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Introduction

Comme l'indique le titre de ce manuscrit, cette thése a pour but de développer l'utilisation de
fluorophores porteurs de fonction tricyanofurane (2-dicyanométhylene-3-cyano-4,5,5-triméthyl-2,5-
dihydrofurane) dans différents domaines de I'imagerie biologique. Sous ce nom se cache une famille
de molécules qui possédent une partie électro-acceptrice composée d’un cycle furane porteur de trois
groupements nitriles communément appelée tricyanofurane (TCF) et conjuguée a une partie riche en
électron (voir Figure 0-1). Le groupement TCF est un groupement trés fortement électro-attracteur, ce

qui confére au fluorophore un caractere dipolaire tres intéressant pour la fluorescence.

CN
D
(

Figure 0-1. Structure des fluorophores utilisés et décrits dans cette these.

L'objet du premier chapitre est tout d’abord de décrire le groupement TCF et de montrer les
nombreuses utilisations et propriétés de ce groupement, son interaction avec la lumiére, que ce soit
dans des matériaux ou en solution, pour une utilisation électro-optique ou une sonde biologique. Nous
verrons aussi les notions et phénomeénes associés a la fluorescence, a I'absorption et a I'émission, et

les particularités qui accompagnent une utilisation en milieu biologique.

L’architecture dipolaire est a la source d’une intense fluorescence que nous avons voulue
utiliser pour I'imagerie biologique. Tout d’abord, nous avons synthétisé des sondes sensibles aux
variations de pH (chapitre 2) : I'état de protonation d’un phénol judicieusement placé permet de
modifier leurs caractéristiques spectroscopiques. Pour détecter I'action du peroxyde d’hydrogene
(chapitre 3), nous avons été capables de construire des sondes non-fluorescentes qui ne le deviennent
gu’apres réaction avec H,0,. Au cours de ces deux premiéeres études, nous nous sommes apergus que
les poudres des différents composés présentent une fluorescence a I'état solide. Le chapitre 4
présente I'étude de leurs propriétés ainsi que leur optimisation en faisant varier les groupements
donneurs. Enfin, nous avons tenté de réaliser des sondes pour I'activité enzymatique (chapitre 5) qui

sont capables de libérer ce type de fluorophores qui précipitent et émettent de la fluorescence.







Chapitre I Le TCF a travers la chimie

I.1 Synthese et premieres utilisations

Le 2-dicyanométhylene-3-cyano-4,5,5-triméthyl-2,5-dihydrofurane ou TCF, puisque c’est ainsi
gu’il sera appelé durant cette these, est un cycle furane conjugué porteur de trois substituants nitriles.
Lorsque Melikian et al.!* le synthétisent pour la premiére fois en 1995, leur intérét est surtout porté a

la structure furanique qui pourrait permettre de potentielles applications comme agent pesticide.

1.A. Synthese

La synthése est montrée sur la Figure I-1. Il s’agit de la condensation de deux équivalents de

malononitrile sur une a-hydroxycétone en conditions basiques et catalytiques.

NaOH CN

EtOH 0)
+ NCTCN — Z~ CN
OH reflux, overnight — oN

TCF

Figure I-1. Synthése du groupement TCF développée par Melikian et al.l!]

Le mécanisme proposé par He et al.l? présente une premiére addition du malononitrile
(déprotoné a cause du milieu basique) sur la cétone. Aprés une prototropie, les auteurs proposent une
élimination de I'’eau pour former une double liaison. Il y a ensuite une attaque de l'alcoolate sur le
carbone d’un des deux nitriles. Le cycle ainsi créé avec un cétimine primaire est ensuite attaqué par le

malononitrile suivie d’une libération d’ammoniac pour donner le composé final TCF.

Si I'application de ce substituant pour différents pesticides a tourné court, de nombreux
groupes s’y sont intéressés pour ses propriétés électroniques. En effet, les trois groupements nitriles
sont conjugués, ce qui en fait un substituant extrémement électro-attracteur. Ceci permet de créer
facilement une architecture dipolaire en conjuguant le TCF a un groupement électro-donneur. Ce type
d’architecture est trés utile pour la fluorescence, I'optique non linéaire et I'électro-optique. C'est

d’ailleurs dans cette derniére voie que les premiéres utilisations de ce cycle ont été publiées.
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Figure I-2. Mécanisme de formation du groupe TCF. L’étape limitante est I'attaque nucléophile de I'alcool sur le
groupement cyano pour fermer le cycle a 5. Adapté de 1

1.B. Le TCF a I'assaut des modulateurs électrooptiques

La premiere application du TCF a été réalisée par I'équipe de Larry Dalton avec 'apparition de
chromophores présentant une architecture dipolaire grace au couplage entre le TCF accepteur et une
amine donneuse d’électrons a travers des ponts conjugués comme on peut le voir sur les molécules
FTC® ou le CLD-1" (Figure I-3). Ces chromophores ont ensuite été intégrés dans des polyméres et
alignés au sein de ceux-ci pour permettre de construire des matériaux électro-optiques pour des

applications non linéaires dans le domaine des télécommunications.

1.B.i La molécule CLD-1

Figure I-3. Structure des composés FTC et CLD-1 développés au sein du laboratoire de L. Dalton.

Ce phénomene est quantifié par les parameétres up (1 : moment dipolaire permanent et B :
hyperpolarisabilité du 1°" ordre de la molécule) a I'échelle moléculaire et par le coefficient électro-
optique rs3 mesuré apres incorporation et orientation des molécules en matrice solide. Ce dernier

illustre le décalage de I'amplitude de phase obtenu pour une certaine tension et dépend grandement
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de la longueur d’'onde de mesure. La valeur de up est donc importante pour une telle utilisation et
constitue un des critéres de sélection de tels fluorophores. Elle est généralement de I'ordre de 10
esu (unité de charges électrostatiques). Les valeurs de ces parametres pour les molécules présentées

plus haut sont résumées dans le Tableau I-1.

Chromophore  Amax(nm, CHCI3) UB1oum (107 esu)? rss(pm/V)®°
FTC 650 17576 83 @ 1.3 um
CLD-1 692 14067 45@ 1.3 um

Tableau I-1. Grandeurs physiques des composés FTC et CLD-1 mesurées a I’échelle moléculaire et dans le matériau.
9 mesuré par génération de seconde harmonique induite par champ électrique (EFISH). b mesuré avec une charge de 25 % en
chromophores dans un film de poly(bisphenol A carbonate-co-4,4’(3,3,5-trimethylcyclohexylidene)-diphenol), (APC)

Ces composés, bien que trés intéressants ont été ensuite développés et améliorés.
L’explication tient au comportement au sein du matériau : lorsque celui-ci est chargé avec de grandes
concentrations de chromophores, les dipoles ont tendance a s’agréger. Ceci entraine une diminution
de la valeur macroscopique du tenseur électro-optique du matériau rs3 défavorable a une utilisation

prolongée.

