nm.

Par la suite, I’'hétérocycle NBD-Se a été conjugué a un acide aminé pour former l'acide aminé
de configuration D 207 (Figure 61) décrit par Vendrell et al.*®* Il a ainsi été démontré dans ces travaux
que l'incorporation de ce composé 207 dans le PG de la bactérie E. coli permet son marquage et son

observation par microscopie a fluorescence.

Cependant, |'effet fluorogénique de ces sondes fluorescentes n’a été décrit qu’aprés, dans une
publication de 2023 de Vendrell et al.**? Cette publication décrit les acides aminés de configuration L
représentés sur la Figure 61B. Il a été démontré que les acides aminés pour lesquels I'atome X est un
sélénium ou un soufre présentent une émission de fluorescence fortement augmentée en milieu
apolaire (dioxane) par rapport a un milieu polaire (eau). De méme, un dérivé spécifique du composé
208, capable de s’insérer dans des liposomes composés de phosphatidylcholine (polaire) a été
synthétisé. Ainsi, avec ce composé, la fluorescence mesurée dans le PBS en absence de ces liposomes
(milieu aqueux « apolaire ») est 44 fois supérieure a la fluorescence mesurée en présence des

liposomes (milieu aqueux « polaire »).**?

A NO, B NO, NO,
N N N
=\ =\ =\
= lse S /X S lse
N N N
!NH Y NH
+ = o + o + o
H3N/\n/ HaN H3N/gf
(o] (0] (e}
207 X=8,SeouO 208

Xem ~ 590 nm Y=NHouS

Figure 61 : A — Structure de I'acide aminé NBD-Se-D-Ala 207 / B — Structure des acides aminés fluorogéniques, en
particulier NBD-Se L-Ala 208, présentant les meilleures propriétés optiques
Basé sur ces résultats, nous nous sommes intéressés au fluorophore NBD-Se évoqué ci-dessus

dans le but de synthétiser un composé fluorogénique incorporé sur le PG et un autre comportant un

azoture.

138



Chapitre V : Conception et synthése de fluorophores

Premierement, I'acide aminé 207 a été synthétisé (Figure 61). De la méme maniere que
Vendrell et al., I'objectif est d’incorporer ce composé sur le PG de S. pneumoniae, un milieu encombré,
restreint et moins polaire que le milieu extracellulaire. Ainsi, I'incorporation de ce composé devrait
permettre une augmentation de la fluorescence. Une application de ce concept serait de développer
une méthode simple et rapide de détection de bactéries par fluorescence, qui, profitant de I'effet

fluorogénique du composé, ne nécessite pas de lavage.

Par ailleurs, le composé 214 a également été synthétisé (Figure 62). Ainsi, I'objectif est de
contraindre ce composé a un milieu apolaire par réaction click, CUAAC ou SPAAC. Ainsi, une application
similaire a celle décrite au-dessus pour le composé 207 peut étre développée en utilisant un marquage
en deux étapes au lieu d’'un marquage direct : 'acide aminé DIBO-DA 137 est incorporé sur la bactérie,
suivi de la réaction click avec le composé 214, ce qui restreint ce composé a rester dans un milieu plus
hydrophobe et permet la fluorescence. Ce composé étant trés peu soluble en solvant aqueux, le

composé 215, soluble dans I'eau, a également été synthétisé.

NO, NO,
— \ /N\
- e - e
N
N
HN _~_N3 HN\%\O/ﬁt/ 3
214 215

Figure 62 : Nouveaux composés, dérivés de NBD-Se, synthétisés dans ce projet

Les deux premiéres étapes de synthéese des composés 207, 214 et 215 sont communes et sont
représentées sur le Schéma 30. D’abord, I’'hétérocycle est formé par action de dioxyde de sélénium sur
le 3-fluorobenzen-1,2-diamine 209 pour former le composé 210 avec un rendement de 85 %. Ensuite,

une nitration en conditions acides permet d’obtenir le composé 211 avec un rendement de 85 %.

NO,
NH SeOZ HNO3
2 EtOH =N, H,SO, =N
—_— 8. — . e
NH, 80°C,5h N 0 °C, 30 min N
F F
85 % 85%
209 210 211

Schéma 30 : Synthése de I'hétérocycle NBD-Se

La synthése du composé 207 est ensuite représentée sur le Schéma 31. Premierement, le

composé 211 est couplé a I'acide Na-Boc-D-2,3-diaminopropionique 133 pour former le composé 212
avec un rendement de 46 % et ce composé est ensuite mis en conditions acides pour déprotéger

I'amine et obtenir le composé 207 avec un rendement de 84 %.

139



Chapitre V : Conception et synthése de fluorophores

NH,
4 NO, NO,
~ OH
BocHN/\n/ =N_ =N
O = lse =~ ,Se
NO, 133 N N
DIPEA HCI 4M
NH NH
/N\S DMF 7 1,4-dioxane 7
s T ‘L OH T > A_OH
ta,1h BocHN/\n/ 0°C,2h 'CI*H3N/\n/
F o] o
46 % 84 %
211 212 207

Schéma 31 : Synthése du composé NBD-Se-DA 207

Pour finir, les composés 214 et 215 sont synthétisés selon la voie de synthése représentée sur
le Schéma 32. Tout d’abord, le composé 214 est formé en deux étapes : substitution nucléophile
aromatique du fluor par la 3-bromopropanamine pour former le composé 213 avec un rendement de
46 %, puis, substitution nucléophile du brome par I'azoture pour former le composé 214 avec un
rendement de 63 %. Le composé 215, quant a lui, est formé en utilisant le linker PEG 180, dont la
synthése est présentée antérieurement. Ainsi, 'amine de ce linker substitue le fluor du cycle

aromatique avec un rendement de 78 %.
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Schéma 32 : Synthése des composés fluorogéniques 214 et 215

Le marquage du PG de S. pneumoniae pour I'application de détection évoquée précédemment
avec les composés fluorogéniques 207 et 215 est actuellement en cours avec des collaborateurs du
DPM. Le marquage avec le composé 214 a, cependant, été abandonné, di a la faible solubilité de ce
composé dans l'eau. Un premier résultat encourageant a été obtenu avec le composé 207 par
cytométrie en flux : la fluorescence d’un échantillon contenant les bactéries qui ont poussé pendant
10 minutes avec le composé 207 est plus forte que la fluorescence obtenue avec I'échantillon de
contréle, ne contenant que le composé 207, sans bactérie. Ce résultat est cependant a confirmer par

des expériences ultérieures.
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Ill.  Eosine

L'éosine est une sonde fluorescente qui dérive de la fluorescéine (Figure 63, composé 216) par
I'ajout de bromes sur les cycles aromatiques. En particulier, I'éosine Y (Figure 63, composé 217) est la
plus utilisée, et est un dérivé tétrabromé de la fluorescéine. En plus d’étre de bons fluorophores, les
composés de la famille de la fluorescéine (éosine, érythrosine, rose Bengale) présentent des propriétés
photocatalytiques et sont beaucoup utilisés en synthése organique comme catalyseurs rédox activés

par la lumiére, 16316

CO,H

X X

HO E o) ‘ o)
X X

216 : X = H : Fluorescéine
217 : X =Br:EosinY

Figure 63 : Structure chimique de la fluorescéine (composé 216) et de I'éosine Y (composé 217)

Dans le domaine de la biologie, I'éosine peut étre utilisée comme photooxydant pour
permettre 'observation de phénomeénes biologiques par microscopie électronique. Les techniques de
fluorescence classiques, dont il a été question jusqu’a présent dans ce manuscrit, ne sont pas
applicables a la microscopie électronique. Afin de contourner cela, Maranto a développé une méthode
en 1982, qui consiste a utiliser une sonde fluorescente capable d’oxyder du 3,3-diaminobenzidine
(DAB) en un polymeére insoluble et visible en microscopie électronique aprés ajout d’un agent de
contraste tel qu’OsO.. Maranto a d’abord utilisé le jaune Lucifer, puis, Ellisman et al. ont rapporté, en
1994, I'utilisation de I'éosine pour I'observation de protéines par microscopie électronique.’®’ L'éosine
Y est capable de générer du Reactive Oxygen Species (ROS), et plus particulierement de I'oxygene

singulet 0, a partir d’oxygéne O,, permettant la polymérisation du DAB. Cette technique est depuis

utilisée pour I'imagerie par microscopie électronique de protéines.

Le développement de la chimie click et de la chimie bioorthogonale a récemment permis
d’ouvrir la microscopie électronique a I'imagerie de biomolécules non-protéiques comme les glycanes,

1.%% ont modifié des sondes fluorescentes

acides nucléiques ou lipides. En particulier, Tsien et a
spécifiques permettant de générer du ROS, en ajoutant un groupement fonctionnel bioorthogonal. Ces
sondes fluorescentes peuvent réagir par réaction click avec des dérivés de biomolécules incorporés
métaboliquement par les cellules ou bactéries considérées. Les sondes fluorescentes se retrouvent
alors liées de fagon covalente a la biomolécule considérée et I'ajout de DAB suivi de l'irradiation a la
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lumiere permet la génération de ROS qui polymérise le DAB. Divers fluorophores ont été testés a cette
occasion, dont I'éosine et la fluorescéine, mais aussi des dérivés de rhodamines, de cyanines, de
thiazines et de phthalocyanines.'®® Parmi ces fluorophores, I'éosine a permis d’obtenir les meilleures
images pour le marquage d’ADN en cours de réplication de cellules Hela, effectué grace a la réaction
CuAAC entre un dérivé de thymidine, modifié avec un alcyne et incorporé dans I'ADN, et I'éosine,
modifiée avec un azoture. Ainsi, cette étude a permis, entre autres, le marquage de phospholipides
membranaires de cellules Hela par métabolisation de I'AzCho 77, ainsi que le marquage du PG de

L. monocytogenes par incorporation d’AlkDA 58.

Ainsi, nous souhaitons nous inspirer de ces travaux afin d’observer les AT de S. pneumoniae en
microscopie électronique dans le but d’élargir les techniques de microscopie avec lesquelles nous
sommes capables d’observer les AT. Le protocole concu pour observer ces AT en microscopie
électronique est décrit dans la Figure 64. Dans un premier temps, nous souhaitons observer la totalité
des AT par un marquage long, sur plusieurs cycles de division cellulaire. Aprés métabolisation de la
choline modifiée 76 tout le long des AT, un fluorophore Ns-éosine est ajouté pour réagir par réaction
CuAAC avec l'alcyne métabolisé par les AT. Puis, le DAB est ajouté et une irradiation a 510 nm permet
de générer 'oxygéne singulet 10, et de faire polymériser le DAB. Aprés traitement a I'OsOs, les bactéries

peuvent étre analysées en microscopie électronique pour observer les AT.

NH,

O NH»
\/ \/\ Eosme

H
AIkCho
7 H,oN DAB
Cu(l
O nm

0sOy DAB DAB
Microscopie électronique ————

AT Polymerlsatlon DAB AT
Figure 64 : Protocole utilisé pour marquer les AT et les observer en microscopie électronique

Le fluorophore utilisé par Tsien et al. est composé de I'éosine a laquelle I'azoture est lié par une
chaine alkyle de trois carbones.'® Le fluorophore 219 que nous avons synthétisé est différent car nous

avons souhaité augmenter la solubilité dans I'eau de I'’éosine par I'ajout du groupement PEG.

Ainsi, la synthése de ce fluorophore a été effectuée en une seule étape de synthése décrite sur

le Schéma 33 a partir de I'éosine 218, commerciale. La réaction s’effectue entre le groupement
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isothiocyanate du composé 218 et 'amine du composé PEG 180 pour former le composé 219 avec un

rendement de 73 %.

218

o\,}\
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N3\,{/\O/1\/NH2 AN s
4
180 O oH

0]
DMSO, - Br. SN Br
486
HO (@) (6]
73 % Br Br

219

Schéma 33 : Synthése de I'éosine-N3 219

Le protocole décrit en Figure 64 et qui a pour but d’observer les AT en microscopie électronique

a l'aide du fluorophore 219 est actuellement en cours de mise au point chez nos collaborateurs de I'IBS.
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Les différents projets développés pendant cette theése ont eu pour objectif commun le
développement et la synthése de nouveaux composés métabolisés par le PG ou les AT de la bactérie
S. pneumoniae. Ces nouveaux composés ont pris la forme de dérivés de choline, métabolisés par les AT
et de dérivés de D-Ala ou de D-Ala-D-Ala, métabolisés par le PG. Les modifications apportées a ces
dérivés ont eu pour but principal d’ajouter sur ces dérivés une fonction chimique réactive dans le milieu

vivant, par réaction bioorthogonale SPAAC ou IEDDA.

Tout d’abord, la métabolisation de choline par les AT de S. pneumoniae constitue, a ce jour, en
2023, la seule méthode qui existe pour marquer, de fagon fluorescente, les AT de bactéries. De plus, la
présence de choline sur les AT est spécifique de la bactérie S. pneumoniae. La métabolisation de dérivés
de cholines par les AT permet donc un marquage spécifique de la bactérie S. pneumoniae. La tolérance
des AT pour métaboliser des dérivés de cholines a été explorée et, pour cela, une librairie de 11
cholines, aux propriétés différentes et notamment, a I'encombrement stérique plus ou moins
important, ont été synthétisées. Des tests de marquage des AT avec ces nouvelles cholines ont été
effectués, en deux étapes, par la métabolisation des dérivés suivi de la réaction click avec un
fluorophore. Ces tests ont montré que seules les cholines représentées sur la Figure 65 permettaient
d’obtenir un marquage fluorescent des AT. Parmi ces cholines, seules les azido-cholines 77, 101 et 105
sont capables de remplacer efficacement a long terme la choline naturelle, permettant la croissance

des bactéries.

- N
\/ Br \ /Br | ! Br\ /\)N\ g
77 101 105 107 115

Figure 65 : Dérivés de cholines, métabolisées par les AT de S. pneumoniae.

Ensuite, de nouveaux dérivés, incorporés sur le PG de S. pneumoniae ont été développés. Ces
nouveaux dérivés possédent soit une cyclooctyne (DIBO, DBCO ou BCN) pour réagir par réaction SPAAC,
soit une tétrazine ou un TCO, pour réagir par réaction IEDDA. L'incorporation sur le PG de ces dérivés a
été prouvée par marquage fluorescent. Le marquage est d’une intensité plus faible pour le BCN-DA, et
deux raisons ont été identifiées. Premierement, la vitesse de la réaction click avec I'azoture d’un
fluorophore, est plus lente avec le BCN-DA qu’avec le DIBO-DA et le DBCO-DA. Ensuite, I'enzyme PBP3
qui a pour role d’éliminer le dernier acide aminé du peptide du PG, élimine de facon plus importante
I'acide aminé BCN-DA, conjugué avec le fluorophore Az-AF647, que les acides aminés DIBO-DA et
DBCO-DA, conjugués avec ce méme fluorophore. Les dérivés de D-Ala 137, 151, 158 et 161 (Figure 66)
apparaissent comme les plus prometteurs pour développer des applications impliquant le marquage

du PG ou pour des applications a visées thérapeutiques.
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Figure 66 : Dérivés de D-Ala incorporés sur le PG de S. pneumoniae développés pendant ce projet de thése

Une perspective pour améliorer ces marquages est d'utiliser des dérivés de D-Ala-D-Ala,
métabolisés par le PG par un processus différent des dérivés de D-Ala. Cela permet d’avoir une plus
grande proportion de dérivés métabolisés par le PG de fagon plus persistante, car non éliminés par
PBP3. Dans cet objectif, les dipeptides DIBO-DADA 169 et tétrazine-DADA 170 ont été synthétisés et

sont actuellement en cours d’évaluation chez nos partenaires biologistes.

Deux applications principales ont été développées avec ces nouveaux dérivés de cholines et de
D-Ala. Premierement, nous avons souhaité faire réticuler le PG et les AT, qui, d’aprés des images de
microscopie obtenues antérieurement a ce projet de thése, sont synthétisés de facon simultanée et au
méme endroit, au septum des bactéries. Cette réticulation a pu étre mise en évidence avec les
composés AzCho 77 et DIBO-DA 137. Cependant, le but premier de cette réticulation était d'observer
un effet sur les bactéries, idéalement, un effet bactériostatique ou bactéricide. Or, dans les conditions
de nos expériences, la croissance et la morphologie des bactéries n‘a pas été perturbée. Nous
supposons que la proportion de réticulation est trop faible pour perturber les bactéries. Les
perspectives pour remédier a ce probleme sont |'utilisation de dipeptides D-Ala-D-Ala, qui, comme
évoqué plus haut, permettraient d’installer la fonction chimique réactive en plus grande proportion sur
le PG, ainsi que l'utilisation d’un linker qui relierait les dérivés de D-Ala et de choline qui seraient trop

éloignés pour réticuler directement.

Ensuite, les dérivés de D-Ala et de cholines synthétisés sont utilisés dans le but de marquer le
PG et les AT et d’utiliser la méthode de microscopie a haute résolution dSTORM pour les observer.
Lobjectif est de comparer, de fagon précise, les sites de biosynthése du PG et des AT ainsi que
I’évolution du PG et des AT tout au long du cycle cellulaire. Des résultats de marquage préliminaires ont
été obtenus dans des conditions qui n’étaient pas idéales puisque des réactions parasites pouvaient se
produire. Une perspective d’amélioration est notamment d’effectuer ces marquages en mettant en

ceuvre deux réactions bioorthogonales différentes pour éviter ces réactions parasites.
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En paralléle du développement de ces dérivés de choline, de D-Ala et de D-Ala-D-Ala, différents
fluorophores ont été congus et synthétisés (Figure 66). Premierement, la synthése de fluorophores de
type coumarines a été explorée et la coumarine-DA fluorogénique 204 a été synthétisée. Grace a cette
coumarine, un marquage fluorogénique du PG pourrait étre possible. Ensuite, il a été démontré
récemment que I’'hétérocycle NBD-Se est fluorogénique : suivant la polarité du milieu dans lequel il se
trouve, l'intensité de sa fluorescence est différente. Ainsi, les composés 207 et 215 ont été synthétisés
dans le but de marquer le PG, soit de facon directe, avec le composé 207, soit de fagon indirecte, avec
le composé 215. Le PG étant un milieu moins polaire que le milieu aqueux, la présence du NBD-Se dans
le PG devrait permettre d’observer une fluorescence. Le but de ce projet est de concevoir une méthode
de détection de bactéries, ne nécessitant pas de lavage. Enfin, la microscopie électronique n’est pas
compatible avec l'utilisation de fluorophores classiques. Une possibilité pour observer un milieu
biologique spécifique par microscopie électronique est la polymérisation de DAB, rendue possible par
la génération de ROS, notamment d’'0,. Le fluorophore éosine a la particularité d’&tre capable de
générer du ROS. Ainsi, I'éosine 219 a été synthétisée dans le but de réagir par réaction click CUAAC avec
I'AlkCho 76 et d’observer les AT par microscopie électronique. Tous ces fluorophores sont actuellement

en cours d’évaluation par nos partenaires.
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Figure 67 : Fluorophores synthétisés pendant ce projet de thése
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/. Material and methods

Chemicals and solvents used for reactions were purchased from ABCR, Acros Chemicals, Alpha
Aesar, BLD-Pharm, Fluorochem, Merck and Sigma-Aldrich and were used without any other

purification.

The reactions were controlled by thin-layer chromatography (TLC) on Macherey-Nagel silica
gel 60. UV at 254 nm was used for detection and, when needed, TLC plates were stained using
Hanessian’s stain ((NH4)sM07024 4-H,0 (25 g), Ce(S0a4); (5 g) and of H,SO4 (50 mL) in H,O (450 mL)),
ninhydrin (ninhydrin (600 mg)), AcOH (2 mL) and EtOH (300 mL)) or KMnO4(KmNQO, (1.5 g), K,CO3 (10 g)
and NaOH 10 % (1.25 mL) in H,O (200 mL)). Flash column chromatographies (FCC) were performed

using Macherey-Nagel silica gel 60 M.

HPLC analyses were performed on an Agilent 1100 Series equipped with a column Macherey-
Nagel EC 250/ 4.6 Nucleodur C18 Isis (5 um, 250 x 4.6 mm). The retention time (tg) is expressed in

minutes with a flow rate of 1 mL/min.

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded either on a Briker Avance lll
(400 MHz for *H, 100 MHz for *3C), on a Briiker Avance Neo (400 MHz for *H, 100 MHz for 13C) oron a
Briiker Avance Ill (500 MHz for *H, 126 MHz for 13C). Deuterated solvents (CDCls, MeOD, DMSO-ds, D,0,
(CD3)2CO and DMF-d7) were purchased from Deutero GmbH (Kastellaun, Germany). Chemical shifts (8)
are expressed in ppm (parts per million) with the following references: CDCl; with tetramethyl silane
as internal standard (0.00 ppm for H and 77.23 for 3C), MeOD (3.30 ppm for *H and 49.15 ppm for
13C), DMSO-ds(2.50 ppm for *H and 39.52 ppm for 13C), D,0 (4.79 ppm for *H), (CD3),CO (2.05 ppm for
'H and 29.84 ppm for 3C) and DMF-d; (2.75 ppm and 2.92 ppm for *H and 29.76 ppm and 34.89 ppm
for 3C). Peaks were assigned as much as possible with the use, when needed, of COSY experiments (*H
assignments) and HSQC and/or HMBC experiments (*C assignments). The following abbreviations
were used: s (singlet), br s (broad singlet), d (doublet), dd (doublet of doublets), ddd (doublet of
doublets of doublets), dt (doublet of triplets), t (triplet), td (triplet of doublets), tt (triplet of triplets), q
(quartet), m (multiplet). When two signals are observed for protons on the same carbon atom close to
a stereocenter, they are differenciated with the letters a and b. In presence of rotamers or
diastereoisomers, when two signals are observed for the same proton or carbon, the second signal is

labeled with a *.

Low resolution mass spectrometry (LRMS) and high resolution mass spectrometry (HRMS)

spectra were recorded by the Institut de Chimie Moléculaire de Grenoble (ICMG). HRMS spectra were
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recorded on a LTQ Orbitrap XL Thermo Scientific with ElectroSpray lonization (ESI). LRMS spectra were
recorded on a Bruker amaZon speed with ElectroSpray lonization. Gas chromatography — Mass

spectrometry (GC-MS) spectra were recorded on an Agilent 5977-7890B with Electron Impact (El).

Optical rotations were recorded on a Perkin Elmer Polarimeter 341 (wavelength 589 nm) on a
sodium lamp using a cuvette with a path length of 10 mm. Specific optical rotations are expressed in

deg-mL-gt-dm™ and reported without unit. The associated concentration is given in g/(100 mL).
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/1. General procedures

General procedure A

Br Amberlyst A-21/Cul Br
. CH3CN +
Ho\/\N\ . N3—R - HO\/\N/Y\N—R
/ \ rt / \ N:N'
76

Propargyl-choline 76 (1 equiv.) and the azide (1.1 equiv.) were diluted in dry CH3CN and the
polymer supported Amberlyst-A21/Cul*®® catalyst was added in one portion. After stirring overnight,
the black solution was filtered to remove the catalyst and CH3CN was evaporated under reduced

pressure. Purification by FCC (10-20 % MeOH/ CH,Cl, (v/v)) afforded the desired choline.