1.B.ii Espacement des chromophores

HO _~  ~_OH HO -~ ~~_-OH j\ J<
“ ] A

CLD-1 CLD-5 TBDMS-CLD-1
rs3 =45 pm.V' @ 1.3 pm rs3 = 55 pm.V-' @1.3 um rs3 =90 pm.V'@ 1.3 ym

Figure I-4. Structure de dérivés de CLD-1 encombrés pour diminuer la formation d’agrégats et conserver des
propriétés optimales au sein du matériau.4-6]

La premiere approche a donc été I'introduction de substituants encombrés sur le fluorophore

CLD-1 comme par exemple, des groupements n-hexyle (CLD-4)"! ou tert-butyldiméthylsilyle (TBDMS-
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CLD-1)"® qui n’affectent pas la valeur du B mais permettent une diminution des interactions

électrostatiques (Figure 1-4).

1.B.iii Squelettes avec des longues conjugaisons

D’autres fluorophores ont été ensuite synthétisés sur des squelettes autres que CLD. Tout
d’abord dans le méme groupe, avec une conjugaison comportant plusieurs thiophénes!” (I-1, Figure
I-5), par d’autres laboratoires, ensuite, avec, par exemple : des mérocyanines'® (I-2 et I-3) ou des
groupements phénylénes encombrés® (1-4). Malgré des variations sur la structure, la conservation de
la structure polaire permet d’obtenir des propriétés non linéaires intéressantes. Les mérocyanines
présentent des valeurs de pp élevées (> 8 900 108 esu) mais ce travail a été effectué a 800 nm soit
loin des longueurs d’onde des télécommunications. C'est pourquoi ces molécules n’ont ensuite pas été
intégrées dans des matériaux. Pour les deux autres, les coefficients rs3 sont plus faibles que ceux du
TBDMS-CLD-1 méme si la valeur de 70 pm/V a 1,3 um est présentée. De plus, la difficulté de synthése,
notamment de I-1 vis-a-vis des composés CLD les rend moins désirables pour des applications a large

échelle.

TBDMSO._~, ~_OTBDMS

1-2

up = 8900 108 esu @ 0.8 ym 13

up = 9384 10*® esu @ 0.8 pm

1-1
rs3 =70 pmV' @ 1.3 uym

L I-4

ra3 = 24 pm.V-' 1.5 um

Figure I-5. Autres dipdles synthétisés avec le groupement TCF pour une application électro-optique. tiré de ! pour I-
1, Bl pour I-2 et I-3 et de ) pour I-4.
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Pour dépasser les valeurs obtenues par les composés CLD, de nombreuses équipes ont
remplacé les méthyles du TCF par des groupements CFs ou phényles!?. Avec un TCF non modifié, ce
n’est que trés récemment qu’il a été possible d’obtenir une amélioration des propriétés non linéaires.
On peut citer, par exemple le composé synthétisé par Andreu et al.™! (Figure 1-6) qui posséde un

coefficient uP valant 31 000 x 10*esu a 1.9 pm.

up =3100010* esu @ 1.9 pym

Figure I-6. Structure du composé I-5!'1] possédant un trés large coefficient u8.

1.B.iv CPO-1 permet d’autres applications

Au sein du laboratoire, le groupement TCF a aussi été utilisé pour créer des fluorophores
électro-optiques. Des hémicyanines D-mti-A porteuses d’un groupement TCF ont ainsi montré de tres
bonnes propriétés non linéaires!*?3, Le composé CPO-1 par exemple présente, lui aussi, un coefficient
uB valant 31 000 x 108 esu a 1,9 um. Cette famille peut étre fonctionnalisée par la chaine portée par
I'indole ou alors par une réaction sur I'atome de chlore central. Les cyanines sont stables
thermiquement et lorsqu’elles sont incorporées dans un polymere, leurs propriétés électro-optiques
sont conservées avec un facteur rs; équivalent aux molécules CLD : r33= 90 pm/V a 1,06 um pour une
concentration de 25 % en fluorophore CPO-11%, Ce qui le rend intéressant est la facilité de la synthése :
ce composé peut étre facilement synthétisé a I'échelle de la dizaine de grammes contrairement aux

molécules CLD.

CPO-1R = CH,CgHs
CPO-2 R = (CH,)sCOOH

Figure I-7. Structure des cyanines CPO synthétisées au laboratoire.
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De plus, leurs propriétés spectroscopiques sont trés décalées dans le rouge avec une
absorption large au-dela de 800 nm (810 nm pour CPO-1, € =91 000 L.molt.cm™) et ils présentent des
propriétés d’absorption a deux photons autour de 1500 nm intéressantes (Figure I-8). Ces propriétés
ont aussi été utilisées pour des expériences de limitation optique aux longueurs d’onde des
télécommunications (A = 1 500 um). Des solutions concentrées de CPO-1 transmettent différemment
la lumiére suivant l'intensité du Laser : a faible intensité, on a un composé linéaire qui transmet
guasiment toute la lumiére (T > 0,9). Lorsque l'intensité du laser augmente, il y a une valeur seuil (10
J.cm pour CPO-1) & partir de laquelle I'intensité transmise décroit avec I'augmentation de I'intensité
incidente (voir Figure |-8, droite). Les données expérimentales de limitation optique ont été
interprétées sur la base d’absorption a deux photons et d’absorption a I'état excité. Lorsque le

chromophore est inséré dans un polymere, cet effet est utilisé dans le cadre de I'imagerie active.
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Figure I-8. Gauche : Spectres d’absorption de CPO-1 a un photon (ligne) et a deux photons (cercles) mesuré par la
méthode Z-scan dans le dichlorométhane. Droite : Transmittance de CPO-1 dans des solutions concentrées dans le
dichlorométhane : expérimetal (point) et théorique comprenant I'absorption a I’état excité (lignes).

1.2 Le groupement TCF est adapté pour l'imagerie

cellulaire

L'autre utilisation du groupement TCF est la fluorescence, i.e. I'émission de lumiere a partir
d’un état électronique excité. Cette émission peut couvrir une large gamme de longueurs d’onde,
depuis la lumiere ultraviolette jusqu’a I'infrarouge en passant par le visible. Grace au développement
de sondes spécifiques ou de protéines fluorescentes dérivées de la GFP™!, la microscopie par

fluorescence a permis de comprendre la structure de la cellule et d’accéder a certains mécanismes

moléculaires
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2.A. Spécificités de I'imagerie biologique

Pour utiliser un fluorophore pour I'imagerie biologique, il convient de s’adapter a certaines
spécificités inhérentes au milieu physiologique et au matériel biologique, en particulier a la présence

de I'’eau comme solvant et de fluorophores endogenes dans le milieu environnant.

2.A.i Solubilité dans les milieux physiologiques

Ainsi la premiéere caractéristique indispensable est la solubilité dans I’eau ou dans les tampons
recréant le milieu physiologique. Cependant, quand on parle de solubilité, il n’est pas nécessaire
gu’elle soit immense : il faut qu’elle soit suffisante pour pouvoir détecter la fluorescence.
Malheureusement, le groupement TCF est, de ce point de vue, défavorable. C’est un groupement
hydrophobe qui est compléetement plan car conjugué. De plus, la construction de dipéles
s’accompagne de la rigidification du systéme conjugué. Or pour améliorer les propriétés d’émission, il
est souhaitable d’étendre ce systeme, ce qui a pour effet d’augmenter la rigidité du systéeme et
I’hydrophobie de la molécule, ce qui est de nouveau défavorable a la solubilité.Une méthode usuelle
est de greffer des groupements oxygénés. Les exemples présentés dans la Figure 1-9 en sont des
illustrations. Les équipes de R. Weissleder*®! (I-6) ou R. Twieg et W. Moerner!*”! (1-8) ont choisi des
greffer des groupes polyéthylene glycol plus ou moins longs pour assurer la solubilité. De leur c6té,
Wu et al.l*® ont utilisé un dérivé coumarine (I-7). La présence du phénol et du groupement lactone

permet, elle aussi, d’améliorer la solubilité.

0 CN
NP
CN
/O\/\O/\/O\/\N CN
|
SO
2 1-6 o)
Aexc =560 nm,
O2N NO, Aem = 623 nm hexc =570 nm,
Aem = 663 NM
o) Q CN
Cla 0 0 J o~ ~_o0 ~ =
O/\/ \/\O/\/ \/\N A oN
H CN
1-8 N;

Aact =424 nm, Agye =572 nm, Agp, = 627 NM

Figure I-9. Exemples de fluorophores solubles dans I'eau et présentant une structure « push-pull » avec un TCF.

Il est aussi possible de greffer des groupements chargés comme on peut le voir dans cette

étude de Nishimura et al.'® (Figure 1-10) : que ce soit des ions ammoniums positifs ou des
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groupements sulfates chargés négativement, ils assurent la solubilité dans un environnement
physiologique. Ces composés amphiphiles ont été utilisés pour mimer des lipides. On peut d’ailleurs
déja noter I'absence de double liaison entre le TCF et le cycle aromatique qui a pour effet de diminuer

les longueurs d’ondes d’absorption et d’émission.

0 CN NC 0 (CH2)10CH3
)= —\ =
H3C(H,C)14 | CN NC NC SO.-
| 1-9 I-10 (CH3)11CH3
Aexc =472 nm Aexc = 500 nm
Aem =513 nm Aem = 531 nm

Figure I-10. Fluorophores synthétisés par Nishimura et al.*] et solubles dans I'eau gréce aux groupements chargés
positivement ou négativement.

2.A.ii Longueurs d’onde et fenétre de transparence biologique

Les positions des bandes d’absorption et d’émission sont un autre élément essentiel. En effet,
en milieu biologique, les cellules et les tissus ne sont pas transparents a la lumiére. Pour pouvoir exciter
une molécule, un photon doit traverser le milieu environnant et surtout, ne pas étre absorbé et diffusé
par celui-ci. Les composants présents qui absorbent le plus dans le visible sont I'eau, la mélanine et
I’hémoglobine (qu’elle soit oxygénée ou non)??. Leur absorption est présentée dans la Figure I-11.
Comme on peut le voir, il existe une fenétre, appelée fenétre de transparence biologique, ou
|"absorption est relativement faible et située entre 650 nm et 900 nm. Dans cette fenétre, les molécules
endogenes présentent dans le corps humain absorbent et diffusent beaucoup moins. Ceci a plusieurs
avantages. Tout d’abord, s’il n’est pas absorbé et diffusé, le faisceau excitateur peut pénétrer plus
profondément. Ainsi, la profondeur atteinte est de I'ordre du millimétre avec une lumiére verte tandis
qu’elle peut atteindre un centimétre avec une lumiére rouge!?!. Pour une imagerie biologique des
tissus profonds, il est donc indispensable d’utiliser des fluorophores dont les gammes d’absorption et

d’émission sont entre 650 nm et 900 nm.
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Figure I-11. Spectres d’absorption de I’hémoglobine et de I’'eau. Attention, les échelles verticales sont
logarithmiques. Dans la gamme 650-900 nm, I'absorption est beaucoup plus faible. extrait de 120

Mais méme pour des expériences in-vitro, il est intéressant de se situer dans la zone de
transparence biologique : qui dit moins d’absorption, dit moins d’excitation des cellules ou des
protéines environnantes. Si elles sont moins excitées, elles auront beaucoup moins I'occasion de
fluorescer a leur tour, ce qui diminue le signal d’auto-fluorescence!?” du milieu et renforce le rapport
signal sur bruit. La fluorescence collectée vient uniquement du fluorophore, et ce d’autant plus que la
longueur d’onde d’émission est décalée vers le rouge. Enfin, si les cellules ne sont pas excitées, elles
sont aussi moins sensibles a la dégradation, ce qui préserve le milieu environnant de dommages et de

la libération de radicaux libres qui peuvent étre toxiques.

Une derniére caractéristique importante des propriétés spectroscopiques prend en compte le
déplacement de Stokes. Plus celui-ci est grand, moins les photons émis pourront étre réabsorbés par
les fluorophores voisins car la superposition des spectres sera faible. Ceci permet une augmentation
de l'intensité. De plus, un grand déplacement de Stokes décale les longueurs d’onde d’émission vers
le rouge et permet de séparer facilement la lumiere émise par les chromophores de la lumiére

excitatrice et de la lumiére émise par les fluorophores intrinseques qui émettent dans le vert.

2.A.iii Stabilité et toxicité

Un dernier point important pour I'imagerie biomédicale est la stabilité des sondes : une
dégradation du fluorophore due a un photo-blanchiment entraine une diminution du signal émis. Par
exemple, la fluorescéine et les composés basés sur un cceur xanthéne sont connus pour étre sensibles
a la lumiére et rapidement dégradés en présence d’une source lumineuse de haute intensité (LASER

par exemple) voire méme lorsqu’ils sont exposés a la lumiere du soleil. L'utilisation des groupements

11
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TCF en optique non linéaire ainsi que dans des cellules voltaiques a permis de se rendre compte de

leur grande stabilité vis-a-vis d’une excitation intense (laser)!?3!,

Une instabilité de la sonde peut aussi entrainer une grande toxicité pour la cellule en libérant
des especes hautement réactives. Il faut aussi que la molécule seule ne soit pas toxique. Des
fluorophores basés sur un groupement TCF ont déja été utilisés pour I'imagerie biologique (voir pages

suivantes), ce qui constitue un premier argument quant a la faible toxicité de ce type de sondes.