General procedure B
R

DIPEA

o
NO M
(a2 Q ? DMF (4 NH
+ R A ="
0”0

BocHN > " - aocrn "
o o)

n=1or4

\

To a solution of the carbonate (1 equiv.) in DMF (5 mL) was added DIPEA (10 equiv.) and Boc-
D-2,3-diaminopropionic acid or Boc-D-lysine (1.1 equiv.) at room temperature. Upon completion of the
reaction, DMF was removed under vacuum and an aqueous solution of H3PO4 (5 % HsPO4 in water) was
added. The resulting mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers were dried
over MgSQy,, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by FCC

(AcOH/ MeOH/ CH,Cly) to afford the desired protected amino acid.

General procedure C

R R
OYO OYO
NH HClI4 M NH
(:a'n Dioxane (:’)'n
~ H > ~._-OH
BocHN/\n/O 0°C CIHNTY
(0] (0]
n=1or4

The protected amino acid was dissolved in HCl (4 M solution in dioxane) and left under stirring
during 1 or 2 h at 0 °C. The solvent was evaporated under vacuum and allowed to dry under high
vacuum (oil pump). The resulting mixture was triturated in diethyl ether overnight. Then, the product
was filtered and dried under vacuum to obtain the desired deprotected amino acid.
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General procedure D

R
0.0
~NHz o) EtsN T\I’H
= oH  + R“OJ\O’RZ DMF _ z
FmocHN/\n/ > . _OH
o rt FmocHN/\n/
R;=BCN, TCO ]

R, = p-nitrophenyl, NHS

Fmoc-D-2,3-diaminopropionic acid (1.3 equiv.) was dissolved in anhydrous DMF. Under argon,
the carbonate compound (1 equiv.) and EtsN (3 equiv.) were added at room temperature. The yellow
solution was stirred during 1.5 h. DMF was then evaporated and the crude product was dissolved in
EtOAc before adding 50 % brine and a few drops of AcOH. The resulting mixture was extracted with
EtOAc and the combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by FCC (AcOH/ MeOH/ CH,Cl,) to afford the desired

protected amino acid.

General procedure E

R

} 0,0
00 o Y
Y 1-2 mmol/g piperazine resin, NH

NH CH,Cly, z

7
z » ~ OH
OH HoN
FmocHN/\n/ rt 2 /\g/
(0]

The Fmoc protected amino acid and 1-2 mmol/g piperazine resin were placed in a flask with
anhydrous CH,Cl,. The yellow solution was stirred during 6 h. The precipitate was then filtered and
washed with 10 mL of CH,Cl, The product was eluted with 30 mL 2:1 CHCls/ MeOH and concentrated
under reduced pressure. The solid was then triturated in Et,O overnight. Then, it was filtered and dried

under vacuum to obtain the desired deprotected amino acid.

General procedure F

S 4
A A on
Oo” N
° HCI 4N 0 / H/\g/ o R
H | _ Dioxane -gjrH.N si— >L 7y o /
o__N Si” —— '8 ~ > - i~
7|/ \n/ ])LO/\/ I\ - (6] AN HATU. DIPEA O)LN/\H/N])LO/\/SI\
' H
o) CH,Cl, o}
rt
164

The protected D-Ala 164 (1.4 equiv.) was diluted in HCI (4 M solution in dioxane) and left under
stirring during 2 h at room temperature. The solvent was removed under vacuum and the crude was

allowed to dry under high vacuum (oil pump) for 5 h and the deprotected product was used as such for
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the next step. This compound and the Boc-protected D-Ala derivative (1 equiv.) were dissolved in
CH,Cl,. HATU (1.1 equiv.) and DIPEA (2.2 equiv.) were successively added and the mixture was stirred
during 16 h at room temperature. The solvent was then removed, and EtOAc was added. It was then
washed with an aqueous solution of 10 % citric acid followed by 5 % NaHCOs. The combined organic
layers were dried over MgSO, and evaporated. The crude product was purified by FCC

(Acetone/ Cyclohexane or EtOAc/ Cyclohexane) to afford the desired dipeptide.

General procedure G

NO2 DIPEA NO2
=N —~ DMF _N
_sSe + HNTR ———> _ se
N rt N
F HN R

The corresponding amine (1.2 equiv.) and DIPEA (1.2 equiv.) were added dropwise to a solution
of 210 (1 equiv.) in DMF. Then, the red mixture was stirred at room temperature for 15 min, diluted
with EtOAc and poured in saturated NH4Cl. The aqueous layer was extracted with EtOAc, the combined
organic layers were washed with water, dried over MgSO, and evaporated under reduced pressure. The

crude product was purified by FCC (MeOH/ CHxCl,) to afford the desired NBD-Se compound.

156



Chapitre VI : Partie expérimentale

Ill.  Synthesis of cholines

4-Bromo-N-(2-hydroxyethyl)-N,N-dimethylbutan-1-aminium bromide

7
2 \N/ 4 6
HO/\/+\/\5/\Br

Br

Chemical Formula: CgHgBroNO
Molecular Weight: 305,05

100

2-(Dimethylamino)ethan-1-ol (1.0 g, 11.2 mmol, 1 equiv.) and 1.4-dibromobutane (16.96 g,
78.5 mmol, 7 equiv.) were diluted in 10 mL of THF. The reaction mixture was stirred at room
temperature during 21 h. Then, the white precipitate was filtered, washed with THF and dried under

vacuum to afford the choline 100 as a white solid (2.93 g, 86 %).
Rf=0.10 (CH,Cl, 20 %/ Cyclohexane 80 %)

H NMR (400 MHz, CD;0D) & (ppm) 1.87-2.00 (m, 4H, H4-H5), 3.19 (s, 6H, H7), 3.45-3.58 (m, 6H, H1-
H3-H6), 4.00 (m, 2H, H2); 13C NMR (100 MHz, CDs0D) & (ppm) 22.7 (CH,, C5), 30.7 (t, J = 1.7 Hz, CH,,
C4), 33.2 (CHa, C6), 52.5 (t, J = 3.9 Hz, 2xCHs, 2xC7), 57.0 (CH,, C2), 65.8 (t, J = 2.9 Hz, CH,, C3), 66.7 (¢,
J=2.9 Hz, CH,, C1)

HRMS (ESI): m/z calc. for CsH1oONBr [M-Br]* 224.0645, found 224.0646

NB: The triplets observed in the 3C spectra of the cholines 100, 101, 117 and 118 are due to coupling
between the 3C and the N nuclei. It is observed in symmetrical molecules like cholines'”® for which
the quadrupolar coupling constant is smaller than in non-symmetrical ammoniums. Then, the
relaxation is slower and each of the three Zeeman states is apparent, constituting a triplet on the

spectrum.

4-Azido-N-(2-hydroxyethyl)-N,N-dimethylbutan-1-aminium bromide

7
2 \/ 4 &

Chemical Formula: CgHgBrN,O
HO/\/’:'I\/\/\N3 ) .8 19BNy
1 B_S 5 Molecular Weight: 267,17
r

101

The brominated choline 100 (500 mg, 1.64 mmol, 1 equiv.) was dissolved in a mixture of
acetone (7.5 mL)/ H,O (2.5 mL). Sodium azide (1.066 g, 16.4 mmol, 10 equiv.) was added in several

portions and allowed to react at 30 °C during 30 h. Water and acetone were evaporated under reduced
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pressure and the product was extracted with CH,Cl,/ EtOH (10:1). After evaporation and drying under

vacuum, the pure choline 101 was obtained as a colourless oil (233 mg, 53 %).
Rf=0.14 (CH,Cl, 20 %/ Cyclohexane 80 %)

H NMR (400 MHz, CDs0D) & (ppm) 1.64 (m, 2H, H5), 1.89 (m, 2H, H4), 3.19 (s, 6H, H7), 3.40-3.55 (m,
6H, H1-H3-H6), 4.00 (m, 2H, H2); 3C NMR (100 MHz, CDs0D) & (ppm) 21.2 (CHa, C5), 26.9 (t, J = 1.7 Hz,
CHa, C4), 51.8 (CH2, C6), 52.4 (t, J = 3.9 Hz, 2xCHs, 2xC7), 57.0 (CH2, C2), 66.2 (t, J = 2.8 Hz, CH,, C3),
66.7 (t, J = 2.9 Hz, CH,, C1)

HRMS (ESI): m/z calc. for CsH190ON4 [M-Br]* 187.1553, found 187.1551

1-Azido-2-bromoethane

Br\/Z\ Chemical Formula: C,H,BrN3
T Ns Molecular Weight: 149,98

104

1,2-Dibromoethane (2.64 mL, 30.72 mmol, 2 equiv.) was diluted in 8 mL of DMF. Sodium azide
(1.0 g, 15.36 mmol, 1 equiv.) was added in several portions and the reaction mixture was heated at
80 °C during 18 h. Then, the reaction mixture was poured into brine and the product was extracted
twice with EtOAc. The combined organic layers were dried over MgSO,4 and carefully concentrated
under reduced pressure to afford 5.92 g of crude product containing a mixture of the compound 104,

1,2-diazidoethane and 1,2-dibromoethane. It was used afterwards without any further purification.

2-((2-Azidoethyl)(methyl)amino)ethan-1-ol

5

2 | 4

Ho/\/N\/\N Chemical Formula: CsH,N40O
1 3 ¢

Molecular Weight: 144,18

105

The crude product containing the compound 104 (1.48 g) was diluted in 8 mL of DMF and N-
methylethanolamine (1.58 mL, 19.75 mmol) and NaHCO; (1.66 g, 19.75 mmol) were added. The
reaction mixture was stirred at 75 °C during 4 h. EtOAc and H,O were added to the reaction mixture
which was washed with saturated NaHCO; and the product was extracted twice with EtOAc. The
combined organic layers were washed with brine and the product was extracted twice with EtOAc. The
combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure.
Purification by FCC (10-20 % MeOH/ CH,Cl, (v/v)) afforded 105 as a yellow oil (144 mg, 25 % over two

steps).
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Rr=0.26 (MeOH 10 %/ CH.Cl, 90 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 2.27 (s, 3H, H5), 2.54 (t, J = 5.3 Hz, 2H, H1), 2.62 (t, J = 6.0 Hz, 2H,
H3), 3.30 (t, J = 6.0 Hz, 2H, H4), 3.55 (t, J = 5.3 Hz, 2H, H2); 3C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 41.8
(CHs, C5), 49.1 (CHa, C4), 56.8 (CH,, C3), 58.8 (CHa,, C2), 59.3 (CH,, C1)

HRMS (ESI): m/z calc. for CsH130N4 [M+H]* 145.1084, found 145.1077

1-Azido-4-bromobutane

2 4
B Chemical Formula: C4HgBrN
r\/\/\Ng : ) 418 3
1 3 Molecular Weight: 178,03

106

1,4-Dibromobutane (459 pL, 3.85 mmol, 2 equiv.) was diluted in 1 mL of DMF. Sodium azide
(125 mg, 1.92 mmol, 1 equiv.) was added in several portions and the reaction mixture was heated at
80 °C during 18 h. Then, the reaction mixture was poured into brine and the product was extracted
twice with EtOAc. The combined organic layers were dried over MgSO. and carefully concentrated
under reduced pressure to afford 548 mg of crude product containing a mixture of the compound 106,

1,4-diazidobutane and 1,4-dibromobutane. It was used afterwards without any further purification.

2-((4-Azidobutyl)(methyl)amino)ethan-1-ol

7

2 |4 6 Chemical Formula: C;H.sN,O
N = v7il16!N4
HO/\( \3/\5/\N3 Molecular Weight: 172,23

107

The crude product containing 1-azido-4-bromobutane (548 mg) was diluted in 4 mL of DMF
and N-methylethanolamine (493 pL, 6.16 mmol) and NaHCO; (518 mg, 6.16 mmol) were added. The
reaction mixture was stirred at 75 °C during 4 h. EtOAc and H,O were added to the reaction mixture
which was washed with saturated NaHCO; and the product extracted twice with EtOAc. The combined
organic layers were washed with brine and the product was extracted twice with EtOAc. The combined
organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. Purification

by FCC (10-20 % MeOH/ CHCl; (v/v)) afforded 107 as a yellow oil (92 mg, 28 % over two steps).
R¢=0.30 (MeOH 10 %/ CH,Cl, 90 %)
14 NMR (400 MHz, €DCl3) & (ppm) 1.58-1.65 (m, 4H, H4-H5), 2.31 (s, 3H, H7), 2.51 (t, J = 6.6 Hz, 2H,

H3),2.60 (t,J=5.3 Hz, 2H, H1), 3.31 (t, J = 6.0 Hz, 2H, H6), 3.63 (t, /= 5.3 Hz, 2H, H2); *C NMR (100 MHz,
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CDCls) 6 (ppm) 24.4 (CH,, C4), 26.8 (CH,, C5), 41.7 (CHs, C7), 51.5 (CHy, C6) , 57.3 (CHz, C3), 58.3 (CH,
C2),59.1 (CH., C1)

HRMS (ESI): m/z calc. for C;H170N4 [M+H]* 173.1397, found 173.1395

2,2'-((2-Azidoethyl)azanediyl)bis(ethan-1-ol)

OH

! 2 4 Chemical Formula: CgH14N40,

2
HO/\/N\/\N3 Molecular Weight: 174,20
1 3

108

The crude product containing the compound 104 (1.48 g) was diluted in 15 mL of THF and
diethanolamine (4.15 g, 39.5 mmol) was added. The reaction mixture was heated at 50 °C during 18 h.
After cooling to room temperature, the supernatant was collected and the remaining viscous layer
(diethanolamine) was rinsed with CH,Cl,. The solvents from the supernatant were evaporated and

purification by FCC (5 % MeOH/ CH,Cl) afforded 108 as a light-yellow oil (259 mg, 39 % over two steps).
The spectroscopic data were in accordance with the literature.*’*
Rf=0.36 (MeOH 5 %/ CH,Cl, 95 %)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 2.74 (t, J = 5.3 Hz, 4H, H1), 2.80 (t, J = 5.9 Hz, 2H, H3), 3.43 (t,/=5.9
Hz, 2H, H4), 3.66 (t, J = 5.3 Hz, 4H, H2); 3C NMR (100 MHz, C€DCls) 6 (ppm) 50.0 (CH,, C4), 54.1 (CH,,
C3), 56.8 (2xCH,, 2xC1), 60.1 (2xCH,, 2xC2)

2-Azido-N,N-bis(2-hydroxyethyl)-N-methylethan-1-aminium bromide

OH
I 122
2 ., 4 Chemical Formula: C;H47IN4O5»
Ho/\1/N\3/\N3 Molecular Weight: 316,14
5

109

The compound 108 (50 mg, 0.287 mmol, 1 equiv.) and Mel (108 uL, 1.72 mmol, 6 equiv.) were
diluted in THF (1 mL) and the reaction mixture was stirred at room temperature over 3 days. Then, THF
was evaporated and purification by FCC (10-15 % MeOH/ CH,Cl, (v/v)) afforded 109 as a light-yellow oil
(58 mg, 64 %).

Rf=0.14 (CH,Cl, 20 %/ Cyclohexane 80 %)
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'H NMR (400 MHz, CD30D) & (ppm) 3.29 (s, 3H, H5), 3.69 (m, 4H, H1), 3.78 (m, 2H, H3), 3.98 (m, 2H,
H4), 4.02 (m, 4H, H2); 3C NMR (100 MHz, CDs0D) & (ppm) 46.3 (CH,, C4), 51.3 (CH3, C5), 57.0 (2xCH,,
2xC2), 63.4 (CHy, C3), 66.3 (2xCH,, 2xC1)

HRMS (ESI): m/z calc. for C;H1,0,N4 [M-1]* 189.1346, found 189.1341

3-(Methoxymethyl)-6-methyl-1,2,4,5-tetrazine

o}

I
N Chemical Formula: CsHgN,O

N Molecular Weight: 140,15

N

N

T

1

112

Methoxyacetonitrile (1.0 g, 1.046 mL, 14 mmol, 1 equiv.), acetonitrile (5.75 g, 7.3 mL, 140
mmol, 10 equiv.) and hydrazine monohydrate (35.0 g, 34 mL, 700 mmol, 50 equiv.) were mixed under
argon and Ni(OTf), (2.5 g, 7 mmol, 0.5 equiv.) was added. The reaction mixture was stirred at 60 °C
during 18 h and the color of the solution turned violet to black over time. After cooling to room
temperature, the product was extracted using CH,Cl, until the pink color almost disappeared from the
organic layer. The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQ,, filtered and
carefully concentrated under reduced pressure. The crude product was then diluted with 5 mL of CH,Cl,
and PIDA (4.5 g, 14 mmol, 1 equiv.) was added. The reaction mixture was stirred during 2 h and CH,Cl,
was evaporated. The crude product was purified by FCC (10-40 % EtOAc/ Cyclohexane (v/v)), the
fractions containing the product were carefully evaporated. The product, in solution with a small
volume of EtOAc and cyclohexane, was absorbed on a small silica plug which was dried to eliminate
the solvents. The product was then eluted with Et,0 and was carefully evaporated to afford 112 as a

red liquid (512 mg, 26 % yield).
The spectroscopic data were in accordance with the literature.***
Rf=0.27 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)

'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 (ppm) 3.10 (s, 3H, H1), 3.61 (s, 3H, H5), 5.05 (s, 2H, H4); 3C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 (ppm) 21.5 (CH3s, C1), 59.8 (CH;s, C5), 72.3 (CH,, C4), 166.3 (C, C2), 168.8 (C, C3)
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(6-Methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)methanol

4

i
N SN Chemical Formula: C4HgN4O
" 1

N__N Molecular Weight: 126,12

T

1

113

The tetrazine 112 (100 mg, 0.71 mmol, 1 equiv.) was diluted in 10 mL of anhydrous CH,Cl; and
the solution was cooled to -78 °C. BBr3 (2.85 mL of a 1 M solution in CH,Cl,, 2.85 mmol, 4 equiv.) was
added dropwise and the reaction mixture was stirred at -78°C during 1 h and then warmed to room
temperature over 30 min. 10 mL of MeOH was added dropwise and the solution turned from a yellow
emulsion to a red solution. Then, distilled water was added (2 mL) and the product was extracted using
CH,Cl; until the pink color almost disappeared from the organic phase. The combined organic layers
were dried over MgS0,4 and carefully concentrated under reduced pressure. The crude product was

purified by FCC (20-40 % Et,0/ CH,Cl; (v/v)) to afford 113 as pink crystals (58 mg, 64 %).
The spectroscopic data were in accordance with the literature.***
Rf=0.18 (EtOAc 40 %/ Cyclohexane 60 %)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 3.11 (s, 3H, H1), 5.28 (s, 2H, H4); 3C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm)
21.5 (CHs, C1), 62.9 (CH,, C4), 167.5 (C, C2), 169.1 (C, C3)

3-(Bromomethyl)-6-methyl-1,2,4,5-tetrazine

4
A
N”SN

M ) Chemical Formula: C4HsBrN,
Nz\fN Molecular Weight: 189,02

Br

1

114

PPhs (349 mg, 1.33 mmol, 3 equiv.) was dissolved in 2.5 mL of CH,Cl, and cooled to 0 °C. CBr,4
(295 mg, 0.89 mmol, 2 equiv.) was diluted in 0.5 mL of CH,Cl; and added dropwise. Then, the tetrazine
113 (56 mg, 0.44 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 0.5 mL of CH,Cl, and added dropwise to the reaction
mixture. The ice bath was removed and the reaction mixture was stirred at room temperature during
2 h. After completion of the reaction, CH,Cl, was partially evaporated and purification by FCC with
CH,Cl, as eluant afforded 114 as a red liquid (52 mg, 62 %).

The spectroscopic data were in accordance with the literature.***
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Rf= 0.24 (EtOAc 10 %/ Cyclohexane 90 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 3.11 (s, 3H, H1), 4.94 (s, 2H, H4); *C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm)
21.5 (CHs, C1), 27.7 (CH,, C4), 167.1 (C, C2 or C3), 167.6 (C, C2 or C3)

2-Hydroxy-N,N-dimethyl-N-((6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)methyl)ethan-1-aminium bromide

7 1

N,N\\l/
6 \N/\)I\ -N2 Chemical Formula: CgHgBrN5O
HO/\5/+ 5N Molecular Weight: 278,15

Br

115

The tetrazine 114 (23 mg, 0.12 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 1 mL of THF and 2-
(dimethylamino)ethan-1-ol (14 pL, 0.13 mmol, 1.1 equiv.) was added. After 17 h, filtration on a
sintered-glass and washing of the solid with Et,0 afforded the choline 115 as a pink solid (24 mg, 71 %).

Rf=0.12 (CH,Cl; 20 %/ Cyclohexane 80 %)

1H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 3.11 (s, 3H, H1), 3.38 (s, 6H, H7), 3.73 (m, 2H, H5), 4.14 (m, 2H,
H6), 5.30 (s, 2H, H4); 3C NMR (100 MHz, CDs0D) & (ppm) 21.6 (CHs, C1), 53.1 (2xCHs, 2xC7), 57.2 (CH,,
C6), 67.3 (CH,, C4), 68.2 (CHa, C5), 163.0 (C, C3), 170.5 (C, C2)

HRMS (ESI): m/z calc. for CsH160Ns [M-Br]* 198.1349, found 198.1346

2-Hydroxy-N,N-dimethyl-N-(4-vinylbenzyl)ethan-1-aminium chloride

7 9
3 6 \ .
1 \N/ 8 10 Chemical Formula: C;3H,oCINO
HO/\/N . Molecular Weight: 241,76
2 4
Cl

117

1-(Chloromethyl)-4-vinylbenzene (1.71 g, 11.23 mmol, 1 equiv.) and 2-(dimethylamino)ethan-
1-ol (1.0 g, 11.23 mmol, 1 equiv.) were dissolved in THF at room temperature. The reaction mixture
was stirred at room temperature during 3 days. Then, the white precipitate was filtered, washed with

THF and dried under vacuum to afford the choline 117 as a white solid (1.96 g, 72 %).