2.A. Sensibilité a I'’environnement

Les fluorophores TCF sont trés sensibles a I'environnement, que ce soit a la polarité du solvant
ou a sa viscosité. L'imagerie biologique utilise principalement I'eau comme solvant, c’est pourquoi il
convient de vérifier si les conséquences spectroscopiques d’un tel environnement sont positives ou

négatives.

2.A.1 solvatochromisme

Le solvatochromisme correspond au décalage bathochrome (solvatochromisme positif) ou
hypsochrome (solvatochromisme négatif) des propriétés spectroscopiques dans des milieux polaires.
Pour les composés TCF, il est généralement positif, ce qui est trés intéressant car il permet un décalage

vers le rouge de la fluorescence dans I'eau.

Le solvatochromisme est le résultat d’une plus grande séparation des charges a I'état excité
donc d’un plus grand moment dipolaire. Les molécules de solvant qui sont aussi des dipoles peuvent
alors se réorienter pour stabiliser le fluorophore et diminuer son énergie. Ainsi le déplacement de
Stokes est augmenté dans les milieux polaires ce qui permet une meilleure séparation de la lumiere
excitatrice et de la fluorescence émise par les fluorophores. Cet effet est d’autant plus prononcé que

le solvant est polaire.

Le déplacement de Stokes est donc proportionnel a la différence entre les moments dipolaires
dans les états fondamentaux et excités. Une étude de Lord et al.?*! dont est issue la Figure I-12 montre
I'influence du nombre de cycles aromatiques sur le solvatochromisme d’un fluorophore TCF. D’un
groupe phényle a un naphthaléne puis un anthracene, il est de plus en plus marqué, i.e. le déplacement
de Stokes augmente plus vite sur une molécule plus allongée. En effet, dans le cas d’un dipodle, plus la
molécule est allongée, plus la variation entre le moment dipolaire fondamental et le moment dipolaire
a I'état excité va augmenter vite comme le montrent les différentes pentes des corrélations du
graphique. Ceci est d{ a une redistribution a plus longue distance des charges qui induisent une plus

forte augmentation du moment dipolaire a I'état excité.

12
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Figure I-12. Graphique détaillant le déplacement de Stokes AV en fonction de la polarité du solvant Af pour des
molécules avec un cycle conjugué de différente taille. Adapté de 123!

2.A.ii Viscosité

L'intensité de la fluorescence est aussi dépendante de la viscosité du milieu environnant. Dans
le cas des fluorophores TCF, plus le milieu est visqueux, plus la fluorescence est intense grace a la
restriction de rotations et vibrations moléculaires. L'exemple présenté dans la Figure I-13 met en avant
ce phénomeéne (sans aller jusqu’a I'imagerie biologique pour I'instant) : on peut augmenter la viscosité
du toluéne en le gelant. On atteint alors un cas extréme de viscosité et comme on peut le voir sur la
photographie, I'intensité de fluorescence est trés largement augmentée.

o cNB
— DCDHF-P

=
CN
NN CN toluene  frozen

W DCDHF-N

Figure I-13. Droite : photographies sous lampe UV (Aexc= 365 nm) du chromophore DCDHF-P-6 ¢ méme concentration
dans toluéne et le toluéne gelé. Adapté de 124

1.3 Quelques utilisations du TCF en biologie

Les caractéristiques des chromophores basés sur les groupements TCF sont particulierement
favorables pour I'imagerie biologique car le pouvoir électro-attracteur du TCF permet un tres fort
décalage vers le rouge des longueurs d’onde qui se rapprochent de la fenétre de transparence

biologique. En solution, I'architecture la plus utilisée comporte comme groupement donneur une
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aniline située en para du groupement TCF comme par exemple DCDHF-P, présentée dans la Figure I-12

ou NH>-TCF avec un pont vinylique entre le TCF et la partie donneuse (Figure |-24, page 21).

3.A. Imagerie en fonction de I'’environnement

3.A4.i Membrane cellulaire

Suivant la localisation du fluorophore, I'augmentation de la fluorescence avec la viscosité peut
étre un grand avantage pour la diminution du bruit de fond pour imager les environnements rigidifiés :
par exemple si on cible la membrane cellulaire, les fluorophores qui ne sont pas dans la région d’intérét
(milieu extracellulaire par exemple) sont dans un environnement moins contraint et moins visqueux.
Leur intensité de fluorescence est alors plus faible que ceux situés que I'on veut suivre et le bruit de
fond est diminué. Le fluorophore DCDHF-N, ainsi que les molécules 1-9 et I-10 présentées Figure 1-10,
ont été utilisés avec de longues chaines pour observer la dynamique des membranes et la diffusion
des lipides!*®!. Avec des chaines lipophiles longues d’une douzaine de carbones, les fluorophores
présentent un comportement amphiphile qui correspond a celui de nombreux lipides. Les sondes

s’'inserent parfaitement dans la bicouche lipidique.

Il est méme possible de faciliter I'intégration cellulaire grace a des peptides. Par exemple, a
I"aide d’'un groupe maléimide, les fluorophores sont couplés a un oligomere composé de huit arginines
(Figure 1-14). Pour comprendre le mécanisme de pénétration cellulaire de tels peptides, Lee et al.l*”

ont observé les interactions de cette sonde avec la membrane et le déplacement de chaque

fluorophore au sein de celle-ci.
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Figure I-14. Structure de la sonde Arg8-D-V qui permet d’obtenir des images de membrane cellulaire avec une
diminution de la concentration de A a C. D : trajectoire de chaque fluorophore au sein de la membrane. Adapté de [2°]
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3.A.ii ARN

La sensibilité a I’environnement permet aussi de créer des sondes qui s’allument ou s’éteignent
suivant les interactions qu’elles ont avec leurs semblables. Par exemple, la formation de dimeres de
fluorophore entraine une extinction de la fluorescence. Ce phénoméne a été utilisé par Conley et al.?¢!

pour des sondes sensibles a des séquences ADN sur le modéle de « molecular Beacon » (Figure 1-15).

Avant activation, la boucle est repliée sur elle-méme et les fluorophores forment des dimeres
en agrégat H : la fluorescence est éteinte avec une extinction de 97,2 % (voir Figure |-15). En présence
de la séquence ADN cible, il y a appariement avec la séquence de la boucle, ce qui a pour effet de la

déplier et d’éloigner les fluorophores permettant de retrouver la fluorescence.

NC quenched
o N 4b l
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7 + target 3
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Figure I-15. Structure du fluorophore utilisé par Conley et al. pour détecter une séquence génétique par le principe
du « molecular beacon ». A droite, le principe de détection de cette sonde. adapté de 126!