R¢= 0.19 (CH,Cl; 20 %/ Cyclohexane 80 %)
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'H NMR (400 MHz, CDs0D) & (ppm) 3.11 (s, 6H, H3), 3.47 (m, 2H, H2), 4.06 (m, 2H, H1), 4.61 (s, 2H,
H4), 5.36 (dd, /= 11.0 Hz, 0.6 Hz, 1H, H10a), 5.90 (dd, J = 17.6 Hz, 0.6 Hz, 1H, H10b), 6.80 (dd, J = 17.6
Hz, 11.0 Hz, 1H, H9), 7.53-7.61 (m, 4H, H6-H7); 3C NMR (100 MHz, CDs0D) & (ppm) 51.3 (t, J = 2.9 Hz,
2xCHs, 2xC3), 57.1 (CHy, C1), 66.8 (CHz, C2), 70.1 (CH,, C4), 116.6 (CH,, C10), 128.0 (2xCH, 2xC7), 128.4
(C, C5), 134.8 (2xCH, 2xC6), 137.2 (CH, C9), 141.5 (C, C8)

HRMS (ESI): m/z calc. for C13H200N [M-CI]* 206.1539, found 206.1532

N-(4-(3,6-Di(pyridin-2-yl)-1,4-dihydropyridazin-4-yl)benzyl)-2-hydroxy-N,N-dimethylethan-1-aminium

chloride

Chemical Formula: C,5Ho5CINSO
Molecular Weight: 449,98

118

To a solution of the choline 117 (142 mg, 0.587 mmol, 1 equiv.) in 12 mL of CH,Cl,/ MeOH (1:1)
was added 3,6-diphenyl-1,2,4,5-tetrazine (139 mg, 0.587 mmol, 1 equiv.) at room temperature and the
reaction mixture was stirred overnight. Then, THF was evaporated and purification by FCC (15-20 %

MeOH/ CH,Cl,) afforded 118 as an orange solid (45.7 mg, 17 %).
Rf=0.15 (CH,Cl; 20 %/ Cyclohexane 80 %)

H NMR (500 MHz, CDsOD) 6 (ppm) 3.03 (s, 6H, H3), 3.40 (m, 2H, H2), 4.00 (m, 2H, H1), 4.52 (s, 2H,
H4), 5.53 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H9 or H10), 5.88 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H9 or H10), 7.24 (ddd, J = 7.5 Hz, 4.9 Hz,
1.2 Hz, 1H, H15 or H20), 7.33 (ddd, J = 6.7 Hz, 4.9 Hz, 1.6 Hz, 1H, H15 or H20), 7.44 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
H7), 7.49 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H6), 7.72 (td, J = 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1H, H16 or H19), 7.75-7.82 (m, 2H, H17 or
H18-H16 or H19), 8.11 (dt, J = 8.1 Hz, 1.2 Hz, 1H, H17 or H18), 8.46 (dt, J = 4.9 Hz, 1.5 Hz, 1H, H14 or
H21), 8.57 (dt, J = 4.9 Hz, 1.5 Hz, 1H, H14 or H21); ¥*C NMR (126 MHz, CDs0D) 6 (ppm) 38.1 (CH, C9),
51.3(t, J= 4.0 Hz, 2xCH3, 2xC3), 57.0 (CH,, C1), 66.7 (CH,, C2), 70.2 (CH,, C4), 99.5 (CH, C10), 120.6 (CH,
C15 or C17 or C18 or C20), 122.3 (CH, C15 or C17 or C18 or C20), 124.3 (CH, C15 or C17 or C18 or C20),
124.8 (CH, C15 or C17 or C18 or C20), 127.2 (C, C5), 129.8 (2xCH, 2xC7), 134.7 (2xCH, 2xC6), 137.8 (CH,
C16 or C19), 138.1 (C, C11), 138.4 (CH, C16 or C19), 141.8 (C, C8), 148.4 (C, C12), 149.6 (CH, C14 or
C21), 149.9 (CH, C14 or C21), 152.0 (C, C15 or C16), 156.3 (C, C15 or C16)

HRMS (ESI): m/z calc. for CasHas0Ns [M-CI]* 414.2288, found 414.2281 (13 %), CasH60Ns [M-CI]*
412.2132, found 412.2128 (100 %)
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3-Acetamido-2-oxo-2H-chromen-7-yl acetate

5

3 13
6 4 NH12
Q m T]/ Chemical Formula: C3H{1NOg
y )qjo\o NE o0 X0 © Molecular Weight: 261,23

8

120

A mixture of 2,4-dihydroxybenzaldehyde (2.0 g, 14.5 mmol, 1 equiv.), glycine (1.09 g,
14.5 mmol, 1 equiv.) and anhydrous sodium acetate (1.19 g, 14.5 mmol, 1 equiv.) was refluxed in acetic
anhydride (18 mL) during 22 h. The reaction mixture was cooled to room temperature and 30 mL of
cold distilled water was added. Filtration on a sintered-glass and washing of the solid with EtOAc

afforded 120 as a yellow solid (1.17 g, 31 %).
The spectroscopic data were consistent with the literature.*’?
Rf=0.23 (Acetone 20 %/ Cyclohexane 80 %)

H NMR (400 MHz, €DCls) & (ppm) 2.25 (s, 3H, H13), 2.34 (s, 3H, H11), 7.07 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H, H6),
7.13 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H8), 7.51 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 8.04 (s, 1H, H3); *C NMR (100 MHz, CDCls) &
(ppm) 21.3 (CHs, C13), 24.9 (CHs, C11), 110.3 (CH, C8), 117.9 (C, C4), 119.3 (CH, C6), 123.0 (CH, C3),
123.8 (C, C2), 128.6 (CH, C5), 150.4 (C, C7), 151.6 (C, C9), 158.7 (C, C1), 169.1 (C, C10), 169.6 (C, C12)

3-Azido-7-hydroxy-2H-chromen-2-one

5 3
4 N
6 T *  Chemical Formula: CgHsN303
) Molecular Weight: 203,16

HO7890 O

121

The coumarin 120 (1.17 g, 4.5 mmol, 1 equiv.) was refluxed in 30 mL of HCI 37 %/ EtOH (2:1).
After 1 h, the reaction mixture was cooled in an ice bath and 15 mL of cold distilled water was added
followed by the addition of NaNO; (620 mg, 9 mmol, 2 equiv.). After 15 min, NaN3 (876 mg, 13.5 mmol,
3 equiv.) was added at 0 °C in portions. After stirring for 15 min, filtration on a sintered-glass and

washing of the solid with distilled water afforded 121 as a brown solid (738 mg, 81 %).
The spectroscopic data were in accordance with the literature.™*
Rf=0.27 (Acetone 20 %/ Cyclohexane 80 %)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 6.75 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H8), 6.80 (dd, J = 8.5 Hz, 2.3 Hz, 1H, H6),
7.46 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.57 (s, 1H, H3); 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § (ppm) 102.1 (CH, C8),
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111.3 (C, C4), 113.8 (CH, C6), 121.1 (C, C2), 127.9 (C, C3), 129.1 (CH, C5), 152.8 (C, C9), 157.3 (C, C1),
160.3 (C, C7)

3-Azido-7-(3-bromopropoxy)-2H-chromen-2-one

5 3
6 4 N N3
1210 m Chemical Formula: C4,HoBrN3;O3
Br/\”/\o ™~ o Yo Molecular Weight: 324,13

124

The hydroxycoumarin 121 (200 mg, 0.98 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 3 mL of acetone
followed by the addition of 1,3-dibromopropane (299 mg, 5.88 mmol, 6 equiv.) and K;COs (272 mg,
1.97 mmol, 2 equiv.). The reaction mixture was heated at 30 °C. After 30 h, CH,Cl, was added to the
reaction mixture which was then washed with saturated NaHCO; and extracted with CH,Cl,. The
combined organic layers were dried over MgSQO,, filtered and concentrated under reduced pressure.
The crude product was purified by FCC (8-10 % EtOAc/ Cyclohexane (v/v)) to afford 124 as an orange
solid (72 mg, 23 %).

Rf=0.32 (EtOAc 10 %/ Cyclohexane 90 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) 6 (ppm) 2.36 (tt, J = 6.2 Hz, 2H, H11), 3.61 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H12), 4.17 (t, J =
5.8 Hz, 2H, H10), 6.84-6.90 (m, 2H, H6-H8), 7.17 (s, 1H, H3), 7.33 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H5); 13C NMR (100
MHz, CDCls) & (ppm) 29.8 (CH,, C12), 32.2 (CH,, C11), 66.1 (CH,, C10), 101.6 (CH, C8), 113.0 (C, C4),
113.7 (CH, C6), 123.6 (C, C2), 126.5 (CH, C3), 128.4 (CH, C5), 153.1 (C, C9), 157.9 (C, C1), 161.0 (C, C7)

LRMS (ESI): m/z calc. for C12H2,BrN3O3 [M+H]* 324.00 ("°Br)/326.00 (3'Br), found 324.07 ("®Br)/326.07
(8lBr) (24 %), 296.02 (C12H207QBFN03)/298.02 (ClezongrN03) (100 %)

3-((3-Azido-2-ox0-2H-chromen-7-yl)oxy)-N-(2-hydroxyethyl)-N,N-dimethylpropan-1-aminium bromide

5 3
- 4 N
Br 6 X, °
13 + 12 10 m Chemical Formula: C16H21BFN404
HO NN NP 0 Y Molecular Weight: 413,27
14 7\ 1 8

15

125

The coumarin 124 (21 mg, 0.06 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 0.5 mL of THF and 2-
dimethylamino)ethan-1-ol (46 uL, 0.45 mmol, 7 equiv.) was added. After 22 h, filtration on a sintered-
glass and washing of the solid with Et,0 afforded the choline 125 as a yellow solid (13 mg, 49 %).

R¢= 0.10 (CH,Cl; 20 %/ Cyclohexane 80 %)
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'H NMR (400 MHz, CDs0D) 6 (ppm) 2.34 (m, 2H, H11), 3.23 (s, 6H, H15), 3.53 (m, 2H, H13), 3.66 (m,
2H, H12), 4.02 (m, 2H, H14), 4.19 (t, J = 5.7 Hz, 2H, H10), 6.94-6.98 (m, 2H, H6-H8), 7.41 (s, 1H, H3),
7.49 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H5); *C NMR (100 MHz, CD30D) & (ppm) 24.1 (CH,, C11), 52.6 (2xCH3, 2xC15),
57.0 (CH,, C14), 64.2 (CH,, C12), 66.7 (CH,, C10), 66.8 (CH,, C13), 102.5 (CH, C8), 114.6 (CH, C6), 114.8
(C, C4),124.8 (C, C2),128.2 (CH, C3), 130.1 (CH, C5), 154.5 (C, C9), 159.4 (C, C1), 162.2 (C, C7)

HRMS (ESI): m/z calc. for Ci6H2104N4 [M+H]* 333.1557, found 333.1551

N-(2-Hydroxyethyl)-N,N-dimethylprop-2-yn-1-aminium bromide

6
5 \/ 2 1 Chemical Formula: C;H4BrNO
HO/\/T\// Molecular Weight: 208,10
4 3
Br
76

2-(Dimethylamino)ethan-1-ol (932 uL, 9.3 mmol, 1.1 equiv.) was diluted in 3 mL of THF and the
solution was cooled to 0°C. Propargyl bromide (80 % in solution in toluene, 936 uL, 8.4 mmol, 1 equiv.)
was added and the reaction mixture was allowed to warm to room temperature. After a few minutes,
a yellow sticky oil was formed. After 4 h, the reaction mixture was put in the freezer and 2 days after, a
precipitate was formed. Filtration on a sintered glass afforded the choline 76 as a white solid (673 mg,

39 %).
The spectroscopic data were in accordance with the literature.®
Rf=0.14 (CH,Cl; 20 %/ Cyclohexane 80 %)

1H NMR (400 MHz, CDs0D) & (ppm) 3.28 (s, 6H, H6), 3.54 (t, J = 2.5 Hz, 1H, H1), 3.61 (m, 2H, H4), 4.02
(m, 2H, H5), 4.46 (d, J = 2.5 Hz, 2H, H3); 13C NMR (100 MHz, CDsOD) & (ppm) 52.2 (2xCHs, 2xC6), 56.6
(CHa, C3), 57.1 (CH,, C5), 66.8 (CH,, C4), 72.7 (CH, C1), 83.1 (C, C2)

N-((1-(7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-2-hydroxy-N,N-

dimethylethan-1-aminium bromide

Chemical Formula: CyyH5gBrNsO3
Molecular Weight: 466,38
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The choline 128 (yellow solid, 99 mg, 89 %) was prepared according to the procedure A starting from
the propargyl-choline 76 (50 mg, 0.24 mmol) and the azido-coumarin 126 (69 mg, 0.27 mmol) in 0.6 mL
of CH3CN with 17 mg of the polymer supported Amberlyst-A21/Cul catalyst.

The spectroscopic data were in accordance with the literature.?*
Rf=0.21 (CH,Cl, 20 %/ Cyclohexane 80 %)

H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 1.19 (t, J = 7.0 Hz, 6H, H17), 3. 28 (s, 6H, H6), 3.46 (q, J = 7.0 Hz,
4H, H16), 3.63 (m, 2H, H4), 4.15 (m, 2H, H5), 4.93 (m, 2H, H3), 6.47 (d, J = 2.4 Hz 1H, H13), 6.73 (dd, J
= 9.0 Hz, 2.4 Hz, 1H, H11), 7.45 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H10), 8.31 (s, 1H, H8), 8.91 (s, 1H, H1); 3C NMR (100
MHz, CDs0D) & (ppm) 12.9 (2xCHs, 2xC17), 46.0 (2xCH,, 2xC16), 52.2 (2xCHs, 2xC6), 57.2 (CH,, C5),
60.8 (CH,, C3), 66.7 (CH,, C4), 97.7 (CH, C13), 108.1 (C, C9), 111.7 (CH, C11), 117.2 (C, C7), 130.4 (CH,
C1), 131.9 (CH, C10), 136.9 (C, C2), 138.3 (CH, C8), 153.6 (C, C14), 157.5 (C, C12), 158.7 (C, C15)

2-Hydroxy-N,N-dimethyl-N-((1-(3-((7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-yl)amino)propyl)-1H-1,2,3-

triazol-4-yl)methyl)ethan-1-aminium bromide

6
5 \/ 2N=N'N 7 H " 12
N Chemical Formula: CgH»3BrNgO
o~ Mg NO Molecular Weight: 47132
4 3 1 8 A 1/ 1113 2 olecular Weight: ,
- \

Br

5
N
O,N

129

The choline 129 (orange solid, 22 mg, 39 %) was prepared according to the procedure F starting
from the propargyl-choline 76 (25 mg, 0.12 mmol) and the NBD compound 127 (35 mg, 0.13 mmol) in
0.3 mL of CH3CN with 9 mg of the polymer supported Amberlyst-A21/Cul catalyst.

Rf= 0.10 (CH,Cl; 20 %/ Cyclohexane 80 %)

1H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 2.45 (tt, J = 6.9 Hz, 6.9 Hz, 2H, H8), 3.19 (s, 6H, H6), 3.51 (m, 2H,
H9), 3.65 (m, 2H, H4), 4.08 (m, 2H, H5), 4.67 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H7), 4.78 (s, 2H, H3), 6.35 (d, J = 8.8 Hz,
1H, H11), 8.44-8.48 (m, 2H, H1-H12); 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 28.1 (CH,, C8), 40.6 (CH,,
C4), 47.5 (CH,, C7), 50.3 (2xCH3s, 2xC6), 55.0 (CH,, C5), 58.4 (CH,, C3), 64.5 (CH,, C9), 99.4 (CH, C11),
121.0 (C, C13), 128.5 (CH, C1), 135.3 (C, C1), 137.9 (CH, C12), 144.1 (C, C10 or C14 or C15), 144.5 (C,
C10 or C14 or C15), 145.1 (C, C10 or C14 or C15)

HRMS (ESI): m/z calc. for C1¢H2304Ng [M-Br]* 391.1837, found 391.1831
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IV.  Synthesis of D-Ala and D-Ala-D-Ala

11,12-Didehydro-5,6-dihydrodibenzo[a,e][8]annulen-5-yl 4-nitrophenyl carbonate

10 M
5 AN 12
4 > / 4131920 Chemical Formula: C,3H5NO5

5
140 Molecular Weight: 385,38

116
fo} 18 oy N02
17§) 194

132

To a solution of DIBO-OH (100 mg, 0.45 mmol, 1 equiv.) in CHyCl; (12 mL) was added p-
nitrophenyl chloroformate (183 mg, 0.91 mmol, 2 equiv.) and pyridine dropwise (183 puL, 2.3 mmol, 5
equiv.) at room temperature. After 24 h, the reaction mixture was washed with brine, the combined
organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. Purification

by FCC (0-10 % EtOAc/ Cyclohexane (v/v)) afforded 132 as a white solid (127 mg, 72 %).

The spectroscopic data were in accordance with the literature.’”*

Rf=0.62 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 3.04 (dd, J = 15.3 Hz, 4.0 Hz, 1H, H1a), 3.34 (dd, J = 15.3, 2.2 Hz, 1H,
H1b), 5.59 (m, 1H, H16), 7.30-7.44 (m, 9H, Harom), 7.62 (d, 1H, Haom), 8.27 (d, J = 9.2 Hz, 2H, H20); 13C
NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 46.0 (CH,, C1), 81.8 (CH, C16), 109.7 (C, C9), 113.4 (C, C8), 121.4 (C,
C10), 121.9 (CH, C19), 123.7 (CH, Carom), 123.8 (C, C7), 125.5 (CH, C20), 126.4 (CH, Carom), 126.7 (CH,
Carom), 127.7 (CH, Carom), 128.0 (CH, Carom), 128.5 (CH, Carom), 128.6 (CH, Carom), 130.2 (CH, Carom), 145.6
(C, Carom), 150.0 (C, Carom), 150.4 (C, Carom), 151.92 (C, C17), 155.7 (C, C18)

(R)-2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-((11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenzo[a,e][8]annulen-5-

yloxycarbonyl)amino)propanoic acid

Chemical Formula: Cy5Ho6N5Og
Molecular Weight: 450,49

135
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The protected amino acid 135 (white solid, 90 mg, 91 %) was prepared according to the
procedure B starting from DIBO-(4-nitrophenyl) carbonate 132 (84 mg, 0.22 mmol), DIPEA (380 pL, 2.2
mmol) and Boc-D-2,3-diaminopropionic acid (49 mg, 0.24 mmol) in DMF (5 mL). Purification by FCC
(0.3 % AcOH/ 2.7 % MeOH/ 97 % CH,Cl,to 0.5 % AcOH/ 4.5 % MeOH/ 95 % CH,Cl.) afforded the desired

compound.
Rf=0.21 (MeOH 6 %/ CH,Cl, 94 %)

H NMR (400 MHz, (CDs),CO) & (ppm) 1.42 (br s, 9H, H23), 2.84 (m, 1H, H1a), 3.24 (m, 1H, H1b), 3.54
(m, 1H, H18a), 3.65 (m, 1H, H18b), 4.39 (m, 1H, H19), 5.46 (m, 1H, H16), 7.32-7.52 (M, 7H, Harom), 7.63
(M, 1H, Harom); *C NMR (100 MHz, (CD3)2CO) & (ppm) 28.6 (3xCHs, 3xC23), 43.1 (CH,, C18), 47.0 (CH,,
C1), 55.1 (CH, C19), 77.3 (CH, C16), 79.5 (C, C22), 110.7 (C, C9), 113.4 (C, C8), 121.8 (C, C10), 124.4 (C,
C7), 125.1 (CH, Carom), 126.6 (CH, Carom), 126.9 (CH, Carom), 128.0 (CH, Carom), 128.1 (CH, Carom), 129.1
(CH, Carom), 131.2 (CH, Carom), 131.3 (CH, Carom), 152.2 (C, C2), 153.3 (C, C15), 156.5 (C, C17 or C21), 156.9
(C, C17 or C21), 172.4 (C, C20)

HRMS (ESI): m/z calc. for CosHz6N206 [M-H]* 449.1718, found 449.1713
[a]p?® = + 6.86 (c =0.91, MeOH)

(R)-2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-6-((11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenzo[a,e][8]annulen-5-

yloxycarbonyl)amino)hexanoic acid

HN
19 .~ 18
o Ao Chemical Formula: C,gH3,N,046
26 >&5 JOL S on Molecular Weight: 492,57
024N
24 H/zz\g/

136

The protected amino acid 136 (white solid, 49 mg, 78 %) was prepared according to the
procedure B starting from DIBO-(4-nitrophenyl) carbonate 132 (40 mg, 0.10 mmol), DIPEA (181 puL, 1.1
mmol) and Boc-D-lysine (28 mg, 0.11 mmol) in DMF (3 mL). Purification by FCC (0.3 % AcOH/ 2.7 %
MeOH/ 97 % CH,Cl,to 0.4 % AcOH/ 3.6 % MeOH/ 96 % CH,Cl,) afforded the desired compound.

R¢=0.24 (AcOH 0.6 %/ MeOH 5.4 %/ CH.Cl, 94 %)
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'H NMR (400 MHz, (CD3),C0O) & (ppm) 1.40 (br s, 9H, H26), 1.43-1.63 (m, 4H, H19-H20), 1.72 (m, 1H,
H21a), 1.85 (m, 1H, H21b), 2.82 (dd, J = 14.9 Hz, 4.0 Hz, 1H, H1a), 3.12-3.24 (m, 3H, H1lb- H18), 4.15
(m, 1H, H22), 5.47 (m, 1H, H16), 7.32-7.46 (M, 7H, Harom), 7.60 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Harom); *C NMR (100
MHz, (CDs),CO) & (ppm) 23.8 (CH,, C20), 28.6 (3xCH3, 3xC26), 29.7 (CH,, C19), 32.3 (CH,, C21), 41.4
(CH,, C18), 47.0 (CH,, C1), 54.3 (CH, C22), 76.7 (CH, C16), 79.2 (C, C25), 110.8 (C, C9), 113.5 (C, C8),
121.9 (C, C10), 124.4 (C, C7), 124.9 (CH, Carom), 126.6 (CH, Carom), 126.9 (CH, Carom), 128.0 (2xCH,
2xCarom), 129.1 (2xCH, 2xCarom), 131.1 (CH, Carom), 152.2 (C, C2), 153.8 (C, C15), 156.3 (C, C17 or C24),
156.6 (C, C17 or C24), 174.3 (C, C23)

HRMS (ESI): m/z calc. for CagH3306N> [M+H]* 493.2333, found 493.2323
[a]p?® = -5.61 (c = 0.65, CHCIs)

(R)-2-Amino-3-((11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenzo[a,e][8]annulen-5-yloxycarbonyl)amino)

propanoic acid

Chemical Formula: CygH1gCIN,Oy4
Molecular Weight: 386,83

137

The deprotected amino acid 137 (white solid, 59 mg, 84 %) was prepared according to the
procedure C starting with the protected amino acid 135 (80 mg, 0.18 mmol) in 1.5 mL of HCl 4 M in

dioxane and reacted during 1 h.
HPLC: tg= 13.7 min (MeCN 30 %/ H,0 70 %)

H NMR (400 MHz, CD;0D) & (ppm) 2.83 (m, 1H, H1a), 3.23 (m, 1H, H1b), 3.63 (m, 1H, H18a), 3.74 (m,
1H, H18b), 4.09 (m, 1H, H19), 5.45 (m, 1H, H16), 7.27-7.43 (M, 7H, Harom), 7.53-7.63 (M, 1H, Harom); 23C
NMR (100 MHz, CDsOD) & (ppm) 42.1 (CHa, C18), 47.1 (CH,, C1) , 47.4 (CH,, C1*), 55.1 (CH, C19), 78.9
(CH, C16), 110.1 (C, C9), 114.0 (C, C8), 122.5 (C, C10), 125.1 (C, C7), 125.2 (CH, Carom), 125.3 (CH, Carom),
127.0 (CH, Carom), 127.3 (CH, Carom), 128.4 (CH, Carom), 128.5 (CH, Carom), 129.4 (CH, Carom), 131.4 (CH,
Carom), 152.5 (C, C2), 153.2 (C, C15), 158.9 (C, C17), 170.1 (C, C20)

HRMS (ESI): m/z calc. for CooH1sN>,O4 [M]* 351.1339, found 351.1339

[a]o® =+ 11.71 (c = 0.85, MeOH)
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(R)-2-Amino-6-((11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenzo[a,e][8]annulen-5-yloxycarbonyl)amino)

hexanoic acid

19 18
o Ao Chemical Formula: C,3H,5CIN,Oy4
= Molecular Weight: 428,91
. 23, OH
"CI"H3N 22
o)