Figure I-16. Images de fluorescence de la sonde (Aexc = 605 nm, Aem = 660 nm) avant (gauche) et 60 s apres (droite)
I'addition de la séquence ADN cible.

3.B. Détection de la présence de molécules

Plusieurs approches ont été utilisées pour détecter la présence de petites molécules dans le

milieu environnant. On peut les résumer en deux grands types : supramoléculaire et réactivité. Pour la
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Chapitre | : Le TCF a travers la chimie

premiere, la complexation de I'espéce ciblée entraine des variations de fluorescence. Pour la seconde

il s’agit de réagir avec la cible pour modifier les propriétés d’émission.

3.B.i Détection des ions

L'approche supramoléculaire est trés utile pour détecter des espéces chargées telles que les
ions grace aux nombreuses interactions électrostatiques ou dipolaires ainsi qu’aux liaisons
hydrogénes. Un des premiers exemples d’un tel type de détection avec un dérivé TCF a été proposé
par Zhou et al.?”! en 2011 avec une sonde sensible au potassium. Sa structure est présentée dans la
Figure 1-17. Elle est construite sur I'architecture dipolaire habituelle mais I'aniline fait partie d’'un
cryptand, le triazacryptand connu pour ses propriétés de bon chélatant des ions K*. La sonde KS2 est
faiblement fluorescente (0,11 % de rendement quantique) mais s’allume lors de I'ajout de potassium
(et uniguement de potassium car la sonde est sélective vis-a-vis des autres cations) avec un rendement
qguantique qui est multiplié par 50 pour atteindre 5,6 %. Les auteurs proposent comme explication un
arrét de la désexcitation par transfert de charge, mais il est surprenant que les longueurs d’onde
d’absorption et d’émission ne soient pas modifiées si le transfert de charge est modifié. La longueur
d’onde d’émission maximale (650 nm pour une excitation a 560 nm) se situe au début de la fenétre de

transparence biologique et c’est pourquoi la sonde n’a pour l'instant été testée qu’en conditions in-

vitro.
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Figure I-17. Haut : Structure de la sonde KS2 sensible a la présence de potassium. Bas : Spectres d’émission de KS2
dans un tampon HEPES (pH 7,2) a différentes concentration en KCl (Aexc = 560 nm). Droite Variation de fluorescence en présence
de différents cations a leur concentration biologique. adapté de Zhou et al.27)
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1.3 : Quelques utilisations du TCF en biologie

Un second exemple de reconnaissance supramoléculaire a récemment été proposé par Gwon
et al.'?® sur des composés sensibles aux anions F. La partie donneuse du dipdle est un imidazole
capable de former des liaisons hydrogenes avec le fluor (Figure I-18). En présence de I'espéce ciblée,
les spectres d’absorption sont extrémement modifiés avec la disparition du pic a 540 nm et I'apparition
d’une nouvelle bande autour de 440 nm. Cependant cette sonde ne peut pas étre utilisée pour la
détection par fluorescence. En effet, lors de I'excitation par lumiere UV, le milieu devient totalement
transparent. Ceci peut étre expliqué par une cycloaddition [2 + 2] entre les doubles liaisons C=C comme
le montre la Figure I-18. Cette réaction est totalement réversible avec le retour du monomeére en vingt
secondes dans le noir mais empéche une éventuelle application future pour une détection par

fluorescence.

uv
dark

Figure I-18. Sonde sensibles aux ions Fluor par liaison hydrogéne. Malheureusement la formation de diméres sous
UV ne permet pas I'utilisation de fluorescence pour la détection.

D’autres sondes ont été créées pour réagir avec leur cibles en créant ou brisant des liaisons
covalentes plutot que juste interagir par des interactions supra moléculaires. C’'est le cas, par exemple
de la sonde BODIPY-TCF qui est sensible aux ions hypochlorites!??. La double liaison entre le TCF et la
BODIPY peut ainsi subir une coupure oxydante et permettre la libération de la BODIPY d’un c6té et

d’un TCF aldéhyde de I'autre (Figure 1-19).
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Figure I-19. La réaction de la sonde BODIPY-TCF avec ClO- permet de retrouver la fluorescence de la BODIPY alors
que celle de la sonde BODIPY-TCF disparait. Spectres d’émission de la sonde BODIPY-TCF (Aexc= 465 nm) au cours de la réaction
avec NaOCl (60 uM) dans un tampon PBS. En insert : photographies de la sonde en absence (gauche) et en présence (droite)
de NaOCl sous lampe UV. tiré de 29

La présence du TCF étend la conjugaison et permet un décalage bathochrome des longueurs
d’onde d’absorption et d’émission (respectivement 90 nm et 120 nm) ainsi que, malheureusement,
une diminution du rendement quantique. L’addition de NaOCl rompt cette conjugaison et entraine de
grands changements dans les propriétés de fluorescence : la couleur émise change du rouge vers un
vert intense comme on retrouve les propriétés d’'une BODIPY non substituée (Figure I-19) utilisable

pour I'imagerie in-vitro

La détection d’espéces métalliques est aussi possible avec des sondes de type TCF. La réaction
de la sonde synthétisée Hg-TCF par Atta et al.?% avec le mercure (I1) entraine ainsi une cyclisation et la
formation d’un benzofuranylmercure (Figure 1-20). Cette cyclisation est sélective vis-a-vis des autres
especes métalliques et s’Taccompagne d’une modification de I'absorption avec une décoloration et une
couleur qui passe du bleu au jaune tres clair. Malheureusement, cette réaction se fait dans un mélange
comportant 30 % de DMSO, ce qui n’est pas utilisable pour une visée biologique. De plus, les auteurs

n’ont pas testé les propriétés de fluorescence.
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Figure I-20. Réaction de la sonde Hg-TCF avec le mercure qui permet la cyclisation et la formation de benzofurane.
De part et d’autre de la réaction : photographies de solutions de la sonde et du produit dans un mélange DMSO/H ;0.

3.B.ii Thiols et espéces soufirées

Une autre famille présente en grande quantité dans les milieux biologiques et pouvant étre la
cible de sondes TCF est formée par les especes soufrées : les différents thiols ou les plus simplement
les ions sulfites. Le premier exemple (I-6) correspond a l'allumage d’une sonde en présence de
différents thiols!*®!. l’aniline conjuguée au groupement TCF est porteuse d’une part du groupement
polyéthyléne glycol qui assure la solubilité dans I'’eau et d’autre part d’un dinitrophényl-sulfonamide

qui va assurer la réactivité avec les différents thiols.
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Figure I-21. Déprotection de la sonde I-1 par un thiol pour redonner la fluorescence.