138

The deprotected amino acid 138 (white solid, 24 mg, 69 %) was prepared according to the
procedure C starting with the protected amino acid 136 (40 mg, 0.08 mmol) in 0.5 mL of HCl 4 M in

dioxane and reacted during 2 h.
HPLC: tg= 15.0 min (MeCN 30 %/ H,0 70 %)

H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 1.40-1.63 (m, 4H, H19-H20), 1.81-2.00 (m, 2H, H21a-H21b), 2.83
(dd, J = 14.9 Hz, 3.9 Hz, 1H, H1a), 3.11-3.24 (m, 3H, H1b-H18), 3.90 (m, 1H, H22), 5.41 (m, 1H, H16),
7.27-7.42 (m, 7H, Harom), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Haom); 3C NMR (100 MHz, CD;0D) & (ppm) 23.4 (CH,,
C20), 30.7 (CH,, C19), 31.4 (CH,, C21), 41.5 (CH,, C18), 47.4 (CH,, C1), 54.2 (CH, C22), 78.1 (CH, C16),
111.1 (C, €9), 114.0 (C, C8), 122.6 (C, C10), 125.0 (CH, Carom), 125.1 (C, C7), 127.1 (CH, Carom), 127.3 (CH,
Cavom), 128.4 (CH, Carom), 128.5 (CH, Carom), 129.4 (CH, Carom) 129.5 (CH, Carom), 131.2 (CH, Carom), 152.6
(C, C2), 153.8 (C, C15), 158.3 (C, C17), 172.3 (C, C23)

HRMS (ESI): m/z calc. for CogH2504N> [M-CI]* 393.1808, found 393.1805
[a]p?® =-7.11 (c = 0.26, MeOH)
2-(Trimethylsilyl)ethyl O-benzyl-N-(tert-butoxycarbonyl)-D-serinate

el

11

10 13

12 Chemical Formula: CyyH33NO5Si

9_/0 Molecular Weight: 395,57
4

140

Commercially available Boc-D-Ser(Bzl)-OH (2.0 g, 6.8 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 16 mL of

CH,Cl,. EDCI (1.56 g, 8.13 mmol, 1.2 equiv.) was added at 0 °C, followed by the addition of 2-
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(trimethylsilyl)ethanol (801 mg, 6.78 mmol, 1 equiv.) and DMAP (99 mg, 0.813 mmol, 0.12 equiv.). After
stirring 18 h at room temperature, the reaction mixture was washed with HCl 0.5 M and extracted three
times with CH,Cl,. Then, the combined organic layers were washed with brine, dried over MgS0O, and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by FCC (5-10 % EtOAc/

Cyclohexane (v/v)) to afford the compound 140 as a colourless oil (1.63 g, 61 %).
Rf=0.38 (EtOAc 10 %/ Cyclohexane 90 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0.04 (s, 9H, H8), 0.97 (m, 2H, H7), 1.45 (m, 9H, H1), 3.68 (dd, J = 9.5
Hz, 3.3 Hz, 1H, H9a), 3.87 (dd, J = 9.5 Hz, 3.3 Hz, 1H, H9b), 4.23 (m, 2H, H6), 4.40 (m, 1H, H4), 4.48 (d, J
= 12.2 Hz, 1H, H10a), 4.55 (d, J = 12.2 Hz, 1H, H10b), 7.26-7.36 (m, 5H, 2xH12-2xH13-H14); 13C NMR
(100 MHz, €DCls) & (ppm) — 1.3 (3xCHs, 3xC8), 17.5 (CH,, C7), 28.5 (3xCHs, 3xC1), 54.3 (CH, C4), 64.1
(CH,, C6), 70.3 (CHa, C9), 73.4 (CH,, C10), 80.1 (C, C2), 127.8 (2xCH, 2xC12), 128.0 (CH, C14), 128.6 (CH,
2xC13), 137.8 (C, C11), 155.7 (C, C3), 171.0 (C, C5)

2-(Trimethylsilyl)ethyl (tert-butoxycarbonyl)-D-serinate

OH
1 o 97 Chemical Formula: C;3H>7NO5Si
>|\2 )]\ 5.0 [ a: Ly3H27NOs
03 N/4\n/ \/\Si\8 Molecular Weight: 305,45
H o5 ¢

141

The protected serine 140 (1 629 mg, 4.12 mmol, 1 equiv.) was diluted in 50 mL of EtOAc and
10 % Pd/C (438 mg, 0.1 equiv. of Pd) was added at room temperature under argon. The flask was
evacuated and backfilled with H, gas three times and two balloons of H, were left continuously. The
reaction mixture was stirred 17 h, then filtered through a pad of celite and washed with MeOH.
Solvents from the filtrate were evaporated and purification by FCC (20 % EtOAc/ Cyclohexane) afforded

the compound 141 as a colourless oil (1.17 g, 93 %).
Rf=0.35 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0.05 (s, 9H, H8), 1.03 (m, 2H, H7), 1.46 (s, 9H, H1), 3.93 (m, 2H, H9),
4.27 (m, 2H, H6), 4.35 (m, 1H, H4); 13C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) — 1.3 (3xCHs, 3xC8), 17.6 (CH,
C7), 28.5 (3xCHs, 3xC1), 56.1 (CH, C4), 64.0 (CH,, C9), 64.5 (CHa, C6), 80.5 (C, C2), 156.0 (C, C3), 171.0
(C, C5)
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(R)-2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-oxo-3-(2-(trimethylsilyl)ethoxy)propyl 4-nitrobenzoate

NO,
14

(@) (6]
YO Chemical Formula: C5qH3oN,04Si

’ o 9-r Molecular Weight: 470,55
>Q M A5 oAy
073"N74 Si~
H/\n/ - i~ 5
0
142

To a solution of the serine 141 (300 mg, 0.758 mmol, 1 equiv.) in CH,Cl> (12 mL) was added p-
nitrophenyl chloroformate (306 mg, 1.52 mmol, 2 equiv.) and pyridine dropwise (306 uL, 3.8 mmol, 5
equiv.) at room temperature. After 18 h, the reaction mixture was washed with brine, the product was
extracted three times with EtOAc and the combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by FCC (10-15 % EtOAc/
Cyclohexane (v/v)) to afford 142 as a colourless oil (125 mg, 35 %).

Rf=0.24 (EtOAc 10 %/ Cyclohexane 90 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0.06 (s, 9H, H8), 1.04 (m, 2H, H7), 1.47 (s, 9H, H1), 4.30 (m, 2H, H6),
4.60 (d, J = 3.7 Hz, 2H, H9), 4.65 (m, 1H, H4), 7.39 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H12), 8.28 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H13);
13C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) — 1.3 (3%CHs, 3xC8), 17.6 (CHa, C7), 28.5 (3xCH3, 3xC1), 53.1 (CH,
C4), 65.0 (CH,, C6), 69.0 (CH,, C9), 80.8 (C, C2), 121.9 (2xCH, 2xC12), 125.5 (2xCH, 2xC13), 145.7 (C,
C15), 152.4 (C, C10), 155.3 (C, C3 or C11), 155.6 (C, C3 or C11), 169.4 (C, C5)

(R)-2-(Trimethylsilyl)ethyl N-(tert-butoxycarbonyl)-O-((3-(11,12-didehydrodibenzol[b,flazocin-5(6H)-

yl)-3-oxopropyl)carbamoyl)-D-serinate

Chemical Formula: C3,H41N3;0Si
Molecular Weight: 607,78

144
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To a solution of the amino acid 142 (37 mg, 0.0786 mmol, 1.1 equiv.) in DMF (2 mL) was added
DIPEA (125 pL, 0.715 mmol, 10 equiv.) and the commercially available DBCO-amine 143 (19.8 mg,
0.0715 mmol, 1 equiv.) at room temperature. The reaction mixture was stirred during 18 h, DMF was
removed under vacuum and an aqueous solution of H3PO,4 (5% H3PO, in water) was added. The
resulting mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers were dried over MgSQ,,
filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by FCC (30 %

EtOAc/ Cyclohexane) to afford 144 as a white solid (41 mg, 94 %).
Rs= 0.31 (EtOAc 40 %/ Cyclohexane 60 %)

1H NMR (400 MHz, CDCls, mixture of rotamers) & (ppm) 0.05 (s, 18H, H8-H8*), 1.00 (t, J = 8.6 Hz, 4H,
H7-H7%*), 1.45 (brs, 18H, H1-H1%*), 1.94 (m, 2H, H12), 2.50 (m, 2H, H12*), 3.08-3.32 (m, 4H, H11-H11¥%),
3.70 (d, J = 13.9 Hz, 2H, H14), 4.17-4.40 (m, 8H, H6-H6*-H9-H9*), 4.42-4.47 (m, 2H, H4-H4*), 5.13 (d,
J=13.9 Hz, 2H, H14*), 7.27-7.43 (m, 14H, 7xHarom-7XHarom*), 7.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Harom-Harom*); 3C
NMR (100 MHz, CDCls, mixture of rotamers) & (ppm) — 1.3 (6xCHs, 3xC8-3xC8%*), 17.5 (2xCH,, C7-C7%*),
28.5 (6XCHs, 3xC1-3xC1*), 34.96 (CH,, C12), 34.99 (CH,, C12*), 37.14 (CH,, C11), 37.23 (CH,, C11%),
53.4 (2xCH, C4-C4*), 55.73 (CH,, C14), 55.75 (CH,, C14*), 64.35 (CH,, C6), 64.39 (CH,, C6*), 64.88 (CH,,
C9), 64.96 (CH,, C9*), 80.29 (2xC, C2-C2*), 107.71 (C, C22), 107.74 (C, C22*), 115.2 (C, C21), 115.8 (C,
C21%*), 122.9 (2xC, C23-C23*), 123.1 (2xC, C20-C20*), 125.87 (2xCH, Carom-Carom*), 127.38 (CH, Carom),
127.41 (CH, Carom*), 128.06 (CH, Carom), 128.08 (CH, Carom*), 128.56 (2xCH, 2xCarom), 128.59 (2xCH,
2xCarom™), 128.73 (CH, Carom), 128.77 (CH, Carom™), 129.27 (CH, Carom), 129.33 (CH, Carom™®), 132.18 (CH,
Carom), 132.22 (CH, Carom™), 148.11 (C, C15), 148.13 (C, C15%*), 151.19 (C, C28), 151.23 (C, C28*), 155.46
(2xC, C3-C3*), 155.79 (C, C10), 155.87 (C, C10*), 170.16 (C, C5 or C13), 170.24 (C, C5* or C13*),172.14
(C, C50r C13),172.18 (C, C5* or C13%*)

(R)-N-(tert-Butoxycarbonyl)-O-((3-(11,12-didehydrodibenzo[b,flazocin-5(6H)-yl)-3-oxopropyl)

carbamoyl)-D-serine

Chemical Formula: C,7H,9N3;07
Molecular Weight: 507,54

147
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The protected amino acid 144 (19 mg, 0.031 mmol, 1 equiv.) was diluted in 0.3 mL of THF and
TBAF (1 M in THF, 93 L, 0.093 mmol, 3 equiv.) was added at room temperature. After stirring during
30 min, the reaction mixture was washed with HCl 1 M and extracted three times with CH,Cl,. Then,
the combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure.
Purification by FCC (0.3 % AcOH/ 2.7 % MeQOH/ 97 % CH,Cl,) afforded 147 as a white solid (11.2 mg,
71 %).

Rf=0.25 (AcOH 0.4 %/ MeOH 3.6 %/CH.Cl, 96 %)

IH NMR (400 MHz, CDs0D, mixture of rotamers) & (ppm) 1.46 (s, 18H, H1-H1*), 1.93 (m, 2H, H9), 2.50
(m, 2H, H9*), 3.12 (m, 2H, H8), 3.25 (m, 2H, H8*), 3.70 (dd, J = 13.9 Hz, 3.7 Hz, 2H, H11), 4.26-4.47 (m,
4H, H6-H6*), 4.56 (m, 2H, H4-H4*), 5.11 (dd, J = 13.9 Hz, 2.9 Hz, 2H, H11%*), 7.27-7.43 (m, 14H, 7xHarom-
7%Harom*), 7.63 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Harom-Harom™®); 3C NMR (100 MHz, CD3OD, mixture of rotamers) &
(ppm) 28.6 (6xCHs, 3xC1-3xC1*), 35.0 (2xCH,, C9-C9*), 37.0 (2xCH,, C8-C8*), 53.19 (CH, C4), 53.38
(CH, C4*), 56.0 (2xCH,, C11-C11*), 65.11 (2xCH,, C6-C6*), 80.6 (2xC, C2-C2*), 107.6 (2xC, C19-19%),
115.2 (2xC, C18-C18*), 122.8 (2xC, C20-C20*), 123.0 (2xC, C23-C23*), 125.9 (2xCH, Carom-Carom™), 127.4
(2xCH, Carom-Carom™), 128.2 (2xCH, Carom-Carom™®), 128.6 (2xCH, Carom-Carom™), 128.8 (2xCH, Carom-Carom™),
128.9 (2xCH, Carom-Carom*), 129.3 (2xCH, Carom-Carom*), 132.29 (CH, Carom), 132.33 (CH, Cawom*), 147.8
(2xC, C12-C12*), 150.9 (2xC, C25-C25*), 155.8 (2xC, C3-C3*), 156.2 (2xC, C7-C7*), 172.3 (2xC, C5 or
C10-C5* or C10*), 172.9 (2xC, C5 or C10-C5* or C10%*)

Succinimidyl 4-(11,12-didehydrodibenzo[b,flazocin-5(6H)-yl)-4-oxobutanoate

9 N
6 8?::- 12
5 7 10
2 15 13 . i
4 N Chemical Formula: C,3HgN,05
16 Molecular Weight: 402,41
C )_1\7_40 K ’
(@)
18 19
o_Np
50 21
(©)
149

Commercially available DBCO-COOH 148 (100 mg, 0.328 mmol, 1 equiv.) was suspended in
5 mL of CH,Cl,. N-hydroxysuccinimide (45 mg, 0.394 mmol, 1.2 equiv.) and EDCI (76 mg, 0.394 mmol,
1.2 equiv.) were successively added and the solution was stirred during 16 h. Then, the reaction mixture
was washed with brine and the product was extracted with CH,Cl,. The combined organic layers were
dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified

by FCC (1 % MeOH/ CHCl;) to afford the compound 149 as a white solid (121 mg, 91 %).

176



Chapitre VI : Partie expérimentale

The spectroscopic data were in accordance with the literature.*’
Rf=0.32 (Acetone 30 %/ Cyclohexane 70 %)

'H NMR (400 MHz, CDCl;, mixture of rotamers) & (ppm) 2.08 (m, 2H, H17), 2.64 (m, 2H, H18), 2.74-2.87
(m, 10H, 4xH21-4xH21*-2xH17*), 2.97 (m, 2H, H18*), 3.68 (d, J = 13.8 Hz, 2H, H1), 5.17 (d, J = 13.8 Hz,
2H, H1*), 7.24-7.44 (m, 14H, 7xHarom-7xHarom™®), 7.69 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Harom-Harom™®); 3C NMR (100
MHz, CDCls) & (ppm) 25.7 (4xCH,, 2xC21-2xC21*), 26.6 (2xCH,, C18-C18*), 29.4 (2xCH,, C17-C17%),
55.8 (2xCH,, C1-C1*), 107.7 (2xC, C9-C9*), 115.2 (2xC, C8-C8*) 122.9 (2xC, C10-C10*), 123.2 (2xC, C7-
C7*), 125.7 (2xCH, Carom-Carom™), 127.4 (2xCH, Carom-Carom®), 128.0 (2xCH, Carom-Carom*), 128.5 (2xCH,
Carom-Carom™), 128.6 (2xCH, Carom-Carom™), 128.8 (2xCH, Carom-Carom*), 129.3 (2XCH, Carom-Carom*), 132.5
(2%CH, Carom-Carom*), 148.0 (2xCH, C2-C2*), 151.2 (2xCH, C15-C15*), 168.5 (2xC, C19-C19*), 169.1 (4xC,
2xC20, 2xC20*), 170.5 (2xC, C16-C16*)

(R)-2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-(4-(11,12-didehydrodibenzo[b,f]lazocin-5(6H)-yl)-4-

oxobutanamido)propanoic acid

Chemical Formula: Cy7HogN30¢
Molecular Weight: 491,54

150

To a solution of the activated DBCO 149 (60 mg, 0.15 mmol, 1 equiv.) in DMF (4 mL) was added
Boc-D-2,3-diaminopropionic acid (34 mg, 0.16 mmol, 1.1 equiv.) and DIPEA (114 pL, 0.66 mmol, 4.4
equiv.) at room temperature. After 3 h, DMF was removed under vacuum and an aqueous solution of
HsPO4 (5% HsPO,4 in water) was added. The resulting mixture was extracted with EtOAc and the
combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure.
The crude product was purified by FCC (0.3 % AcOH/ 2.7 % MeOH/ 97 % CH,Cl,) to afford the protected
amino acid 150 as a white solid (58 mg, 79 %).

Rs= 0.23 (AcOH 0.5 %/ MeOH 4.5 %/ CH-Cl, 95 %)

1H NMR (400 MHz, (CDs),CO, mixture of rotamers) 6 (ppm) 1.39 (s, 18H, 9xH25-9xH25%*), 1.87 (m, 2H,
H17), 2.09 (m, 2H, H18), 2.39 (m, 2H, H18%*), 2.76 (m, 2H, H17%*), 3.40-3.60 (m, 4H, H20a-H20a*-H20b-
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H20b*), 3.63 (d, J = 13.9 Hz, 2H, H1), 4.17-4.26 (m, 2H, H21-H21*), 5.14 (d, / = 13.9 Hz, 2H, H1*), 7.22-
7.52 (m, 14H, 7xHarom-7%Harom®), 7.64-7.71 (m, 4H, Haom-Harom*-NH-NH*); 3C NMR (100 MHz,
(CDs)2CO, mixture of rotamers) & (ppm) 28.6 (6xCHs, 3xC25-3xC25%*), 30.8 (2xCH,, C17-C17*), 31.46
(CH,, C18), 31.51 (CH,, C18*), 41.3 (2xCH,, C20-C20%*), 55.1 (2xCH, C21-C21*), 56.0 (2xCH,, C1-C1*),
79.4 (2xC, C24-C24*), 108.9 (2xC, C9-C9*), 115.1 (2xC, C8-C8*), 123.0 (2xC, C10-C10*), 124.1 (2xC, C7-
C7%*), 126.0 (2xCH, Carom-Carom™®), 127.67 (CH, Carom), 127.69 (CH, Carom™), 128.4 (2xCH, Carom-Carom™),
128.74 (CH, Carom), 128.77 (CH, Carom®), 128.89 (CH, Carom), 128.91 (CH, Carom*), 129.7 (2XCH, Carom-
Carom™*), 130.55 (CH, Carom), 130.59 (CH, Carom™®), 133.5 (2XCH, Carom-Carom*), 149.5 (2xC, C2-C2*), 152.82
(C, C15), 152.86 (C, C15*), 156.4 (2xC, C23-C23*), 172.26 (2xC, C16 or C19 or C22- C16* or C19* or
C22%*),172.34 (2xC, C16 or C19 or C22- C16* or C19* or C22*), 173.6 (2xC, C16 or C19 or C22- C16* or
C19* or C22%*)

HRMS (ESI): m/z calc. for C37H3006N3 [M+H]* 492.2129, found 492.2125
[G]DZO =+5.2 (C =1, CHC|3)

(R)-1-Carboxy-2-(4-(11,12-didehydrodibenzo[b,flazocin-5(6H)-yl)-4-oxobutanamido)ethan-1-aminium

2,2,2-trifluoroacetate

0 18 Chemical Formula: Cy4H,,F3N306
19 Molecular Weight: 505,45
20 _/NH
22 OH
“OOCF3C*HzN 21
0
151

To a solution of protected D-Ala-DBCO 150 (27.5 mg, 0.056 mmol) in 1.2 mL of CH,Cl, was added
TFA (300 uL) at O °C. After 1 h at 0 °C followed by 1 h at room temperature, CH,Cl, and TFA were
evaporated under vacuum and allowed to dry under high vacuum (oil pump). The resulting mixture
was triturated in diethyl ether overnight and the product was filtered and dried under vacuum to obtain

the amino acid 151 as an off-white solid (18.4 mg, 65 %).
HPLC: tg= 5.7 min (MeCN 30 %/ H>0 70 %)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds, mixture of rotamers) & (ppm) 1.82 (m, 2H, H17), 2.05 (m, 2H, H18), 2.26
(m, 2H, H18%*), 2.61 (m, 2H, H17%*), 3.18-3.28 (m, 2H, H20a-H20b), 3.39-3.52 (m, 4H, H21-H21*-H20a*-
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H20b*), 3.63 (d, /= 14.0 Hz, 2H, H1), 5.04 (d, J = 14.0 Hz, 2H, H1%*), 7.29-7.41 (m, 6H, 3XHarom-3%Harom™),
7.45-7.53 (m, 6H, 3xHarom-3%Harom*), 7.62-7.70 (m, 4H, 2XHarom-2XHarom*); 3C NMR (126 MHz, DMSO-
ds, mixture of rotamers) 6 (ppm) 9.52 (CH,, C17), 29.57 (CH,, C17%), 30.33 (CH,, C18), 30.37 (CH,, C18%*),
39.2 (2xCH,, C20-C20%*), 53.5 (2xCH, C21-C21*), 54.9 (2xCH,, C1-C1*), 108.1 (2xC, C9-C9*), 114.2 (2xC,
C8-C8*), 121.4 (2xC, C10-C10%*), 122.5 (2xC, C7-C7*), 125.2 (2xC, Carom-Carom™), 126.8 (2xC, Carom-
Carom™), 127.7 (C, 2xCarom-Carom™), 128.0 (2xC, Carom-Carom™), 128.2 (2xC, Carom-Carom™), 129.0 (2xC, Carom-
Carom™), 129.6 (2xC, Carom-Carom™), 132.4 (2XC, Carom-Carom*), 148.4 (2xC, C2-C2*), 151.5 (2xC, C15-C15%),
168.3 (2xC, C19-C19*), 171.13 (C, C16), 171.17 (C, C16*), 172.3 (2xC, C22-C22*)

HRMS (ESI): m/z calc. for C3;H2204N3 [M-C,0,F5]* 392.1605, found 392.1609
[a]p?® = - 1.15 (c = 0.54, MeOH)

(R)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(((((1R,8S5,95)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-

yl)methoxy)carbonyl)amino)propanoic acid

NH Chemical Formula: CogH39N,Og

19 3 -
' o z Molecular Weight: 502,57
20 15
1716 A 1_OH
0723 N/z\n/
21 22 H

154

The protected amino acid 154 (white solid, 37 mg, 82 %) was prepared according to the
procedure D starting from commercially available BCN-succinimidyl ester 152 (26 mg, 0.089 mmol),
EtsN (37 pL, 0.267 mmol) and Fmoc-D-2,3-diaminopropionic acid (38 mg, 0.116 mmol) in DMF (2 mL).
Purification by FCC (0.5 % AcOH/ 4.5 % MeOH/ 95 % CH,Cl) afforded the desired compound.

The spectroscopic data were consistent with the literature.’”®
Rf=0.19 (AcOH 0.4 %/ MeOH 3.6 %/ CH,Cl, 96 %)

H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 0.81-0.86 (m, 2H, H7-H14), 1.30 (m, 1H, H6), 1.43-1.49 (m, 2H,
H8a-H13a), 1.98-2.15 (m, 6H, H8b-H13b-H9-H12), 3.4 (dd, J = 14.1 Hz, 8.1 Hz, 1H, H3a), 3.59 (dd, J =
14.1 Hz, 4.6 Hz, 1H, H3b), 4.04-4.37 (m, 6H, H2-H5-H15-H16), 7.30 (m, 2H, H19), 7.37 (m, 2H, H20),
7.66 (m, 2H, H18), 7.78 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H21); *C NMR (100 MHz, CD;0D) & (ppm) 18.9 (CH, C6), 21.5
(2xCH, C7-C14), 22.0 (2xCH,, C9-C12), 30.2 (2xCH,, C8-C13), 43.3 (CH,, C3), 48.5 (CH, C16) 55.9 (CH,

179



Chapitre VI : Partie expérimentale

C2), 64.2 (CH,, C5), 68.4 (CH,, C15), 99.61 (2xC, C10-C11), 121.1 (2xCH, 2xC21), 126.4 (2xCH, 2xC18),
128.3 (2xCH, 2xC19), 129.0 (2xCH, 2xC20), 142.7 (2xC, 2xC22), 145.4 (2xC, 2xC17), 158.7 (C, C23 or
C4), 159.6 (C, C23 or C4), 173.8 (C, C1)

(R)-2-Amino-3-(((((1R,8S,9S5)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)propanoic acid

910
8

H m

K A 12

| 6 H 13
(0] (0]

Y Chemical Formula: C44H5oN>04

5 NH Molecular Weight: 280,32

~J_OH
H2N/2\n/
0

155

The deprotected amino acid 155 (white solid, 12 mg, 35 %) was prepared according to the
procedure E starting with the protected amino acid 154 (61 mg, 0.121 mmol), 486 mg of 1-2 mmol/g

piperazine resin in 4.2 mL of anhydrous CH,Cl,.
The spectroscopic data were consistent with the literature.”®

H NMR (400 MHz, CDsOD) 6 (ppm) 0.63-0.79 (m, 3H, H7-H14-H6), 1.30-1.44 (m, 2H, H8a-H13a), 2.04-
2.41 (m, 6H, H8b-H13b-H9-H12), 3.49 (m, 1H, H3a), 3.60-3.68 (m, 2H, H2-H3b), 3.90-4.01 (m, 2H, H5)

(6-Methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)methyl (4-nitrophenyl) carbonate

e ne!
3 9 Chemical Formula: C{4HgNsO
N o NO 11MgN5Vs5

2 Molecular Weight: 291,22

156

To a solution of the tetrazine 113 (120 mg, 0.95 mmol, 1 equiv.) in CHxCl; (8 mL) was added p-
nitrophenyl chloroformate (383 mg, 1.9 mmol, 2 equiv.) and pyridine dropwise (382 uL, 4.75 mmol, 5
equiv.) at room temperature. After 17h, the reaction mixture was washed with HCl 1 M and extracted
three times with CHCl,. Then, the combined organic layers were washed with brine, dried over MgS0,4
and concentrated under reduced pressure. Purification by FCC (10-20 % EtOAc/ Cyclohexane) afforded
156 as a pink solid (246 mg, 89 %).

Rf= 0.23 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 3.14 (s, 3H, H1), 5.87 (s, 2H, H4), 7.45 (d, J = 9.2 Hz, 2H, H7), 8.30 (d,
J =9.2 Hz, 2H, H8); **C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 21.6 (CHs, C1), 66.8 (CH,, C4), 122.0 (2xCH,
2xC7), 125.6 (2xCH, 2xC8), 145.9 (C, C9), 152.6 (C, C5), 155.5 (C, C6), 164.2 (C, C2), 169.4 (C, C3)

HRMS (ESI): m/z calc. for C11H100sNs [M+H]* 292.0676, found 292.0677

(R)-2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-((((6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)methoxy)carbonyl)amino)

propanoic acid

5 Chemical Formula: C43H5gNgOg
s _~NH Molecular Weight: 356,34

157

The protected amino acid 157 (pink solid, 180 mg, 98 %) was prepared according to the
procedure B starting from tetrazine-(4-nitrophenyl) carbonate 157 (150 mg, 0.515 mmol), DIPEA (897
uL, 5.15 mmol) and Boc-D-2,3-diaminopropionic acid (116 mg, 0.57 mmol) in DMF (10 mL). Purification
by FCC (0.2 % AcOH/ 1.8 % MeOH/ 98 % CH,Cl,to 0.5 % AcOH/ 4.5 % MeOH/ 95 % CH.Cl,) afforded the

desired compound.
Rs= 0.24 (AcOH 0.5 %/ MeOH 4.5 %/ CH,Cl, 95 %)

1H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 1.43 (s, 9H, H11), 3.01 (s, 3H, H1), 3.42 (dd, J = 14.0 Hz, 7.3 Hz, 1H,
H6a), 3.58 (dd, J = 14.0 Hz, 4.8 Hz, 1H, H6b), 4.25 (m, 1H, H7), 5.60 (s, 2H, H4); *C NMR (100 MHz,
CDs0D) & (ppm) 21.3 (CHs, C1), 28.8 (3xCHs, 3xC11), 43.4 (CH,, C6), 55.4 (CH, C7), 64.9 (CH,, C4), 80.9
(C, €10), 158.0 (C, C5 or €9), 158.5 (C, C5 or €9), 167.1 (C, C3), 170.1 (C, C2), 174.0 (C, C8)

HRMS (ESI): m/z calc. for C13H2106Ne [M+H]* 357.1517, found 357.1512

[a]o®® = + 8.59 (c = 0.30, CHCls)
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(R)-1-Carboxy-2-((((6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)methoxy)carbonyl)amino)ethan-1-aminium chloride

6~

b4

H
OH
'C|+H3N/7\n/

8
0)

Chemical Formula: CgH43CINgO,4
Molecular Weight: 292,68

158

The deprotected amino acid 158 (pink solid, 13.8 mg, 84 %) was prepared according to the

procedure C starting with the protected amino acid 157 (20 mg, 0.056 mmol) in 0.5 mL of HCI 4 M in

dioxane and reacted during 2 h.

HPLC: tz= 2.5 min (MeCN 30 %/ H,0 70 %)

H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 3.00 (s, 3H, H1), 3.46-3.58 (m, 2H, H6a-H6b), 3.94 (m, 1H, H7),

5.58 (s, 2H, H4); 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 20.9 (CHs, C1), 40.6 (CH,, C6), 52.4 (CH, C7),
63.4 (CH,, C4), 155.8 (C, C5), 165.8 (C, C3), 168.2 (C, C2), 169.0 (C, C8)

HRMS (ESI): m/z calc. for CsH1304Ng [M-CI]* 257.0993, found 257.0990

[a]p?® = +13.7 (¢ = 0.23, MeOH)

(R)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(((((E)-cyclooct-4-en-1-yl)oxy)carbonyl)amino)

propanoic acid

>
3 7
2 8
0 O
N?—i Chemical Formula: Cy7H39N5Og

Molecular Weight: 478,55

160

The protected amino acid 160 (white solid, 36 mg, 88 %) was prepared according to the

procedure D starting from the commercially available TCO-p-nitrophenyl ester 159 (25 mg, 0.086

mmol), EtsN (36 pL, 0.257 mmol) and Fmoc-D-2,3-diaminopropionic acid (36 mg, 0.112 mmol) in DMF

(2 mL). Purification by FCC (0.4 % AcOH/ 3.6 % MeOH/ 96 % CH,Cl,) afforded the desired compound.
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R¢=0.27 (AcOH 0.4 %/ MeOH 3.6 %/ CH.Cl, 96 %)

H NMR (400 MHz, CDs0D) & (ppm) 1.53 (m, 1H, H8a), 1.60-1.76 (m, 2H, H7a-H8b), 1.77-2.04 (m, 4H,
H2-H6a-H7b), 2.13-2.34 (m, 3H, H3-H6b), 3.42 (m, 1H, H10a), 3.56 (m, 1H, H10b), 4.16-4.38 (m, 5H, H1-
H11-H14-H15), 5.39 (m, 1H, H4 or H5), 5.52 (m, 1H, H4 or H5), 7.29 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H18), 7.37 (t, J =
7.5 Hz, 2H, H19), 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H17), 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H20); *C NMR (100 MHz, CDsOD)
& (ppm) 32.18 (CHa, C7), 32.21 (CHa, C7*), 33.5 (CH,, C3), 33.6 (CH,, C3*), 35.3 (CH,, C6), 39.7 (CH,, C8),
42.3 (CH,, C2), 43.1 (CH,, C10), 48.5 (CH, C15) 56.0 (CH, C11), 68.3 (CH,, C14), 82.2 (CH, C1), 121.1
(2xCH, 2xC20), 126.4 (2xCH, 2xC17), 128.3 (2xCH, 2xC18), 129.0 (2xCH, 2xC19), 133.9 (CH, C4 or C5),
136.2 (CH, C4 or C5), 142.7 (2xC, 2xC21), 145.4 (2xC, 2xC16), 158.6 (C, C9 or C13), 159.0 (C, C9 or C13),
173.9 (C, C12)

HRMS (ESI): m/z calc. for Ca7H2906N, [M-H] 477.2031, found 477.2029
[a]o® = - 3.78 (c = 1.0, CHCl3)

(R)-2-Amino-3-(((((E)-cyclooct-4-en-1-yl)oxy)carbonyl)amino)propanoic acid

4 6
™
3 7
2 8
0.0 Chemical Formula: C4,H50N,0O,4
9 Molecular Weight: 256,30
10 _-NH
X 12, 0H
H2N 1"
(6]

161

The deprotected amino acid 161 (white solid, 5 mg, 54 %) was prepared according to the
procedure E starting with the protected amino acid 160 (17.1 mg, 0.036 mmol), 150 mg of 1-2 mmol/g

piperazine resin in 1.5 mL of anhydrous CH,Cl.
HPLC: tg= 5.2 min (MeCN 40 %/ H,0 60 %)

H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 1.58 (m, 1H, H8a), 1.67-1.80 (m, 2H, H7a-H8b), 1.85-2.05 (m, 4H,
H2-H7b-H6a), 2.27-2.36 (m, 3H, H3-H6b), 3.48 (m, 1H, H10a), 3.58-3.66 (m, 2H, H10b-H11), 4.33 (m,
1H, H1), 5.46 (ddd, J = 15.0 Hz, 10.8 Hz, 3.5 Hz, 1H, H5), 5.59 (ddd, J = 15.0 Hz, 9.5 Hz, 4.9 Hz, 1H, H4);
13C NMR (100 MHz, CD30D) & (ppm) 32.24 (CH,, C7), 32.27 (CH,, C7*), 33.62 (CH,, C3), 33.63 (CH,, C3%),
35.3 (CH,, C6), 39.6 (CHa, C8), 39.7 (CH,, C8*), 42.26 (CH,, C2), 42.3 (CH,, C2*), 42.9 (CH,, C10), 57.3
(CH, C11), 82.5 (CH, C1), 133.90 (CH, C5), 133.94 (CH, C5*), 136.25 (CH, C4), 136.58 (CH, C4*), 159.7 (C,
C9),172.3 (C, C12)
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HRMS (ESI): m/z calc. for C1,H2104N; [M+H]* 257.1496, found 257.1498
[o]p? = + 35.8 (¢ = 0.50, MeOH)
2-(Trimethylsilyl)ethyl (tert-butoxycarbonyl)-D-alaninate

H4O / s/'/9
\‘)ﬁko/\g/ I\

5

2.0

Y

Chemical Formula: C43H,7NO,4Si

; Molecular Weight: 289,45

164

Commercially available Boc-D-Ala (2.0 g, 10.6 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 20 mL of CH,Cl.
EDCI (2.43 g, 12.7 mmol, 1.2 equiv.) was added at 0 °C, followed by the addition of 2-
(trimethylsilyl)ethanol (1.25 g, 10.6 mmol, 1 equiv.) and DMAP (155 mg, 1.27 mmol, 0.12 equiv.). After
22 h, the reaction mixture was washed with HCl 0.5 M and extracted three times with CH,Cl,. Then,
the combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO. and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by FCC (10 % EtOAc/ Cyclohexane) to afford the
compound 164 as a colourless oil (2.35 g, 77 %).

Rf= 0.43 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0.05 (s, 9H, H9), 0.98-1.04 (m, 2H, H8), 1.37 (d, J = 7.2 Hz, 3H, H5),
1.45 (s, 9H, H1), 4.19-4.31 (m, 3H, H4-H7); 13C NMR (100 MHz, CDCls) 5 (ppm) — 1.5 (3xCHs, 3xC9), 17.4
(CH,, €8), 18.5 (CHs, C5), 28.3 (3xCHs, 3xC1), 49.3 (CH, C4), 63.9 (CH,, C7), 80.0 (C, C2), 155.5 (C, C3),
173.8 (C, C6)

2-(Trimethylsilyl)ethyl((R)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-(((11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenzo

[a,e][8]annulen-5-yloxy)carbonyl)amino)propanoyl)-D-alaninate

3

1
OYO 14 Chemical Formula: C33H43N307Si
7 Molecular Weight: 621,81
18/NH
e G oM 2 den
20 N21 Si—
0724 N/19\n/ 1)23LON N
H 28
o 5

165

The protected dipeptide 165 (white powder, 40 mg, 73 %) was prepared according to the

procedure F starting from the protected D-Ala 164 (36 mg, 0.124 mmol) in 1 mL of HCI 4 M in dioxane.
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The second step was performed using the Boc protected derivative 135 (40 mg, 0.089 mmol), HATU
(37 mg, 0.098 mmol), DIPEA (34 pL, 0.20 mmol) in CHyCl; (3 mL). Purification by FCC
(20 % EtOAc/ Cyclohexane) afforded the desired compound.

Rf=0.31 (EtOAc 30 %/ Cyclohexane 70 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0.02-0.05 (m, 9H, H29), 1.00 (m, 2H, H28), 1.38 (dd, J = 7.2 Hz, 2.8
Hz, 3H, H22), 1.43 (br s, 9H, H26), 2.90 (m, 1H, H1a), 3.16 (m, 1H, H1b), 3.50-3.63 (m, 2H, H18a-H18b),
4.22 (m, 2H, H27), 4.28 (m, 1H, H19), 4.49 (m, 1H, H21), 5.48 (m, 1H, H16), 7.26-7.40 (M, 7H, Harom),
7.50 (m, 1H, Harom); 23C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) — 1.3 (3xCH3, 3xC29), 17.5 (CH,, C28), 18.2 (CHs,
C22), 28.5 (3xCHs, 3xC26), 43.2 (CH,, C18), 46.4 (CH,, C1), 48.6 (CH, C21), 55.3 (CH, C19), 64.2 (CH,,
C27), 77.4 (CH, C16), 80.6 (C, C25), 110.04 (C, C9), 110.08 (C, C9*), 113.1 (C, C8), 121.40 (C, C10), 121.44
(C, C10*), 123.9 (C, C7), 124.0 (CH, Carom), 126.1 (CH, Caom), 126.4 (CH, Carom), 127.25 (CH, Carom), 127.31
(CH, Carom), 128.2 (CH, Carom), 128.3 (CH, Carom), 130.23 (CH, Carom), 130.26 (CH, Carom*) , 151.12 (C, C15),
151.20 (C, C15%), 151.9 (C, C2), 156.2 (C, C17 or C24), 156.8 (C, C17 or C24), 170.39 (C, C20), 170.42 (C,
C20%), 172.8 (C, C23)

HRMS (ESI): m/z calc. for C33H4407N3 [M+H]* 622.2943, found 622.2935
[a]o? = +20.1 (c = 1.0, CHCl3)

2-(Trimethylsilyl)ethyl-((R)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-((((6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-

yl)methoxy)carbonyl)amino)propanoyl)-D-alaninate

N~
N
LN
O, 0]
5 Chemical Formula: C,1H37N;0-Si
» o s ~NH o ) Molecular Weight: 527,65
T H 15
Slo I 2 Rl 2 s
)
D & G
SRE

166

The protected dipeptide 166 (pink oil, 129 mg, 96 %) was prepared according to the procedure
F starting from the protected D-Ala 164 (102 mg, 0.22 mmol) in 2.5 mL of HCl 4 M in dioxane. The
second step was performed using the Boc protected derivative 157 (90 mg, 0.25 mmol), HATU (105 mg,
0.28 mmol), DIPEA (96 uL, 0.55 mmol) in CHxCl, (7 mL). Purification by FCC (30 % Acetone/ Cyclohexane)

afforded the desired compound.

Rf=0.19 (EtOAc 40 %/ Cyclohexane 60 %)

185



Chapitre VI : Partie expérimentale

'H NMR (400 MHz, €DCls) & (ppm) 0.04 (s, 9H, H17), 1.01 (m, 2H, H16), 1.40-1.44 (m, 12H, H11-H13),
3.08 (s, 3H, H1), 3.42 (m, 1H, H6a), 3.66 (m, 1H, H6b), 4.17-4.32 (m, 3H, H15-H7), 4.52 (m, 1H, H12),
5.61 (d, J = 15.2 Hz, 1H, H4a), 5.78 (d, J = 15.2 Hz, 1H, H4b); **C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 (ppm) — 1.4
(3xCHs, 3xC17), 17.5 (CH,, C16), 17.8 (CHs, C13), 21.4 (CHs, C1), 28.4 (3xCHs, 3xC11), 43.5 (CH., C6),
48.7 (CH, C12), 54.3 (CH, C7), 63.4 (CH,, C4), 64.3 (CH, C15), 80.5 (C, C10), 155.8 (C5 or C9), 156.6 (C5
or C9), 165.6 (C, C3), 168.8 (C, C2), 170.6 (C, C8), 173.2 (C, C14)

HRMS (ESI): m/z calc. for Co1H3307N7Si [M+H]* 528.2597, found 528.2592
[a]DZ" =-5.0 (C =0.68, CHC|3)

((R)-2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-((11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenzo [a,e][8]annulen-5-

yloxy)carbonyl)amino) propanoyl)-D-alanine

1163 13
OY? “ Chemical Formula: CygH31N307
NH Molecular Weight: 521,57

18
id 0

o)
“Sle “ 20N
25 -
20N 21
O)2J4\N/19\n/ \‘)23LOH
H
o 22

167

The protected dipeptide 165 (19 mg, 0.031 mmol, 1 equiv.) was diluted 0.8 mL of THF and TBAF
(1 M in THF, 61 pL, 0.062 mmol, 2 equiv.) was added. The reaction mixture was stirred during 30 min
and THF was evaporated. The crude product was washed with saturated NH,Cl and the product was
extracted three times with CH,Cl,. The combined organic layers were dried over MgSO, and
evaporated. Purification by FCC (0.5 % AcOH/ 4.5 % MeOH/ 95 % CH,Cl,) afforded the compound 167
as a white solid (10.8 mg, 67 %).

Rr= 0.25 (AcOH 0.5 %/ MeOH 4.5%/ CH.Cl, 95 %)

'H NMR (400 MHz, (CDs3)2€C0) &6 (ppm) 1.37-1.45 (m, 12H, H22-H26), 2.82 (m, 1H, H1a), 3.24 (m, 1H,
H1b), 3.44 (m, 1H, H18a), 3.54 (m, 1H, H18b), 4.31 (m, 1H, H19), 4.47 (m, 1H, H21), 5.45 (m, 1H, H16),
7.32-7.54 (m, 7H, Harom), 7.63 (m, 1H, Harom); 3C NMR (100 MHz, (CD3)2€C0) 6 (ppm) 17.8 (CHs, C22),
28.6 (3xCHs, 3xC26), 43.6 (CH,, C18), 43.7 (CH,, C18*), 46.9 (CH,, C1), 47.1 (CH,, C1*), 48.7 (CH, C21),
48.8 (CH, C21%), 55.4 (CH, C19), 77.1 (CH, C16), 7.2 (CH, C16*), 79.6 (C, C25), 110.6 (C, C9), 110.7 (C,
C9*), 113.4 (C, C8), 113.5 (C, C8*), 121.8 (C, C10), 121.9 (C, C10*), 124.3 (C, C7), 124.4 (C, C7*), 125.2
(C, Carom), 126.5 (C, Carom), 126.6 (C, Carom*), 126.9 (C, Carom), 127.9 (C, Carom), 128.0 (C, Carom*), 128.1 (C,
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Carom), 129.1 (C, Carom), 129.2 (C, Carom), 129.2 (C, Carom™), 131.3 (C, Carom), 152.2 (C, C15), 152.3 (C, C15%),
153.3 (C, C2), 156.6 (C, C17 or C24), 156.8 (C, C17 or C24), 170.9 (C, C20), 174.5 (C, C23)

HRMS (ESI): m/z calc. for Ca9H300,N3 [M-H]* 520.2089, found 520.2082
[0]o?® = + 5.6 (c = 0.78, MeOH)

((R)-2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-((((6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)methoxy)carbonyl)amino)

propanoyl)-D-alanine

5 Chemical Formula: C4gHy5N;07
o 6-NH 4 Molecular Weight: 427,42

168

The protected dipeptide 166 (34 mg, 0.064 mmol, 1 equiv.) was diluted in 1.2 mL of THF and
TBAF (1 M in THF, 129 uL, 0.129 mmol, 2 equiv.) was added. The yellow solution was stirred during
30 min and THF was evaporated. The yellow crude product was purified by FCC (0.5 % AcOH/ 4.5 %
MeOH/ 95 % CH,Cl,) to afford the compound 168 as a pink solid (22 mg, 81 %).