La protection de I'aniline par le groupement 2,4-dinitrobenzene sulfonamide éteint la
fluorescence en conjuguant I'azote au groupement sulfonyle, ce qui diminue son c6té électro-donneur.
Le thiol réagit par addition élimination sur le soufre et libére 'amine libre. Ceci permet de retrouver la
fluorescence avec une multiplication par 120 du signal et une émission avec un maximum de 620 nm.
Cette protection est relativement sélective et seuls les thiols permettent de retrouver la fluorescence.
Encore une fois, I'intensité maximum est située a 623 nm, ce qui a permis une visualisation in-vitro des

thiols avec un tres faible bruit de fond.

Les ions SO3% peuvent aussi étre détectés par des sondes basées sur les TCF. L’exemple de Wu
et al."® (Figure 1-22) montre que ces ions peuvent former une addition de Michael sur les cétones a,B-

insaturées et modifier les propriétés de fluorescence de telles sondes. La diminution de la longueur de
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conjugaison se retrouve dans les longueurs d’onde d’émission du produit qui sont décalées vers le vert.
La sonde peut alors étre utilisée de maniere ratiométrique car I’émission a 663 nm, caractéristique de
la sonde I-7, diminue tandis qu’une nouvelle bande correspondant au produit de I'addition des ions

sulfites, apparait a 523 nm. Il est alors possible de remonter a la concentration en sulfite.
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Figure 1-22. Addition des ions sulfites sur la sonde I-7 pour modifier grandement les propriétés spectroscopiques.
Spectres d’émission de I-2 (gauche, Aexc = 580 nm) et du produit de la réaction (centre, Aexc = 466 nm) dans un tampon HEPES
a pH 7,4. Droite : Ratio d’intensité entre les deux bandes permettant de remonter a la concentration en SO3%. tiré de [18],

3.C. Détection de protéines

Il est aussi possible de détecter des protéines, que ce soit leur présence ou leur activité. Une
méthode couramment employée est de substituer une aniline ou de l'intégrer dans une liaison

peptidique pour la greffer sur une enzyme ou un substrat d’enzyme.

3.C.i Présence de protéines

L'intérét des fluorophores TCF consiste en leur faible taille lorsqu’on les compare aux protéines
GFP. lls peuvent ainsi accéder a des endroits beaucoup plus confinés, méme lorsqu’ils sont attachés a
un substrat. Une premiére démonstration a été apportée par Ondrus et al.®Y avec I'utilisation de
saxitoxine conjuguée a un fluorophore : STX-TCF (Figure 1-23). La saxitoxine est un poison qui se lie au
pore extracellulaire des canaux a sodium controlés par le potentiel de membrane. De par sa taille, une
protéine GFP couplée a la saxitoxine modifierait les propriétés d’association mais la sonde STX-TCF,
elle, possede des propriétés inchangées. Il est alors possible de suivre la localisation et la diffusion de
tels canaux au sein de la membrane. L'intensité émise par la sonde est suffisante pour permettre de
suivre chague molécule fluorescente et donc de suivre individuellement chacun des canaux. L’analyse

de ces trajectoires montre qu’ils se déplacent dans la membrane a la vitesse de 680-970 nm/s.
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.3 : Quelques utilisations du TCF en biologie

Méme si leur rendement quantique est inférieur a 10 %, cet exemple montre que les
fluorophores TCF sont suffisamment fluorescents pour permettre de détecter des molécules uniques.
Chaque molécule peut en effet émettre des millions de photons avant d’étre photoblanchie. Un suivi
de molécule unique est possible alors a la condition que I’émission soit suffisamment décalée vers le

rouge pour éliminer le bruit de fond d{ a I'autofluorescence du milieu, ce qui est le cas pour ce type

de fluorophores.

*H,N

STX-TCF

E_——— Neurite

—

Figure I-23. Structure de STX-TCF développée par Ondrus et al. pour marquer les canaux a sodium.3Y, Suivi d’un

canal marqué par STX-TCF au cours du temps au sein d’un neurite. Cette image est la superposition de 302 images acquises
toutes les 50 ms.

3.C.ii Activité enzymatique
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Figure I-24. Sonde pour 'activité de la leucine aminopeptidase développée par Yoon et al.B2 A : spectres d’émission
de TCF-NH; et TCF-Leu (Aexc= 525 nm) B : cinétique de réaction de la sonde avec la leucine amino peptidase (Aexc= 525 nm, Aem

=605 nm)
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Chapitre | : Le TCF a travers la chimie

L'exemple précédent montrait seulement des interactions entre la sonde et la protéine mais il
est possible d’obtenir une réaction entre les deux. En générale, cette approche s’accompagne de la
libération d’une simple aniline-TCF : NH»-TCF (voir Figure |-24 et Figure 1-26). Le premier exemple
correspond a l'activité de la leucine aminopeptidasel*?. Cette enzyme clive un lien peptidique et
comme son nom l'indique, elle est capable de détecter la présence d’une leucine. La sonde est donc
basée sur cette architecture avec I’aniline qui forme une liaison peptidique avec une leucine (Leu-TCF,
Figure I-24). Comme I'azote est aussi conjugué sous forme amide, il est trés peu donneur vis-a-vis du
reste de la molécule ce qui entraine une disparition de la fluorescence avant activation. La rupture du
lien peptidique par I'enzyme permet de retrouver la fluorescence. Cette réaction s’accompagne aussi

d’un changement de couleur, du jaune vers le rose et d’'une apparition de la fluorescence

Sur le méme modeéle, Yount et al.®3 ont greffé un acide aminé glutamate via un pont urée. La
encore la conjugaison du groupement urée permet de diminuer la fluorescence de la pro-sonde Glu-
NH>-TCF avec le méme changement de couleur que précédemment (Figure 1-25). Cette sonde est
substrat de la carboxypeptidase G2 (CPG2). C’est une enzyme rapporteuse (« reporter enzyme ») qui
permet de vérifier la présence de certaines protéines : le géne de I'enzyme est fusionné au géne cible.
Si le second est exprimé, la protéine est produite mais fusionnée avec I'enzyme CPG2. Celle-ci peut

alors réagir sur la sonde pour allumer le signal.