Rs= 0.14 (AcOH 0.4 %/ MeOH 3.6 %/ CH-Cl, 96 %)

1H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 1.39-1.44 (m, 12H, H11-H13), 3.02 (s, 3H, H1), 3.38 (dd, J = 14.1
Hz, 7.2 Hz, 1H, H6a), 3.48 (dd, J = 14.1 Hz, 5.5 Hz, 1H, H6b), 4.21 (m, 1H, H7), 4.39 (m, 1H, H12), 5.62
(m, 2H, H4); 3C NMR (100 MHz, CDs0OD) & (ppm) 17.7 (CHs, C13), 21.3 (CHs, C1), 28.8 (3xCHs, C11),
43.9 (CH,, C6), 49.7 (CH, C12), 56.0 (CH, C7), 64.9 (CH,, C4), 81.0 (C, C10), 157.7 (C, C5 or C9), 158.5 (C,
C5 or €9), 167.1 (C, C3), 170.1 (C, C2), 172.7 (C, C8), 175.9 (C, C14)

HRMS (ESI): m/z calc. for Ci¢H2107N7 [M+H]* 426.1888, found 426.1891

[a]o®® = + 4.4 (c = 0.44, MeOH)
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(R)-1-(((R)-1-Carboxyethyl)amino)-3-(((11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenzo [a,e][8]annulen-5-yI

oxy)carbonyl)amino)-1-oxopropan-2-aminium chloride

Chemical Formula: Cy3H,4CIN3O5
18 ~ Molecular Weight: 457,91

T ow 7
20 N 21
‘CI+H3N/19\n/ \‘)23LOH
o 22

169

The protected dipeptide 167 (9 mg, 0.017 mmol, 1 equiv.) was dissolved in a solution of HCl
(0.4 mL of a 4 M solution in dioxane) and left under stirring during 2 h at 0 °C. The solvent was
evaporated under vacuum and the resulting solid was triturated in diethyl ether overnight. Then, the
product was filtered and dried under vacuum to obtain the amino acid 169 as a white solid (5.6 mg,

72 %).
HPLC: tz= 7.9 min (MeCN 30 %/ H,0 70 %)

1H NMR (500 MHz, CDsOD) & (ppm) 1.46 (dd, J = 7.3 Hz, 3.6 Hz, 3H, H22), 2.83 (m, 1H, H1a), 3.26 (m,
1H, H1b), 3.62 (m, 1H, H18a), 3.70 (m, 1H, H18b), 4.04 (m, 1H, H19), 4.48 (m, 1H, H21), 5.45 (m, 1H,
H16), 7.29-7.35 (M, 5H, Harom), 7.37-7.44 (M, 2H, Harom), 7.60 (M, 1H, Harom); 3C NMR (126 MHz, CD;0D)
& (ppm) 17.5 (CHs, C22), 17.5 (CHs, C22*), 43.1 (CH,, C18), 47.2 (CHa, C1), 47.4 (CH,, C1*), 49.9 (CH,
C21), 54.8 (CH, C19), 54.9 (CH, C19*), 78.9 (CH, C16), 110.9 (C, C9), 111.0 (C, C9*), 114.0 (C, C8), 122.4
(C, C10), 122.5 (C, C10*), 125.1 (CH, Carom), 125.2 (CH, Carom*), 125.4 (C, C7), 127.0 (CH, Carom), 127.3
(CH, Carom), 127.4 (CH, Carom™), 128.4 (CH, Carom), 128.5 (CH, Carom), 128.6 (CH, Carom™), 129.4 (CH, Carom),
129.4 (CH, Carom™®), 129.4 (CH, Carom), 129.5 (CH, Carom*), 131.4 (CH, Carom), 131.5 (CH, Carom*), 152.6 (C,
C15), 152.6 (C, C15*), 153.2 (C, C2), 153.3 (C, C2*), 158.7 (C, C17), 168.1 (C, C20), 168.2 (C, C20*), 175.9
(C, C23)

HRMS (ESI): m/z calc. for C33H240sN; [M-CI]* 422.1711, found 422.1713

[a]o?® = + 4.2 (c = 0.56, MeOH)
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(R)-1-(((R)-1-Carboxyethyl)amino)-3-((((6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)methoxy)carbonyl)amino)-1-

oxopropan-2-aminium 2,2,2-trifluoroacetate

0s_0O
5 Chemical Formula: C43HgF3N;07
6_/NHH o Molecular Weight: 441,32
NS
OOCF;CHN "7 ])11LOH
o]

170

The dipeptide 168 (22.4 mg, 0.052 mmol, 1 equiv.) was dissolved in CH,Cl; (1.35 mL) at 0 °C.
TFA (150 pL) was added and the reaction mixture was stirred during 3 h at room temperature. CH,Cl,
and TFA were evaporated under vacuum and the resulting solid was triturated in diethyl ether
overnight. Then, the product was filtered and dried under vacuum to obtain the dipeptide 170 as a pink

solid (18.4 mg, 80 %).
HPLC: tg= 2.6 min (MeCN 20 %/ H>0 80 %)

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 1.27 (d, J = 7.2 Hz, 3H, H10), 2.99 (s, 3H, H1), 3.16 (m, 1H, H6a),
3.35 (m, 1H, H6b), 3.48 (m, 1H, H7), 4.17 (m, 1H, H9), 5.56 (s, 2H, H4); 23C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &
(ppm) 17.5 (CHs, C10), 20.9 (CHs, C1), 43.9 (CH,, C6), 47.8 (CH, C9), 53.8 (CH, C7), 63.1 (CH, C4), 155.8
(C, C5), 165.4 (C, C3), 168.2 (C, C2), 170.4 (C, C8), 174.0 (C, C11)

HRMS (ESI): m/z calc. for C11H180sN7 [M-CF3CO,]* 328.1364, found 328.1361
[a]o?® = + 4.5 (c = 0.44, H,0)

(R)-3-Azido-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoic acid

10 1 /N3
Chemical Formula: CgH4N4O4

Sz
5 -
O)zlLN/Q\ﬁ/OH Molecular Weight: 230,22
H o

171
The product 171 was obtained according to the Webb’s process for the synthesis of the L enantiomer.**’

To a solution of sodium azide (5.76 g, 88.6 mmol, 9.7 equiv.) in H,0 (15 mL) and CH,Cl, (30 mL)
was added Tf,0 (5.02 g, 17.8 mmol, 1.95 equiv.) under argon at 0 °C. The reaction mixture was stirred
for 2 h at room temperature. Then, the organic layer was separated and the aqueous layer was
extracted two times with CH,Cl,. The combined organic layers were washed with saturated Na,CO; and
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added dropwise to a stirred solution of commercially available Boc-D-2,3-diaminopropionic acid 133
(1.86 g, 9.11 mg, 1 equiv.), CuSO4 (22 mg, 0.088 mmol, 0.01 equiv.) and K,COs (1.84 mg, 13.3 mmol,
1.46 equiv.) in H20 (30 mL) and MeOH (45 mL). After stirring the reaction mixture during 18 h at room
temperature, CH,Cl, and MeOH were evaporated under reduced pressure. The remaining aqueous
layer was acidified to pH = 2 with H3POs4 5 %. The compound was extracted with CH,Cl, and the
combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure.
The crude product was purified by FCC (0.3 % AcOH/ 2.7 % MeQOH/ 97 % CH,Cl,) to afford the product
171 as a light-yellow oil (2.05 g, 98 %).

Rf=0.38 (AcOH 0.4 %/ MeOH 3.6 %/ CH,Cl; 96 %)

H NMR (400 MHz, €DCls) 6 (ppm) 1.47 (s, 9H, H6), 3.75-3.83 (m, 2H, H1), 4.53 (m, 1H, H2); *C NMR
(100 MHz, CDCls) & (ppm) 28.4 (3xCHs, 3xC6), 52.6 (CH,, C1), 53.5 (CH, C2), 81.3 (C, C5), 155.6 (C, C4),
174.2 (C, C3)

(R)-2-Azido-1-carboxyethan-1-aminium chloride

1 /N3
R Chemical Formula: C3H;CIN,O,
3_OH
"CI*H3N /2\[]/0 Molecular Weight: 166,57
o]

59

The deprotected amino acid 59 (white solid, 101 mg, 65 %) was prepared according to the
procedure C starting with the protected amino acid (213 mg, 0.925 mmol) in 4 mL of HCl 4 M in dioxane

and reacted during 1 h.

H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 3.80 (m, 1H, H1a), 3.89 (dd, J = 13.6 Hz, 5.3 Hz, 1H, H1b), 4.05 (dd,
J=5.3 Hz, 3.7 Hz, 1H, H2); 23C NMR (100 MHz, CDsOD) & (ppm) 51.6 (CH2, C1), 53.7 (CH, C2), 169.6 (C,
C3)

HRMS (ESI): m/z calc. for C3H;0,N4 [M-CI]* 131.0564, found 131.0562

2-(Trimethylsilyl)ethyl ((R)-3-azido-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoyl)-D-alaninate

1/N3

9>& j)\ : N i 10 I_ 1 Chemical Formula: C;gH31N505Si
~ N 4 i~ + L1gH31N5Us0l
077 N/z\ﬁ/ \‘)}o’\ﬁ/s'\

Molecular Weight: 401,54

172
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The compound 164 (80 mg, 0.27 mmol, 1 equiv.) was diluted in a solution of HCl (2 mLofa4 M
solution in dioxane) and the mixture was stirred for 2.5 h at room temperature. The solvent was
removed under vacuum and allowed to dry under high vacuum (oil pump) for 4 h and the deprotected
product was used as such for the next step. This compound and the compound 171 (64 mg, 0.37 mmol,
1.4 equiv.) were dissolved in dry CH,Cl; (5 mL). HATU (115 mg, 0.30 mmol, 1.1 equiv.) and DIPEA
(78.3 mg, 0.61 mmol, 2.3 equiv., diluted in 0.3 mL of CH,Cl,) were successively added and the mixture
was stirred overnight at room temperature. The solvent was then removed, and EtOAc was added.
After it was washed with an aqueous solution of 10 % citric acid followed by 5 % NaHCO3, the combined
organic layers were dried over MgSO4 and evaporated. The crude product was purified by FCC (15 %

EtOAc/ Cyclohexane) to afford the compound 172 as a colourless oil (73 mg, 66 %).
Rf=0.32 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 (ppm) 0.05 (s, 9H, H12), 1.02 (m, 2H, H1), 1.42 (d, J = 7.1 Hz, 3H, H5), 1.47
(s, 9H, H9), 3.54 (dd, J = 12.4, 5.5 Hz, 1H, H1a), 3.82 (dd, J = 12.4, 4.9 Hz, 1H, H1b), 4.24 (m, 2H, H10),
4.35 (m, 1H, H2), 4.54 (m, 1H, H4); 3C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) — 1.4 (3xCHs, C12), 17.4 (CH,,
C11), 18.4 (CHs, C5), 28.4 (3xCHs, C9), 48.6 (CH, C4), 52.4 (CH,, C1), 53.9 (CH, C2), 64.2 (CH,, C10), 80.9
(C, C8), 155.5 (C, C7), 169.1 (C, C3), 172.7 (C, C6)

HRMS (ESI): m/z calc. for Ci¢H310sNs [M+Na]* 424.1987, found 424.198

((R)-2-ammonio-3-azidopropanoyl)-D-alaninate 2,2,2-trifluoroacetate

1~
- H O
) . 3 _N_4 Chemical Formula: CgH4,F3N505
OOCF;C HsN/Z\n/ 6 OH Molecular Weight: 315,21
0]
5

67

The compound 172 (312 mg, 0.78 mmol) was diluted in 5 mL of TFA at 0 °C and the mixture
was stirred for 4 h at room temperature. The solvent was evaporated under vacuum, dried under high
vacuum (oil pump) and the resulting solid was triturated in diethyl ether overnight. Then, the product

was filtered and dried under vacuum to obtain the amino acid 67 as a white solid (150.4 mg, 61 %).

H NMR (400 MHz, CDs0D) & (ppm) 1.41 (d, J = 7.2 Hz, 3H, H5), 3.73 (dd, J = 13.4, 7.5 Hz, 1H, H1a), 3.92
(dd, J = 13.4, 4.0 Hz, 1H, H1b), 4.00 (dd, J = 7.5, 4.0 Hz, 1H, H2), 4.37 (q, J = 7.2 Hz, 1H, H4); 3C NMR
(100 MHz, CDsOD) & (ppm) 18.1 (CHs, C5), 50.6 (CH, C4), 52.6 (CH,, C1), 54.0 (CH, C2), 118.2 (g,
J=1292.0 Hz, CFs), 167.6 (C, C3), 176.6 (C, C6)

HRMS (ESI): m/z calc. for CsH1,03Ns [M-C,0,F3]* 202.0935, found 202.0933
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V. Synthesis of the linker TCO-(PEG)4-DIBO

5,10-Dioxatricyclo[7.1.0.0*%]decane

. 0
2
© Chemical Formula: CgH,0,
3 Molecular Weight: 140,18
!

174

(12, 52)-Cycloocta-1,5-diene (3.0 g, 27.7 mmol, 1 equiv.) was diluted in 120 mL of CH,Cl; and
mCPBA (10.5 g, 61 mmol, 2.2 equiv.) was added in portions. The reaction mixture was stirred at room
temperature for 5 h then washed with saturated Na,SOs. The product was extracted 3 times with CH,Cl,
and the combined organic layers were dried over MgSO,, filtered and concentrated under reduced
pressure. Purification by FCC (10-30 % EtOAc/ Cyclohexane (v/v)) afforded 174 as a colourless oil

(2.55 g, 66 %) which crystallized upon standing.
The spectroscopic data were in accordance with the literature.'’®
Rf= 0.24 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)

'H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 (ppm) 1.80-2.06 (m, 8H, H2-H3), 2.97-3.02 (m, 4H, H1-H4); ¥*C NMR (100
MHz, CDCls) 6 (ppm) 22.3 (4xCH,, 2xC2-2xC3), 56.3 (4xCH, 2xC1-2xC4)

((1R,4S,5R,85)-5,8-Dihydroxycyclooctane-1,4-diyl)bis(diphenylphosphine oxide) and ((1R,2S5,5R,6S)-

2,6-dihydroxycyclooctane-1,5-diyl)bis(diphenylphosphine oxide)

18 12

32 28

Chemical Formula: C3,H3,04P, Chemical Formula: C3,H3,0,4P>
Molecular Weight: 544,57 Molecular Weight: 544,57

175a 175b
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The epoxide 174 (1.5 g, 10.7 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 1.5 mL of anhydrous THF and
diphenylphosphine (4.18 g, 22.5 mmol, 2.1 equiv.) was added. The reaction mixture was cooled down
to -78 °C and nBuli (2.5 M in hexanes, 9.4 mL, 23.5 mmol, 2.2 equiv.) was added dropwise under argon
atmosphere. After 30 min at -78 °C, the reaction mixture was stirred 22 h at room temperature. The
brown solution was cooled to 0 °C and diluted with 30 mL of THF. Then, AcOH (1.8 mL, 32.1 mmol,
3 equiv.) and H;0; (50 %, 1.8 mL, 32.1 mmol, 3 equiv.) were added, forming a white precipitate. After
stirring for 30 min, THF was evaporated and purification by FCC (3-8 % MeOH/ CH.,Cl, (v/v)) afforded a
mixture of 175a and 175b as a white solid (4.52 g, 78 %).

The spectroscopic data were in accordance with the literature.*””
Ry= 0.32 (175a) and 0.45 (175b) (MeOH 5 %/ CH:Cl; 95 %)

H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 1.50-2.09 (m, 16H, H3-H4-H7-H8-H3’-H4’-H7’-H8’), 3.02 (m, 1.4H,
H1’-H5’), 3.16 (m, 2.6H, H1-H6), 4.05 (m, 1.4H, H2’-H6’), 4.15 (m, 2.6H, H2-H5), 7.44-7.58 (m, 24H, H21-
H32, H21’-H32’ ), 7.69-7.89 (m, 16H, H13-H20, H13’-H20’); *C NMR (100 MHz, CDsOD) & (ppm) 21.7
(2xCH,, C3-C4, 175a), 24.4 (d, J = 13.8 Hz, 2xCH,, C4’-C8’, 175b), 32.5 (d, J = 9.2 Hz, 2xCH,, C3'-C7’,
175b), 34.9 (t, J = 9.7 Hz, 2xCH,, C7-C8, 175a), 42.4 (d, J = 71.1 Hz, 2xCH, C1’-C5’, 175b), 44.2 (d, J =
70.0 Hz, 2xCH, C1-C6, 175a), 70.8 (d, J = 2.8 Hz, 2xCH, C2-C5, 175a), 71.3 (d, J = 3.3 Hz, 2xCH, C2’-C6/,
175b), 129.7 (d, J = 12.1 Hz, 4xCH, C13’ to C20’, 175b), 129.7 (d, J = 11.9 Hz, 4xCH, C13 to C20, 175a),
130.0 (d, J = 11.6 Hz, 4xCH, C13 to C20, 175a), 130.1 (d, J = 11.5 Hz, 4xCH, C13’ to C20’, 175b), 132.0
(d, J = 9.3 Hz, 4xCH, C21’ to C28’, 175b), 132.1 (d, J = 8.5 Hz, 4xCH, C21’ to C28’, 175b), 132.2 (d, /= 9.5
Hz, 4xCH, C21 to C28, 175a), 132.5 (d, J = 8.8 Hz, 4xCH, C21 to C28, 175a), 132.7 (d, J = 2.7 Hz, 2xCH,
€29’ or C30’ or C31’ or C32/, 175b), 132.9 (d, J = 2.8 Hz, 2xCH, C29 or C30 or C31 or €32, 175a), 133.0
(d, J = 2.6 Hz, 2xCH, C29’ or C30’ or C31’ or C32’, 175b), 133.2 (d, J = 2.8 Hz, 2xCH, C29 or C30 or C31
or €32, 175a), 133.5 (d, J = 97.0 Hz, 2xC, C9 or C10 or C11 or C12, 175a), 133.9 (d, J = 97.0 Hz, 2xC, CY’
or C10’ or C11’ or C12’, 175b), 134.5 (d, J = 98.6 Hz, 2xC, C9 or C10 or C11 or C12, 175a), 134.9 (d, J =
100.2 Hz, 2xC, C9’ or C10’ or C11’ or C12’, 175b)

(1E,5E)-Cycloocta-1,5-diene

8%4 Chemical Formula: CgH,
7 o 3 Molecular Weight: 108,18
CH,Cl,

176

The mixture of phosphines 175a and 175b (1.73 g, 3.17 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 18 mL of DMF

with stirring under argon atmosphere. The clear solution became cloudy and NaH (60 % in mineral oils,
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381 mg, 9.5 mmol, 3 equiv.) was added in portions at room temperature under argon. The reaction
mixture was stirred for 22 h, cooled to 0 °C, diluted with pentane (20 mL) and quenched by slow
addition of saturated NH4Cl (15 mL). The product was extracted twice with pentane and the combined
organic layers were washed with brine. The product in solution in pentane was extracted with a freshly
prepared solution of AgNOs 0.1 M. The pentane layer was discarded, CH,Cl, was added followed by the
addition of NHs3 (25 %, 15 mL) and vigorous shaking. The organic layer was then washed with water,

brine and dried over MgS0.to afford 176 in solution in CHxCl; (32 mL of 17 mM of 176 in CH,Cl,, 17 %).

Quantification of the concentration of (E,E)-COD 176 was performed by adding 1 mL of a solution in
D,0 of 0.06 M of glycine + 0.1 M AgNOs to 1 mL of the solution of 176 in CH,Cl,. After shaking, the D,0O
phase containing the silver-complex of (E,E)-COD and glycine as internal standard was analyzed by

NMR.

The spectroscopic data were in accordance with the literature.>*'”*

1H NMR (400 MHz, D20) & (ppm) 2.51 (m, 4H, H3a-H4a-H7a-H8a), 2.78 (m, 4H, H3b-H4b-H7b-H8b),
5.33 (m, 4H, H1-H2-H5-H6); 13C NMR (100 MHz, D20) & (ppm) 32.0 (4xCH,, C3-C4-C7-C8), 125.0 (4xCH,
C1-C2-C5-C6).

3,6,9,12-Tetraoxatetradecane-1,14-diyl bis(4-methylbenzenesulfonate)

10 8
0 0

}()g 4 3 N\
S,o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o,s. : Chemical Formula: Cy4H3,04S;

o’ Y 5 2 1 Molecular Weight: 546,65

178

Pentaethyleneglycol (1.0 g, 4.2 mmol, 1 equiv.) was diluted in 8 mL of THF at 0 °C. TsCl (1.76 g,
9.23 mmol, 2.2 equiv.), KOH (1.89 g, 33.6 mmol, 8 equiv.) and 5 mL of H,0 were added. The reaction
mixture was stirred at 0 °C during 4 h and EtOAc was added to the reaction mixture. It was washed with
saturated NH4Cl and the product was extracted twice with EtOAc. The combined organic layers were
washed with H,0 and brine, dried over MgSOQ;, filtered and concentrated under reduced pressure to

afford 178 as a colourless oil (2.23 g, 97 %).

The spectroscopic data were in accordance with the literature.*’®

Ry=0.23 (MeOH 2 %/ CH.Cl, 98 %)

1H NMR (400 MHz, €DCls) & (ppm) 2.45 (s, 6H, H10), 3.59 (m, 12H, H1-H2-H3), 3.68 (m, 4H, H4), 4.15

(m, 4H, H5), 7.34 (d, J = 8.3 Hz, 4H, H8), 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 4H, H7); *C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm)

194



Chapitre VI : Partie expérimentale

21.8 (2xCHs, 2xC10), 68.9 (2xCHy, 2xC4), 69.5 (2xCHy, 2xC5), 70.7 (2xCH,, 2xC1 or 2xC2 or 2xC3), 70.8
(2xCHy, 2xC1 or 2xC2 or 2xC3), 71.0 (2xCH,, 2xC1 or 2xC2 or 2xC3), 128.2 (4xCH, 4xC7), 130.0 (4xCH,
2xC8), 133.3 (2xC, 2xC6), 145.0 (2xC, 2xC9)

1,14-Diazido-3,6,9,12-tetraoxatetradecane

4 3 ;
Ns\/\o/\/o\/\o/\/o\/\N Chemical Formula: C10H20N604
5 2 1 3 Molecular Weight: 288,31

179

The tosylated compound 178 (2.23 g, 4.08 mmol, 1 equiv.) was diluted in 10 mL of CH3CN.
Sodium azide (1.33 g, 20.4 mmol, 5 equiv.) was added in portions and the reaction mixture was refluxed
during 15 h. Then, the insoluble salt was filtered off and the filtrate was evaporated under reduced
pressure. Purification by FCC (40-50 % EtOAc/ Cyclohexane (v/v)) afforded 179 as a colourless oil
(951 mg, 81 %).

The spectroscopic data were in accordance with the literature.*’®
Rf=0.26 (EtOAc 40 %/ Cyclohexane 60 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) 6 (ppm) 3.39 (t, J = 5.1 Hz, 4H, H5), 3.66-3.69 (m, 16H, H1-H2-H3-H4); 13C
NMR (100 MHz, €DCls) & (ppm) 51.0 (2xCH,, 2xC5), 70.3 (2xCH,, 2xC4), 70.9 (6xCH,, 2xC1-2xC2-2xC3)

14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-1-amine

7 5 2 4 10 - )

Chemical Formula: C4oH,,N,O

N (o) (0] 10M1221N44
3\9/\0/\3/ \1/\0/\6/ \8/\NH2 Molecular Weight: 262,31

180

The compound 179 (500 mg, 1.73 mmol, 1.1 equiv.) was diluted in 2 mL of EtOAc/ Et,0 (1:1),
1.7 mL of HCl 2 M and PPh; (412 mg, 1.57 mmol, 1 equiv.) were added at room temperature. After
stirring during 22 h at room temperature, H,O was added to the reaction mixture and it was washed
with CHCl; (3x15 mL). The aqueous phase was then basified with KOH 10 % until pH 12. The product
was extracted 10 times with CH,Cl,, the combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and

concentrated under reduced pressure to afford 180 as a colourless oil (288 mg, 70 %).
The spectroscopic data were in accordance with the literature.’”’

Rs= 0.32 (EtsN 0.5 %/ MeOH 4.5 %/ CH.Cl, 95 %)
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'H NMR (400 MHz, €CDCls) & (ppm) 2.87 (t, J = 5.1 Hz, 2H, H10), 3.39 (m, 2H, H9), 3.51 (m, 2H, H8), 3.62-
3.69 (m, 14H, H1 to H7); *C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 42.3 (CH,, C10), 50.9 (CH,, C9), 70.2 (CH,,
Clto C7),70.5 (CHy, C1 to C7), 70.80 (CH,, C1 to C7), 70.83 (CH,, C1 to C7), 70.86 (CH,, C1 to C7), 70.91
(CH2, C1to C7), 70.94 (CH,, C1 to C7), 73.7 (CH, C8)

(E)-14-(3a,4,5,8,9,9a-Hexahydro-1H-cycloocta[d][1,2,3]triazol-1-yl)-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-1-

amine
H N=
13 b N7 s 2 4 10
14 ,,l'j:\/\o/\/o\/\o/\/o\/\NH2 Chemical Formula: C4gH34N4O4
/ 8 31 6 8 Molecular Weight: 370,49
16 47

181

The cyclooctadiene 176 (6.8 mg, 0.063 mmol, 1.1 equiv., 3.7 mL of a solution at 17 mM in
CH,Cl;) was mixed with the azide 180 (15 mg, 0.057 mmol, 1 equiv.) and the reaction mixture was
stirred at room temperature. After 19 h, CH,Cl, was evaporated and purification by FCC

(0.5 % EtsN/ 4.5 % MeOH/ 95 % CH.Cl) afforded 181 as a colourless oil (14.5 mg, 69 %).
Rf=0.32 (EtsN 0.5 %/ MeOH 4.5 %/ CH.Cl; 95 %)

H NMR (400 MHz, €DCl3) & (ppm) 1.56-1.72 (m, 2H, H13a-H18a), 2.16-2.53 (m, 7H, H14-H17-H18b-
NH2), 2.72 (m, 1H, H13b), 2.90 (t, J = 5.2 Hz, 2H, H10), 2.99 (td, J = 11.2 Hz, 1.6 Hz, 1H, H11), 3.48-3.56
(m, 3H, H8-H9a), 3.59-3.78 (m, 15H, H1-H2-H3-H4-H5-H6-H7-H9b), 3.87 (td, J = 11.2 Hz, 1.6 Hz, 1H,
H12), 5.43-5.57 (m, 2H, H15-H16); 23C NMR (100 MHz, CDCls) 6 (ppm) 32.7 (CHa, C17), 33.6 (CH,, C14),
36.2 (CH,, C18), 37.9 (CH,, C13), 41.8 (CH,, C10), 48.2 (CHa, €9), 67.5 (CH, C11), 69.6 (CH,, C1 to C7),
70.4 (CH,, C1 to C7), 70.6 (CH,, C1 to C7), 70.70 (CH,, C1 to C7), 70.73 (CH,, C1 to C7), 70.74 (CH,, C1 to
C7), 70.75 (CH,, C1 to C7), 73.0 (CH,, C8), 86.8 (CH, C12), 134.5 (CH, C15 or C16), 135.8 (CH, C15 or C16)

HRMS (ESI): m/z calc. for CigH3504N4 [M+H]* 371.2653, found 371.2642

11,12-Didehydro-5,6-dihydrodibenzo[a,e][8]annulenyl (E)-(14-(33,4,5,8,9,9a-hexahydro-1H-

cycloocta[d][1,2,3] triazol-1-yl)-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)carbamate

H N=N 0
2 \ 5 2 4 10 Chemical Formula: C35H44N,O
11 = U35M44N406
14 /,r_\:\g/\ /\3/0\1/\0/\6/0\8/\”)1]9\0 Molecular Weight: 616,76
| 18
16 17
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The primary amine 181 (26 mg, 0.07 mmol, 1 equiv.) was diluted in 2.5 mL of CH,Cl, followed
by the addition of the activated DIBO compound 132 (27 mg, 0.07 mmol, 1 equiv.) and EtsN (49 uL, 0.35
mmol, 5 equiv.). After stirring during 14 h, distilled water was added and the product was extracted
with CH2Cl,. The combined organic layers were dried over MgSO,, filtered, concentrated under reduced
pressure and purification by FCC (2-3 % MeQOH/ CH,Cl; (v/v)) afforded 182 as a colourless oil (8.2 mg,
20 %).

Rf=0.31 (MeOH 2 %/ CH.Cl, 98 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 1.56-1.70 (m, 2H, H13a-H18a), 2.15-2.24 (m, 2H, H17a-H18b), 2.31-
2.52 (m, 3H, H14-H17b), 2.72 (m, 1H, H13b), 2.90 (dd, J = 15.1 Hz, 4.0 Hz, 1H, H21a), 2.98 (td, J = 11.1
Hz, 1.7 Hz, 1H, H11), 3.17 (dd, J = 15.1 Hz, 2.3 Hz, 1H, H21b), 3.40 (m, 2H, H10), 3.51-3.76 (m, 18H, H1
to H9), 3.86 (td, J = 11.1 Hz, 1.7 Hz, 1H, H12), 5.44-5.53 (m, 2H, H15-H16), 5.59 (m, 1H, H20), 7.27-7.39
(M, 7H, Harom), 7.51 (d, J = 7.5 Hz, 1H, Harom); *C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 32.8 (CH,, C17), 33.6
(CH,, C14), 36.2 (CH,, C18), 38.0 (CH,, C13), 41.2 (CH,, C10), 46.4 (CH,, C21), 48.2 (CH,, C9), 67.5 (CH,
C11), 69.7 (CH,, C1 to C8), 70.3 (CHa, C1 to C8), 70.5 (CH,, C1 to C8), 70.6 (CH,, C1 to C8), 70.80 (CH,,
C1to C8), 70.84 (CH,, C1 to C8), 70.9 (2xCH,, 2xC1 to C8), 77.4 (CH, C20), 86.9 (CH, C12), 110.2 (C, C29),
113.1(C, €28), 121,5 (C, C30), 124.0 (CH, Carom), 124.1 (C, C27), 126.2 (CH, Carom), 126.4 (CH, Carom), 127.3
(2XCH, 2XCarom), 128.1 (CH, Carom), 128.3 (CH, Carom), 130.1 (CH, Carom), 134.6 (CH, C15 or C16), 135.8 (CH,
C15 or C16), 151.2 (C, C22 or C35), 152.4 (C, C22 or €35), 155.7 (C, C19)

HRMS (ESI): m/z calc. for C3sHisOsN4 [M+H]* 617.3334, found 617.3336
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VI.  Synthesis of fluorophores

Methyl azetidine-3-carboxylate hydrochloride

o 4
/
2/5-0 Chemical Formula: C5H(,CINO,
“CI*H,N Molecular Weight: 151,59
1

185

3-Azetidinecarboxylic acid (3.0 g, 29.7 mmol, 1 equiv.) was suspended in anhydrous MeOH
(60 mL) before adding TMSCI (7.5 mL, 59 mmol, 2 equiv.) at room temperature. After stirring for 23 h
at room temperature, the solvent was removed under reduced pressure and the resulting oil was
triturated in diethyl ether. Then, the product was filtered and dried under vacuum to obtain the

compound 185 as a white solid (3.6 g, 80 %).

H NMR (400 MHz, CDs0D) & (ppm) 3.77 (s, 3H, H4), 3.83 (m, 1H, H2), 4.28 (m, 4H, H1); 3C NMR (100
MHz, CDs0D) & (ppm) 36.2 (CH, C2), 49.6 (2xCH,, 2xC1), 53.4 (CHs, C4), 172.8 (C, C3)

HRMS (ESI): m/z calc. for CsH1o0NO, [M-CI]* 116.0706, found 116.0702

Methyl 1-(4-formyl-3-hydroxyphenyl)azetidine-3-carboxylate

9 11

8
10 \O
Y Chemical Formula: C4,H13NO,
o N5 OH Molecular Weight: 235,24
03
4 1

o)

186

4-fluoro-2-hydroxybenzaldehyde (1.0 g, 7.14 mmol, 1.0 equiv.) and the azetidine derivative
hydrochloric salt 185 (1.3 g, 8.57 mmol, 1.2 equiv.) were dissolved in DMSO (30 mL). DIPEA (2.91 mL,
17.1 mmol, 2.4 equiv.) was added and the reaction mixture was stirred at 100 °C during 2 h. Then, the
reaction mixture was cooled to room temperature and poured into saturated NaCl (100 mL). The
resultant mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers were dried over MgSQ,,
filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by FCC (20-40 %
EtOAc/ Cyclohexane (v/v)) to afford the aldehyde 186 as light brown solid (689 mg, 41 %).

Rf=0.21 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)
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'H NMR (400 MHz, €DCl3) § (ppm) 3.59 (m, 1H, H2), 3.78 (s, 3H, H4), 4.20 (m, 4H, H1), 5.80 (d, J = 2.2
Hz, 1H, H6), 5.98 (dd, J = 7.6 Hz, 2.2 Hz, 1H, H10), 7.29 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H9), 9.54 (br s, 1H, H11); 3C
NMR (100 MHz, CDCls) 6 (ppm) 33.0 (CH, C2), 52.7 (CHs, C4), 53.7 (2xCH,, 2xC1), 96.4 (CH, C6), 103.5
(C, C8),112.9 (CH, C10), 135.7 (CH, C9), 156.2 (C, C5), 164.4 (C, C7), 172.8 (C, C3), 193.1 (C, C11)

HRMS (ESI): m/z calc. for CioH14NO4 [M+H]* 236.0917, found 236.0919

Methyl 1-(3-nitro-2-oxo-2H-chromen-7-yl)azetidine-3-carboxylate

9 1 NO
10 8 Y12 2
7 13 Chemical Formula: C4H5N,Og
%N 5 O (0] Molecular Weight: 304,26
0. 6
-
4 1
(6]
187

L-Proline (7.4 mg, 0.0639 mmol, 0.3 equiv.) was added to a solution of the aldehyde 186 (50 mg,
0.213 mmol, 1.0 equiv.) and ethyl nitroacetate (56.6 mg, 0.425 mmol, 2.0 equiv.) in EtOH (1 mL). The
reaction mixture was stirred at 80 °C and monitored by TLC. After 23 h, ethyl nitroacetate (28 mg,
0.213 mmol, 1.0 equiv.) was added and the reaction mixture was stirred and heated at 80 °C for 17 h.
The solvent was removed under reduced pressure. The crude product was diluted CH,Cl, (10 mL) and
washed with brine (10 mL). The product was then extracted from the aqueous layer with CH,Cl; and
the combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced
pressure. The crude product was recrystallized in a CH,Cl,/ Cyclohexane mixture to obtain the coumarin

187 as a red powder (55 mg, 86 %)
Rf=0.17 (EtOAc 40 %/ Cyclohexane 60 %)

H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 3.70 (s, 3H, H4), 3.74 (m, 1H, H2), 4.21 (m, 2H, H1a), 4.34 (m,
2H, H1b), 6.39 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H6), 6.58 (m, 1H, H10), 7.76 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H9), 9.06 (d, J = 0.7 Hz,
1H, H11); *3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 32.0 (CH, C2), 52.1 (CHs, C4), 53.7 (2xCH,, 2xC1), 95.1
(CH, C6), 106.9 (C, C8), 109.9 (CH, C10), 126.7 (C, C12), 133.3 (CH, C9), 144.6 (CH, C11), 152.7 (C, C5),
155.7 (C, C7), 157.8 (C, C13), 172.5 (C, C3)

HRMS (ESI): m/z calc. for C14H13N,06 [M+H]* 305.0768, found 305.0769
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Methyl 1-(3-amino-2-oxo-2H-chromen-7-yl)azetidine-3-carboxylate

9 1

10 N NH»
%2 Chemical Formula: C44H4N>04
9 N™5 (6] (6] Molecular Weight: 274,28
PO e
4 1

(0]

188

The coumarin 187 (50 mg, 0.16 mmol, 1 equiv.) was dissolved in MeOH (2 mL) and 10 % Pd/C
(17 mg, 0.1 equiv. of Pd) was added at room temperature under argon. The flask was evacuated and
backfilled with H, gas three times and a balloon of H, was left continuously. The reaction mixture was
stirred for 4 h, then filtered through a pad of celite and washed with MeOH. Solvents from the filtrate

were evaporated and the compound 188 was obtained as a yellow solid (43 mg, 95 %).
Rf=0.29 (EtOAc 40 %/ Cyclohexane 60 %)

H NMR (400 MHz, €DCls) & (ppm) 3.59 (m, 1H, H2), 3.76 (s, 3H, H4), 4.10 (m, 4H, H1), 6.30-6.36 (m,
2H, H6-H10), 6.68 (s, 1H, H11), 7.13 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H9); 3C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 33.5 (CH,
C2), 52.5 (CHs, C4), 54.6 (2xCH,, 2xC1), 98.4 (CH, C6), 109.2 (CH, C10), 112.2 (CH, C11), 114.0 (C, C8),
126.1 (CH, €9), 128.6 (C, C12), 150.7 (C, C5), 151.0 (C, C7), 160.1 (C, C13), 173.2 (C, C3)

GC-MS (El): m/z calc. for C14H14BrN,O4 [M]*274.10, found 274.10

3-Azido-2-o0x0-2H-chromen-7-yl trifluoromethanesulfonate

5 3

F N
Fli0,0 o 7Y, °  Chemical Formula: C;oH4F3N305S
’
F S 9 1 Molecular Weight: 335,21

O"O?8 (O XN 0]

190

The coumarin 121 (100 mg, 0.49 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 3 mL of CH,Cl; in a round-
bottom flask and cooled down to 0 °C. Pyridine (79 pL, 0.98 mmol, 2 equiv.) and Tf,0 (214 pulL, 1.23
mmol, 2.5 equiv.) were successively added. After 45 min at 0 °C, the reaction mixture was left at room
temperature during 15 min. Then, 15 mL of CH,Cl; was added and the reaction mixture was washed
with HCl (1 M), H,0 and brine. The organic layer was dried over MgSQ,, filtered and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by FCC (20 % AcOEt/ Cyclohexane) to afford the
product 190 as a yellow solid (135 mg, 82 %).

R¢= 0.40 (Acetone 20 %/ Cyclohexane 80 %)
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'H NMR (400 MHz, €DCls3) § (ppm) 7.21 (s, 1H, H3), 7.23 (dd, J = 8.6 Hz, 2.4 Hz, 1H, H6), 7.30 (d, /= 2.4
Hz, 1H, H8), 7.52 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5); *C NMR (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 110.5 (CH, C8), 119.2 (q,
J=95 Hz, C, C10), 118.5 (CH, C6), 119.5 (C, C4), 124.0 (CH, C5), 127.7 (C, C2), 128.6 (CH, C3), 149.5
(C, C7),151.4(C, C9), 156.4 (C, C1)

2-(7-Hydroxy-2-oxo-2H-chromen-4-yl)acetic acid

Chemical Formula: C4HgOs
Molecular Weight: 220,18

193

Citric acid (5.0 g, 26 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 7 mL of H,SO, and the reaction mixture
was heated up to 60 °C during 30 min in order to remove carbon monoxide. Then, the reaction mixture
was cooled down to 0 °Cin anice bath and resorcinol (3.15 g, 28.6 mmol, 1.1 equiv.) was added in small
portions. After 2 h at 0 °C, the reaction mixture was heated up to 30 °C. After 38 h, it was poured into
ice water and a yellow precipitate appeared after a few minutes stirring. The precipitate was filtered
and the product was dissolved in saturated sodium bicarbonate solution. Solid impurities were filtered
off and the filtrate was acidified with HCl 2 M until precipitation of the compound. It was then filtered

off to obtain the coumarin 193 as a white powder (3.40 g, 70 %)
The spectroscopic data were in accordance with the literature.™?
Rf=0.15 (AcOH 0.4 %/ MeOH 3.6 %/ CHxCl, 96 %)

H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 3.82 (s, 2H, H10), 6.20 (s, 1H, H2), 6.71 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H8), 6.80
(dd, J = 8.8 Hz, 2.4 Hz, 1H, H6), 7.56 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H5); *C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 38.7
(CH,, C10), 103.8 (CH, C8), 113.2 (C, C4), 113.3 (CH, C2), 114.5 (CH, C6), 127.7 (CH, C5), 152.1 (C, C3),
157.0 (C, €9), 163.2 (C, C1 or C7), 163.7 (C, C1 or C7), 172.9 (C, C11)

Methyl 2-(7-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-4-yl)acetate

0
12
. 10444 O/
6 3\ 2 Chemical Formula: C4,H4¢O5
H Molecular Weight: 234,21
HO7™ 0”0
194
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The coumarin 193 (3.63 g, 16.47 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 70 mL of MeOH and SOCI,
(3.584 mL, 49.41 mmol, 3 equiv.) was added at room temperature and the reaction mixture was stirred
at room temperature for 19 h. Then, MeOH was evaporated and the crude product was suspended in
EtOAc (80 mL) and stirred during 2 h. The precipitate was filtered off to obtain the coumarin 194 as a
white powder (3.34 g, 87 %).

The spectroscopic data were in accordance with the literature.™*
Rf=0.28 (AcOEt 40 %/ Cyclohexane 60 %)

H NMR (400 MHz, CDs0D) & (ppm) 3.71 (s, 3H, H12), 3.88 (m, 2H, H10), 6.19 (m, 1H, H2), 6.72 (d, J =
2.4 Hz, 1H, H8), 6.80 (dd, J = 8.8 Hz, 2.4 Hz, 1H, H6), 7.53 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H5); 3C NMR (100 MHz,
CDs0D) & (ppm) 38.4 (CH,, C10), 53.11 (CHs, C12), 103.8 (CH, C8), 113.1 (C, C4), 113.4 (CH, C2), 114.6
(CH, C6), 127.7 (CH, C5), 151.6 (C, C3), 157.0 (C, C9), 163.3 (C, C1 or C7), 163.5 (C, C1 or C7), 171.5 (C,
c11)

Methyl 2-(2-oxo-7-((triisopropylsilyl)oxy)-2H-chromen-4-yl)acetate

Chemical Formula: C,1H3q05Si
Molecular Weight: 390,55

196

The hydroxycoumarin 194 (859 mg, 3.67 mmol, 1 equiv.) was suspended in CH,Cl, (45 mL) and
cooled down to 0 °C. Then, EtsN (1.52 mL, 11.0 mmol, 3 equiv.) and TIPSCI (1.02 mL, 4.76 mmol, 1.3
equiv.) were successively added dropwise. The reaction mixture was stirred at room temperature
overnight. After 17 h, the reaction mixture was washed with saturated NaHCO3 (15 mL) and the product
was extracted three times with CH,Cl,. The combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered
and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by FCC (10-20 % AcOEt/
Cyclohexane (v/v)) to afford the protected coumarin 196 as a white solid (1.29 g, 90 %).

Rf=0.28 (AcOEt 20 %/ Cyclohexane 80 %)

H NMR (400 MHz, €DCls) & (ppm) 1.11 (d, J = 7.3 Hz, 18H, H14), 1.29 (m, 3H, H13), 3.73 (br s, 2H, H10),
3.74 (s, 3H, H12), 6.23 (s, 1H, H2), 6.80-6.85 (m, 2H, H6-H8), 7.44 (m, 1H, H5); *C NMR (100 MHz,
CDCls) & (ppm) 12.9 (3xCH, 3xC13), 18.0 (6xCHs, 6xC14), 38.2 (CH, C10), 52.9 (CHs, C12), 108.0 (CH,
C8), 113.1 (C, C4), 114.2 (CH, C2), 117.5 (CH, C6), 125.6 (CH, C5), 148.1 (C, C3), 155.5 (C, C9), 160.1 (C,
C7), 161.1 (C, C1), 169.4 (C, C11)
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Methyl 2-(3-bromo-2-oxo-7-((triisopropylsilyl)oxy)-2H-chromen-4-yl)acetate

' Chemical Formula: C,1H,9BrOsSi
Molecular Weight: 469,45

197

The protected coumarin 196 (1.29 g, 3.30 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 15 mL of MeCN.
Then, a solution of NBS (587 mg, 3.30 mmol, 1 equiv.) in 8 mL of MeCN was added at room temperature.
The reaction mixture was stirred during 7 h at room temperature. After completion of the reaction,
MeCN was evaporated, the crude product was dissolved in CH,Cl; and washed with saturated NaHCO;
(30 mL). Then, the product was extracted three times from the aqueous layer with CH,Cl,. The
combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure.
The crude product was purified by FCC (5-10 % AcOEt/ Cyclohexane (v/v)) to afford the brominated
coumarin 197 as a white solid (1.08 g, 70 %).