CPG2 - +
0 min
effector HO- 0 o on i
S
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CPG2 Carboxypeptidase G2
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Figure I-25. Détection de certaines protéines par Yount et al. a I'aide d’une enzyme fusionnée a la protéine qui réagit
sur la sonde. Droite : photographie de la sonde en absence (-) et présence (+) de CPG2 a t = 0 min (lumiére blanche, haut), t =
30 min (lumiére blanche, centre et UV bas). adapté de 33

La transformation d’un groupement nitro en groupement amine est aussi un moyen de
détecter une activité enzymatique. L’enzyme ciblée, dans ce cas-13, est la nitroréductasel®*. Le nitro
est un fort groupement attracteur, ce qui rompt le caractére dipolaire de la molécule NO,-TCF et éteind

la fluorescence qui peut étre, de nouveau, récupérée aprés activation par I'enzyme.
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Figure I-26. Sonde DCDHF-NO; pour I'activité de la nitrorductase développée par Lee et al.l34

3.D. Microscopie super résolue STORM

Le fluorophore NH>-TCF présente aussi I'avantage de pouvoir étre activé, non par voie
enzymatique mais par voie photochimique. En remplagant I'amine par un groupement azido (N3-TCF),
I'architecture D-mt-A est détruite car l'azido est faiblement électro-attracteur. Cependant il est
photolabile sous irradiation a 407 nm et conduit a un nitréne intermédiaire. Celui-ci est suffisamment

stabilisé par la présence du TCF pour permettre la formation d’une amine : NH,-TCF (Figure 1-27).

La Figure I-27 permet de mettre en évidence I'efficacité de ce type de fluorophores : avant
activation, des cellules incubées avec N3-TCF ne montrent aucune fluorescence alors que la photo-
activation permet d’obtenir une image beaucoup plus lumineuse. L’intensité nécessaire pour convertir
la sonde en NH,-TCF est extrémement faible : 3 ordres de grandeur inférieurs a l'intensité nécessaire

a l'acquisition de I'image®’, ce qui préserve I'intégrité des cellules.

Figure 1-27. Haut : réaction de photoactivation de TCF-Ns. La perte de diazote forme un nitréne intermédiaire
hautement réactif qui peut ensuite former 'amine fluorescente. Bas : Images de cellules CHO incubées avec TCF-Ns. Gauche :
avant photoactivation. Droite : apres photoactivation par un flash de 10 s de lumiere (407 nm, 0,4 W/cm?). L’image par
transmission est en rouge, la fluorescence (Aexe= 594 nm) en vert. Barre d’échelle : 20 um. adapté de'3°]
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Ce mode d’activation est trés recherché pour les nouvelles formes de microscopie hautement
résolues de type STORM. De plus, par rapport aux mutants GFP utilisés habituellement, ils émettent
plus de photons avant d’étre blanchis et peuvent étre modifiés facilement pour s’adapter aux désirs
des chimistes. L'équipe de W. E. Moerner a greffé la sonde présentée dans la Figure I-28 sur des
protéines pour suivre leur localisation dans les cellules™™” par microscopie STORM. La présence des
groupements oxygénés sur le noyau aromatique augmente tellement la photosensibilité qu'il est
possible d’activer la molécule avec la seule présence d’'un écran d’ordinateur allumé a c6té du
microscope. Ceci permet de prévenir tout dommage dans les cellules mais entraine une autre
complexification pour la préparation des échantillons dans le noir. Ces sondes ont permis d’obtenir
des images de protéines responsables de la division cellulaire (PopZ et AmiC) dans des bactéries
C. crescentus non fixées (i.e. vivantes) au cours de la mitose avec une précision de l'ordre de la

trentaine de nanometres.
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Figure 1-28. Sonde pour la microscopie super résolue pouvant se fixer sur certaines protéines. Droite : images super-
résolues (STORM) des protéines ciblées (PopZ et AmiC) a l'intérieur de cellules de C. crescentus avec une précision de 32 nm.
temps d’acquisition : 75 s. tirés de Lee et al.[7]

Il faut cependant noter que Chen et al.® ont récemment montré que la photoactivation n’est
pas la seule méthode de conversion d’un azido en amine. La présence de sulfure d’hydrogéne (H,S)
permet, elle aussi, de former NH,-TCF a partir de N3-TCF avec certes une cinétique plus faible (1 h pour
une conversion compléte) mais non nulle et permet de parfaitement imager des cellules incubées en

présence de sulfure d’hydrogene.

1.4 Objectifs de ce travail de these

Le but de cette these est de développer I'utilisation de fluorophores dérivés du groupement
TCF, comme sondes en biologie. En effet, méme si le chapitre de présentation n’en donne pas
I'impression, les possibilités qu’offre ce groupement sont peu exploitées en biologie (sur les trois cent

structures répertoriées sur SciFinder, les exemples a visée biologique sont peu nombreux et quasiment
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tous présentés dans les pages précédentes). En particulier, les architectures avec des amines comme
groupement donneur sont surreprésentées par rapport aux autres groupements donneurs qui

existent.

4.A. Quel est I'apport d’atomes d’oxygene pour de telles structures ?

Comparé au grand nombre de structures azotées, il n’existe que peu de molécules porteuses
d’un atome d’oxygéne comme groupement électro-donneur : cing publications et un brevet et I'une
d’entre elles ne traite que de la synthése sans s’intéresser aux propriétés’®”, La seule application qui
se rapproche de la biologie est la détection de mercure présentée plus haut (3.B.i, page 16). Les autres
références sont plutdt des applications électro-optiques au sein de polymeéres4% développées au
sein du laboratoire de F. Ferndndez-Lazaro. Méme si les propriétés non linéaires de ces composés
(Figure 1-29) sont moins intéressantes que le CLD-1 ou CPO-1 avec des valeurs de uf ne dépassant pas
1000x10“® esul®® qui s’explique par une conjugaison plus réduite et un caractére dipolaire moins
marqué, ils sont cependant beaucoup plus simple a synthétiser et peuvent étre produits en grosse
quantités. De plus, compte tenu de la petite taille du systéeme conjugué, les valeurs de pB sont

relativement élevées.
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Figure 1-29. Structure des fluorophores oxygénés développés au sein de I’équipe de F. Ferndndez-Ldzaro

Les différentes propriétés de ce type de composé sont avantageuses pour des études en
biologie : les études photophysiques montrent qu’ils sont plus stables vis-a-vis du photoblanchiment
que leurs équivalents porteurs d’azotes. De plus, méme si les propriétés spectroscopiques sont
décalées vers le bleu (Aem = 580 nm pour 1-9), le déplacement de Stokes est plus important : 125 nm
contre 57 nm pour TCF-NH,. Enfin, le rendement quantique mesuré semble étre plus important avec
des oxygénes : 0,8 % pour I1-95% tandis que TCF-NEt; n’a qu’un rendement de 0,2 % dans I'eaul*!. Dans
un milieu tres visqueux comme lorsqu’ils sont incorporés au sein de polymeéres, ces rendements de
fluorescence sont encore améliorés, ce qui est un avantage pour une utilisation en biologie ou les
membranes, par exemple, sont des environnements trés contraints. Nous avons donc décidé de nous

intéresser a ce type de molécule.