Rf= 0.40 (AcOEt 10 %/ Cyclohexane 90 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 1.11 (d, J = 7.4 Hz, 18H, H14), 1.29 (m, 3H, H13), 3.74 (s, 3H, H12),
4.09 (s, 2H, H10), 6.83-6.88 (m, 2H, H6-H8), 7.44 (m, 1H, H5); 3C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 12.8
(3xCH, 3xC13), 18.0 (6xCHs, 6xC14), 38.8 (CH,, C10), 53.0 (CHs, C12), 107.8 (CH, C8), 112.4 (C, C2),
113.4 (C, C4), 118.2 (CH, C6), 126.0 (CH, C5), 146.9 (C, C3), 153.8 (C, C9), 157.4 (C, C1), 160.2 (C, C7),
168.4 (C, C11)

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl N-(3-azido-2-oxo-2H-chromen-7-yl)-N-methylglycinate

Chemical Formula: C4gH3N50¢
& O 12 Molecular Weight: 371,31
13

202

The coumarin 200 was synthesized according to the procedure described by Wong et al.*>*

The coumarin 200 (639 mg, 1.93 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 19 mL of CH,Cl,. 2,6-lutidine
(2.24 mL, 19.3 mmol, 10 equiv.) and TMS-OTf (1.75 mL, 9.65 mmol, 5 equiv.) were added successively
at room temperature under argon. The reaction mixture was stirred during 2 h and CHCl, and 2,6-
lutidine were evaporated. The crude product was purified by FCC (0-7 % MeQOH/ CH,Cl, (v/v)) to afford

the brominated coumarin 201 contaminated with 2,6-lutidine.
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The contaminated coumarin 201 (920 mg, 2.4 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 30 mL of DMF.
N-hydroxysuccinimide (333 mg, 2.9 mmol, 1.2 equiv.) was added at room temperature and the reaction
mixture was stirred during 16 h. DMF was evaporated, the crude product was dissolved in EtOAc and
it was washed with H,0. Then, the product was extracted three times from the aqueous layer with
EtOAc. The combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by FCC (20-40 % AcOEt/ Cyclohexane (v/v)) to afford the

activated coumarin 202 as a brown solid (465 mg, 65 % over two steps).
Rf= 0.48 (Acetone 40 %/ Cyclohexane 60 %)

1H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 2.84 (s, 4H, H14), 3.17 (s, 3H, H10), 4.48 (s, 2H, H11), 6.64-6.69 (m,
2H, H6-H8), 7.12 (s, 1H, H3), 7.29 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5); 13C NMR (100 MHz, CDCls) 5 (ppm) 25.8 (2xCH,
2xC14), 39.8 (CHs, C10), 52.0 (CH,, C11), 99.6 (CH, C8), 110.4 (CH, C6), 110.6 (C, C4), 122.1 (C, C2), 127.0
(CH, C3), 128.5 (CH, C5), 150.4 (C, C4), 153.6 (C, C9), 158.2 (C, C1), 165.6 (C, C12), 168.8 (2xC, 2xC13)

HRMS (ESI): m/z calc. for Ci6H1406Ns [M+H]*372.0939, found 372.0625

Potassium (R)-2-({{({(9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(2-((3-azido-2-oxo0-2H-chromen-7-

yl)(methyl)amino)acetamido)propanoate

5 3
6 4 D 2N3
10 7 1
SN 00
O 1
12
21 20 o 135/NH Chemical Formula: C3yH,5KNgO7
22 o L _Aus ok Molecular Weight: 620,66
0716 N™ 14
03 18 N
24 0
203

The activated coumarin 202 (50 mg, 0.134 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 4 mL of DMF. Fmoc-
D-2,3-diaminopropionic acid (57 mg, 0.175 mmol, 1.3 equiv.) and KzCOs (37 mg, 0.270 mmol, 2 equiv.)
were added at room temperature. The reaction mixture was stirred for 1 h, K,CO3 was filtered off and
DMF was evaporated. The crude product was purified by FCC (0.5 % EtsN/ 4.5 % MeOH/ 95 % CH,Cl5)

to afford the activated coumarin 202 as a brown solid (81 mg, 96 % over two steps).
Rf=0.33 (EtsN 0.5 %/ MeOH 4.5 %/ CH,Cl, 95 %)
'H NMR (500 MHz, (CDs),CO) & (ppm) 3.19 (s, 3H, H10), 3.55 (m, 2H, H13), 3.97-4.32 (m, 6H, H11-H13-

H17-H18), 6.58 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H8), 6.70 (dd, J = 8.8 Hz, 2.5 Hz, 1H, H6), 7.17 (s, 1H, H3), 7.27 (d, J =
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8.8 Hz 1H, H5), 7.33 (m, 2H, H21), 7.42 (m, 2H, H22), 7.65 (m, 2H, H20), 7.85 (m, 2H, H23); *C NMR
(126 MHz, (CD3)2CO) 6 (ppm) 39.9 (CHs, C10), 43.6 (CH,, C13),47.9 (CH, C18), 55.6 (CH, C14), 57.3 (CH,,
C11), 67.2 (CH,, C17), 98.9 (CH, C8), 110.1 (C, C4), 111.1 (CH, C6), 120.7 (C, C2), 120.8 (2xCH, 2xCHFmoc),
126.1 (2xCH, 2xCHfmoc), 127.9 (2xCH, 2xCHemoc), 128.4 (CH, C3), 128.5 (2xCH, 2xCHemoc), 129.3 (CH, C5),
142.0 (C, Crmoc), 142.1 (C, Crmoc), 145.1 (C, Crmoc), 145.2 (C, Crmoc), 152.7 (C, C7), 154.5 (C, C9), 157.1 (C,
Cle), 158.4 (C, C1), 169.5 (C, C12), 174.0 (C, C15)

HRMS (ESI): m/z calc. for CsoH2507Ns [M-K] 581.1790, found 581.1774
[a]o?® = +26.3 (¢ =0.17, DMSO)

Potassium (R)-2-amino-3-(2-((3-azido-2-oxo-2H-chromen-7-yl)(methyl)amino)acetamido)propanoate

5 . 3 N
6 3
10 7 \1 ’
SN 0o
OY”
12
13 -NH Chemi .
2 emical Formula: C5H5KNgO5
Z 15.0K" Molecular Weight: 398,42
HoN™ 14
)

204

The coumarin 203 (15 mg, 0.024 mmol, 1 equiv.) was dissolved in 0.3 mL of DMF and piperidine
(4.7 uL, 0.048 mmol, 2 equiv.) was added. The reaction mixture was stirred at room temperature during
3 h and DMF was evaporated. The resulting mixture was triturated in diethyl ether overnight and the

product was filtered and dried under vacuum to obtain the coumarin 204 as a brown solid (7 mg, 73 %).

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 3.15 (s, 3H, H10), 3.20-3.51 (m, 3H, H13-H14 + H,0), 4.07 (m,
2H, H11), 6.63 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H8), 6.72 (dd, J = 8.8 Hz, 2.4 Hz, 1H, H6), 7.42 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H5),
7.55 (s, 1H, H3); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 39.8 (CHs, C10), 43.7 (CH,, C13), 53.9 (CH, C14),
55.00 (CH,, C11) 97.6 (CH, C8), 108.5 (C, C4), 110.1 (CH, C6), 118.9 (C, C2), 128.4 (2xCH, C3-C5), 151.6
(C, C7), 153.3 (C, €9), 157.6 (C, C1) 167.8 (C, C12), 169.4 (C, C15)

HRMS (ESI): m/z calc. for CisH15s0sNg [M-K]359.1109, found 359.1108
[a]p*® = +2.9 (c=0.1, DMSO)

4-Fluorobenzolc][1,2,5]selenadiazole

2
4 -

_ Se Chemical Formula: CgH3FN,Se
5 51 N Molecular Weight: 201,07
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210

3-fluorobenzen-1,2-diamine (1.0 g, 7.9 mmol, 1 equiv.) and Se0O, (930 mg, 8.4 mmol, 1.2 equiv.)
were dissolved in 30 mL of EtOH. The reaction mixture was refluxed for 5 h. The solvent was then
removed and purification by FCC (10 % EtOAc/ Cyclohexane) afforded the compound 210 as a white
solid (1.36 g, 85 %).

The spectroscopic data were in accordance with the literature.®°
H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 7.15 (m, 1H, H4), 7.50 (m, 1H, H5), 7.65 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H3)

4-Fluoro-7-nitrobenzo|c][1,2,5]selenadiazole

NO,
4 N2
: :Se Chemical Formula: CgH,FN30,Se
5 N Molecular Weight: 246,07
61
F

211

The compound 210 (1.36 g, 67.7 mmol, 1 equiv.) was dissolved in H,SO4 (14.5 mL) at 0 °C and
HNOs (70 % solution, 2.83 mL, 67.7 mmol, 10 equiv.) was added. The reaction mixture was stirred at
0 °C for 30 min. Then, distilled water (250 mL) was added to form a yellow precipitate, which
was collected by filtration. After drying under reduced pressure, the compound 211 was obtained as
a yellow solid (1.12 g, 85 %).
The spectroscopic data were in accordance with the literature.**°
Rf=0.34 (EtOAc 20 %/ Cyclohexane 80 %)
1H NMR (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 7.39 (dd, J = 9.3, 8.4 Hz, 1H, H5), 8.56 (dd, J = 8.4, 4.7 Hz, 1H, H4).

(R)-2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-((7-nitrobenzo[c][1,2,5]selenadiazol-4-yl)amino)propanoic acid

NO,
3
4 N
S /Se
S Ng 1N
o ’-NH Chemical Formula: C4H;7N506Se
R Molecular Weight: 430,29
Ao
0”10 Nﬁ\n/
H
(©]
212

Boc-D-2,3-diaminopropionic acid (72 mg, 0.353 mmol, 1.7 equiv.) and DIPEA (51 pL, 294 mmol,
1.5 equiv.) were added to a solution of 211 (50 mg, 0.203 mmol, 1 equiv.) in DMF (1 mL). Then, the red
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mixture was stirred at room temperature for 1 h, diluted with EtOAc and washed with an aqueous
solution of HsPO4 (5% H3PO,4 in water). The resulting mixture was extracted with EtOAc and the
combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure.
The crude product was purified by FCC (0.6 % AcOH/ 5.4 % MeOH/ 94 % CH,Cl,) to afford the protected

amino acid 212 as an orange solid (40 mg, 46 %).
Rf=0.22 (AcOH 0.7 %/ MeOH 6.3 %/ CH,Cl, 93 %)

H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 1.30 (s, 9H, H12), 3.78 (m, 2H, H7), 4.32 (m, 1H, H8), 6.45 (d,
J=8.9 Hz, 1H, H5), 8.58 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H4); 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm) 28.1 (3xCHs, 3x
C12), 43.7 (CH,, C7), 52.8 (CH, C8), 78.4 (C, C11), 97.6 (CH, C5), 128.5 (C, C3), 135.0 (CH, C4), 148.1 (C,
C6), 151.8 (C, C1 or C2), 151.9 (C, C1 or C2), 155.4 (C, C10), 171.9 (C, C9)

HRMS (ESI): m/z calc. for C14H1s06NsSe [M-H] 430.0272, found 430.0271
[a]o? = + 51.4 (c = 3.0, DMSO)

(R)-1-Carboxy-2-((7-nitrobenzo[c][1,2,5]selenadiazol-4-yl)amino)ethan-1-aminium chloride

NSQ
4 2_N
=\
=, /Se
XY N .
7 _NH Chemical Formula: CgH(,CIN5O4Se
T Molecular Weight: 366,63
. 9 OH
CI"H3N"™ 8
O

207

The deprotected amino acid 207 (red solid, 11.4 mg, 84 %) was prepared according to the
procedure B starting with the protected amino acid (16 mg, 0.037 mmol) in 0.5 mL of HClI 4 M in dioxane

and reacted during 2 h.
The spectroscopic data were in accordance with the literature.’®!

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm) 3.94 (m, 1H, H7a), 4.01 (m, 1H, H7b), 4.28 (m, 1H, H8), 6.55 (d,
J=8.9 Hz, 1H, H5), 8.61 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H4); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 42.6 (CH,, C7),
51.1 (CH, C8), 98.0 (CH, C5), 129.2 (C, C3), 134.8 (CH, C4), 147.7 (C, C6), 151.7 (C, C1 or C2), 152.0 (C,
C1or C2), 169.1 (C, C9)

HRMS (ESI): m/z calc. for CoHgO4NsSe [M-H]"329.9747, found 329.9743
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N-(3-Bromopropyl)-7-nitrobenzo[c][1,2,5]selenadiazol-4-amine

NO,
3
4 2N
. \N/Se Chemical Formula: CgHoBrN,0,Se
6'g Molecular Weight: 364,07
HN A~ Br
7 9

213

The compound 213 (red solid, 223 mg, 46 %) was prepared according to the procedure G
starting from 3-bromopropanamine hydrochloride (350 mg, 1.6 mmol), DIPEA (280 uL, 1.6 mmol) and
the 4-fluoro-nitrobenzoselenadiazole 211 (332 mg, 1.3 mmol) in DMF (4 mL). Purification by FCC (0-
2 % MeOH/ CH,Cl,) afforded the desired compound.

Rs= 0.41 (MeOH 2 %/ CH.Cl, 98 %)

H NMR (400 MHz, DMF-d>) 6 (ppm) 2.39 (tt, J = 6.7 Hz, 6.7 Hz, 2H, H8), 3.70-3.79 (m, 4H, H7-H9), 6.52
(d, J = 8.9 Hz, 1H, H5), 8.66 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H4); *C NMR (100 MHz, DMF-d>) & (ppm) 31.9 (CH,, C9),
32.1 (CH,, C8), 42.1 (CH,, C7), 97.5 (CH, C5), 129.4 (C, C3), 135.4 (CH, C4), 148.9 (C, C6), 152.8 (C, C1 or
C2), 152.9 (C, C1 or C2).

HRMS (ESI): m/z calc. for CoH1002N4 [M+H]*364.9143, found 364.9136

N-(3-Azidopropyl)-7-nitrobenzo[c][1,2,5]selenadiazol-4-amine

NO,
3
4 2N
. \N,Se Chemical Formula: CgHgN;0,Se
61 g Molecular Weight: 326,19
AN A~Ns
7 9

214

Sodium azide (43 mg, 0.66 mmol, 1.2 equiv.) was added to a solution of the compound 213
(200 mg, 0.55 mmol, 1 equiv.) in DMF (2 mL) and the mixture was stirred at room temperature for 2 h.
Water was added and the mixture was extracted with EtOAc. The organic layer was washed with water,
dried over MgS0, and evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by FCC (0-

2 % MeOH/ CH,Cly) to afford the compound 214 as a red solid (122 mg, 63 %).
Rf=0.41 (MeOH 2 %/ CH,Cl, 98 %)
'H NMR (400 MHz, DMF-d>) 6 (ppm) 2.10 (tt, J = 6.7 Hz, 6.7 Hz, 2H, H8), 3.56-3.72 (m, 4H, H7-H9), 6.50

(d, J=8.9 Hz, 1H, H5), 8.65 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H4); *C NMR (100 MHz, DMF-d>) 6 (ppm) 27.9 (CH,, C8),
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40.9 (CHy, C7), 49.2 (CHy, C9), 97.5 (CH, C5), 129.2 (C, C3), 135.4 (CH, C4), 148.9 (C, C6), 152.7 (C, Cl or
C2),152.9(C, Cl or C2).

HRMS (ESI): m/z calc. for CoHgO,N7Se [M-H] 325.9910, found 325.9913.

N-(14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)-7-nitrobenzo[c][1,2,5]selenadiazol-4-amine

NO,
3
4 Z/N\
_ /Se
5 TN Chemical Formula: CgH,3N;0gSe
6 8 9 12 13 16 Molecular Weight: 488,37
HN\/\O/\/O\/\O/\/O\/\N
7 10 11 14 15 3
215

The compound 215 (red solid, 31 mg, 78 %) was prepared according to the procedure G starting
from H;N-(PEG)s-N3 180 (20 mg, 0.081 mmol), DIPEA (17 pL, 0.098 mmol) and the 4-fluoro-
nitrobenzoselenadiazole 211 (20 mg, 0.081 mmol) in DMF (0.4 mL). Purification by FCC (0-1 %
MeOH/ CH,Cl,) afforded the desired compound.

Rf=0.19 (MeOH 1 %/ CH,Cl, 99 %)

H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 3.38 (m, 2H, H16), 3.61-3.74 (m, 16H, H7-H9-H10-H11-H12-H13-
H14-H15), 3.86 (m, 2H, H8), 6.22 (m, 1H, H5), 8.66 (m, 1H, H4); *C NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 43.4
(CH3, C7), 50.9 (CH,, C16), 68.7 (CH,, C8), 70.2 (CH,, C9 to C15), 70.8 (3xCH,, 3xC9 to C15), 70.9 (CH,,
C9 to C15), 70.9 (2xCH,, 2xC9 to C15), 97.6 (CH, C5), 130.3 (C, C3), 135.6 (CH, C4), 147.6 (C, C6), 152.7
(C, C1 or C2), 152.8 (C, C1 or C2)

HRMS (ESI): m/z calc. for C16H2,06N;Se [M-H] 488.0803, found 488.0799

5-(3-(14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)thioureido)-2-(2,4,5,7-tetrabromo-6-hydroxy-3-oxo-3H-

xanthen-9-yl)benzoic acid

Chemical Formula: C31Hy9BryNsOgS
Molecular Weight: 967,28
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The commercially available eosin 118 (10 mg, 0.0142 mmol, 1 equiv.) and H,N-(PEG),-Ns 180
(37 mg, 0.142 mmol, 10 equiv.) were dissolved in 0.2 mL of DMSO and the reaction mixture was stirred
for 1 h. EtOAc and H,0 were added and the mixture was extracted three times with EtOAc. The organic
layer dried over MgSO, and evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by
FCC (0.5 % AcOH/ 4.5 % MeOH/ 95 % CH,Cl,) to afford the compound 219 as an orange-pink solid (10
mg, 73 %).

Rf=0.13 (AcOH 0.5 %/ MeOH 4.5 %/ CH,Cl; 95 %)

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 3.34-3.44 (m, 2H + H,0, H1), 3.50-3.64 (m, 18H, H2 to H10), 6.95
(s, 1H, H30), 7.06 (s, 1H, H21), 7.37 (m, 1H, H13), 7.59 (m, 1H, H14), 8.33 (m, 1H, H17); 3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 43.7 (CH,, C10), 50.0 (CH,, C1), 69.2 (CH,, C2 to C9), 69.7 (2xCHa, 2xC2
to C9), 69.78 (4xCH,, 4xC2 to C9), 69.82 (CH,, C2 to €9), 99.5 (CH, Carom), 100.6 (C, Carom), 107.1 (C,
Carom), 110.3 (C, Carom), 113.0 (C, Carom), 118.2 (C, Carom), 128.7 (C, Carom), 128.8 (C, Carom), 129.4 (CH,
Carom), 129.6 (CH, Carom), 131.4 (CH, Carom), 131.5 (CH, Carom), 132.0 (C, Carom), 147.8 (C, Carom), 151.7 (C,
Cavom), 152.8 (C, Carom), 153.3 (C, Carom), 166.3 (C, C11 or C18 or Carom), 167.75 (C, C11 or C18 or Carom),
167.8 (C, C11 or C18 or Carom), 180.4 (C, C28)

HRMS (ESI): m/z calc. for C31H2305NsBrsS [M-H] 961.8347, found 961.8333
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Biological procedures for labeling and growth curves measurements

Experiments focused on teichoic acids (Chapter Il)

178

All the following experiments were carried out on the strain D39Acps*’® of the bacteria S. pneumoniae.

Growth experiments with choline derivatives

Bacteria were grown in BHI medium at 37 °C with 5 % CO, until the optical density at 600 nm
reaches 0.3-0.5. Bacteria were centrifuged for 15 min at 3.500 g and washed three times in choline free
C-medium. Then, cells were inoculated in a 24-well plate at an ODgoonm €quals to 0.03 in the presence
of each choline derivative at a suitable concentration (25 uM, 100 uM or 300 uM). The growth of the
bacteria was monitored on a Fluostar microplate reader in anaerobic conditions at 37 °C. Absorbance

at 600 nm was measured every 20 minutes.

Labeling of TA with azido-choline derivatives

Bacteria were grown in BHI medium at 37 °C with 5 % CO; until the optical density at 600 nm
reaches 0.3-0.5. Bacteria were centrifuged for 15 min at 3.500 g and washed three times in choline free
C-medium. Cells were then incubated for 10 min at 37 °C in choline free C-medium after the addition
in rapid succession (delay < 5 s) of the choline derivative (250 uM) and DBCO-AF488 (40 uM). Bacteria

were washed three times with PBS and analyzed by fluorescence microscopy and flow cytometry.

Labeling of TA with tetrazine-choline 115

Bacteria were grown in BHI medium at 37 °C with 5 % CO> until the optical density at 600 nm
reaches 0.3-0.5. Bacteria were centrifuged for 15 min at 3.500 g and washed three times in choline free
C-medium. Cells were then incubated for 5 min at 37 °C in choline free C-medium after the addition of
the tetrazine-choline 115 (250 uM). Then, TCO-CF647 (40 uM) was added and the bacteria were
incubated for 5 min at 37 °C. Bacteria were washed three times with PBS and analyzed by fluorescence

microscopy and flow cytometry.

Labeling of TA with an azido-choline in competition with choline chloride 75

Bacteria D39Acps were grown as described above and for each choline derivative, 2 conditions
were tested. In the first condition, bacteria were incubated after addition in rapid succession (delay <

5 s) of the choline derivative (250 uM) and DBCO-AF488 (40 uM). In the second condition, bacteria
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were incubated after addition in rapid succession of the same concentrations of choline derivative and

DBCO-AF488 to which was added 31 uM of choline chloride 75.

Experiments focused on peptidoglycan (Chapter Ill)

The experiment with DIBO-DA 137 and 138 shown in the Figure 43 was carried out on the strain R6.%7%
The experiments with DIBO-DA 137, DBCO-DA 151, BCN-DA 155, tetrazine-DA 158 and TCO-DA 161
showed in the Figure 44, Figure 45 and Figure 47 were carried out on the strain D39Acps.'’® The
experiment with DIBO-DA 137, DBCO-DA 151 and BCN-DA 155 shown on the Figure 46 was carried out
on the strains R800"”° and R800ADacA. R800ADacA is the strain R800 to which had been removed the
gene coding for PBP3, also named DacA, responsible for the elimination of the 5™ residue in the

pentapeptide of PG.

“One-pot” two-steps labeling of PG with D-Ala derivatives

Bacteria were grown in BHI medium at 37 °C with 5 % CO; until the optical density at 600 nm
reaches 0.3-0.5. Bacteria were centrifuged for 15 min at 3.500 g and then incubated for 5 or 10 min at
37 °Cin BHI after the addition in rapid succession (delay < 5 s) of the D-Ala derivatives (250 uM) and
the corresponding fluorophore, Azido-AF647 or pyrimidyl-tetrazine-AF647 or TCO-CF647 (40 uM).
Bacteria were washed three times with PBS and analyzed by fluorescence microscopy and flow

cytometry.

Two-steps labeling of PG after preliminary reaction between the D-Ala derivative and the fluorophore

The D-Ala derivative (250 uM) and the fluorophore Azido-AF647 (40 uM) were mixed in a tube
for 0 minutes to 5 h. Simultaneously, bacteria were grown in BHI medium at 37 °C with 5 % CO; until
the optical density at 600 nm reaches 0.3-0.5 after which they were centrifuged for 15 min at 3.500 g.
Then, the bacteria were incubated for 10 min at 37 °C in BHI after the addition of the solution containing
the D-Ala derivative and the fluorophore, which reacted for the suitable time. Bacteria were washed

three times with PBS and analyzed by fluorescence microscopy and flow cytometry.

212



213



Annexes

Annexes

214



Annexes

215



Annexes

Annexe 1 : Structure chimique des fluorophores utilisés en
biologie dans ce manuscrit

Série AF488

Aexc =494 nm Aem=517 nm

Azido-AF488 DBCO-AF488 DIBO-AF488

SOH  SO; ,

H2N (0] NH2
40
O

Série AF532

Aexc =532 nm Aem= 554 nm

Azido-AF532 DBCO-AF532
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Série AF647

Aexe = 648 nmM | Aem= 671 nm

Azido-AF647 DBCO-AF647

HO3S

HO3S

HO,S

Série CF647

Aexc = 650 nm Aem= 665 nm

TCO-CF647
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avec le BCN-DA

Annexe 2 : Données pour la détermination de la constante k
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Figure 69 : Valeurs des kapp 0btenues en fonction de la concentration en BCN-DA

Figure 70 : Relation linéaire entre la constante kapp et la concentration en BCN-DA

Figure 68 : Détermination des constantes kapp pour la SPAAC entre le BCN-DA et I'Az-AF488 162 A —
Chromatogrammes de I'’électrophorése des différentes réactions click : concentrations en BCN-DA a 85 uM (Ai), a
170 uM (Az), a 340 uM (As) et a 680 uM (As) / B — Graphique des courbes exponentielles représentant la fraction
molaire d’Az-AF488 162 en fonction du temps pour des concentrations en DIBO-DA a 85 uM (courbe verte), a 170
UM (courbe rouge), a 340 uM (courbe jaune) et a 680 uM (courbe bleue).
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Annexe 3 : Données pour la détermination de la constante k
avec le DBCO-DA
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Figure 71 : Détermination des constantes kapp pour la SPAAC entre le DBCO-DA et I'Az-AF488 162 A —

Chromatogrammes de I’électrophoreése des différentes réactions click : concentrations en DBCO-DA a 9,9 uM (Az),

0 19,8 uM (Az) et a 39,5 uM (As) / B— Graphique des courbes exponentielles représentant la fraction molaire d’Az-

AF488 162 en fonction du temps pour des concentrations en DBCO-DA a 9,9 uM (courbe verte), a 19,8 uM (courbe
rouge) et a 39,5 uM (courbe jaune).

[DBCO-DA] (uM) Kapp (Min )

9,9+0,7 0,041
19,8+1,4 0,071
39,5+2,8 0,13

Figure 72 : Valeurs des kaqpp 0btenues en fonction de la concentration en DBCO-DA
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Figure 73 : Relation linéaire entre la constante kapp et la concentration en DBCO-DA
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