25



Chapitre | : Le TCF a travers la chimie

4.B. Applications en solution

Les chapitres 2 et 3 seront consacrés a la fluorescence en solution. Le but du premier projet
était d’obtenir des fluorophores dont les propriétés spectroscopiques sont modifiées par la présence
ou la réaction avec des molécules présentes dans le corps humain. Dans un premier temps, une série
de phénols couplés a des groupements TCF a permis d’obtenir des sondes sensibles au pH (Figure I1-30
et chapitre 2). Le pKa de ces sondes a été étudié et optimisé pour I'adapter au pH physiologique. Apres
une étude photo physique approfondie qui a permis de mesurer de maniére ratiométrique le pH, ces
sondes ont été testées en conditions in-vitro pour vérifier leur possible application. Enfin ces sondes

ont été fonctionnalisées pour permettre de cibler certains organites tels les mitochondries.

OH ) 7 CN
H* o / o)

Figure 1-30. Exemple de sonde pH développée dans le chapitre 2.

En remplacant le groupement hydroxyle par un groupement pinacolborane (chapitre 3), la
fluorescence est éteinte et seule la réaction avec le peroxyde d’hydrogéne permet de retrouver un
phénol comme ceux étudiés au chapitre 2 (Figure I-31). La synthése des sondes ainsi que leur analyse
spectroscopique ont été effectuées avec un accent particulier mis sur la sensitivité de faibles
concentrations en peroxyde d’hydrogene et la sélectivité vis-a-vis des autres espéces oxydantes. La
libération du phénol permet aussi de mesurer en paralléle le pH de la solution. Enfin, une étude de
I'influence de divers sucres a été menée. Ces sucres permettent d’améliorer la cinétique au détriment

du caractére OFF/ON de ces sondes.
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Figure I-31. Exemple de sonde au peroxyde d’hydrogéne étudiée dans le chapitre 3.

4.C. Fluorescence a I'état solide

La fluorescence a I'état solide sera étudiée dans les deux derniers chapitres, tout d’abord d’un

point de vue fondamental puis avec une possible application pour la détection enzymatique. Dans le
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chapitre 4, les groupements phénols des premiers chapitres ont été remplacés par des groupements
méthoxys (Figure 1-32). La fluorescence a I’état solide de ces différents composés a été étudiée et une
émission tres décalée vers le rouge a été obtenue. Ces composés présentent la propriété d’étre peu
fluorescents en solution ce qui amene une apparition de celle-ci lors de la précipitation des composés
dans un non solvant. Une étude de |'organisation dans le cristal a aussi été menée pour tenter de
mettre en relation la structure du fluorophore, les longueurs donde d’émission et la présence

d’agrégats Hou J.
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D

Figure 1-32. Structure des composés étudiés dans le chapitre 4 avec comme groupement donneur des méthoxys, des
halogenes ou des carbazoles.

D’autres groupements donneurs ou un allongement de la conjugaison peuvent aussi modifier
les propriétés spectroscopiques vers la fenétre de transparence biologique. L’introduction de
groupement carbazole a ainsi permis d’obtenir des composés avec des maxima d’émission au-dela de

700 nm.

Ces composés ont ensuite été utilisés dans le chapitre 5 pour détecter une activité
enzymatique. Les enzymes ciblées sont la phosphatase alcaline et une B-glucosidase. En greffant un
phosphate ou un glucose sur un composé fluorescent a I'état solide comme par exemple isovanilline-
TCF (Figure 1-33), nous avons voulu disposer de sondes solubles capables de libérer le fluorophore
aprées activation par I'enzyme. La précipitation de ce dernier s"accompagne alors de fluorescence a
I’état solide. Une deuxiéme génération de sondes a été synthétisée avec des groupements espaceurs

pour faciliter la reconnaissance enzymatique ainsi que diminuer la solubilité.

©
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Figure 1-33. Exemple de sonde enzymatique décrite dans le chapitre 5.
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Chapitre II De I'optimisation du pKa a la synthese

de sondes sensible au pH

Ce chapitre présente une premiere application de l'utilisation du groupement TCF pour
I'imagerie biologique. Il s’agit de sondes fluorescentes sensibles a des variations de pH dans des milieux
biologiques. En effet, la concentration en proton dans un milieu intracellulaire (pHi) ou extracellulaire
(pHe) n’est pas une grandeur fixée de maniére absolue. En réalité, cette valeur est tres finement
régulée par I'organisme et il est important d’étre capable d’enregistrer ces variations qui peuvent
fournir de nombreuses informations sur les mécanismes physiologiques ou |'état de santé de

I’organisme.

I1.1 Quel intérét a étudier le pH cellulaire ?

1.A. Une régulation des processus biologiques grace au pH

intracellulaire

Méme s’il est communément admis que le pH physiologique présente une valeur comprise
entre 7,0 et 7,4, celui-ci présente de grandes variations locales au sein d’une cellule, d’un tissu
cellulaire ou d’un organisme. Le pH représente alors un moyen de contréle de nombreux mécanismes
biologiques car une variation de la concentration en ions H* peut moduler I'activité enzymatique et

controler de nombreux processus physiologiques.

1.A.i Quand l'activité enzymatique dépend du pH

L’activité de nombreuses protéines est pH-dépendante : une protonation ou déprotonation de
sites sensibles au pH peut modifier leur conformation et donc I'activité enzymatique (loi d’allostérie
par exemple). Un exemple parmi d’autres est représenté par des échangeurs Na*/H* présents dans la
membrane cellulaire. Ceux-ci permettent d’évacuer des protons vers le milieu extérieur en échange
d’ions sodium grace a des canaux transmembranaires. Ceux-ci sont ouverts quand I'échangeur est
protoné, i.e. quand le pH; est inférieur a 7,014, Par contre quand le milieu intracellulaire atteint une
valeur de pH supérieure, I’échangeur change de conformation a cause d’une déprotonation, le canal

se ferme et il n’y a plus d’échange.

Dans le méme ordre d’idée, de nombreuses autres enzymes présentent une gamme de pH

préférentielle. Parmi les différents exemples, on peut citer I'adénylate cyclase®® (notée AC qui
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Chapitre Il : De I'optimisation du pKa a la synthése de sondes sensible au pH

synthétise I’AMP cyclique, messager cellulaire) dont I'activité augmente avec le pH (voir Figure II-1, ci-
dessous), la phosphodiestérase!* de rat (PDE, rupture de liaison phosphodiester) avec un pH optimum
a 7,2 (voir Figure I1-1, ci-dessous) ou encore I'endonucléase de cellule Jurkat!®® (cellule de lymphocyte
T) active lorsque le pH intracellulaire (pH;i) est acide, inférieur a 6,8 (voir Figure 1l-2, ci-dessous) avec

un maximum a un pH de 6,2.
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Figure II-1. Activité en fonction du pH de I'adénylate cyclase (AC) et de la phosphodiestérase (PDE) de foie de rat. Les
pointillés représentent le pH; mesuré dans le foie. Tiré de 46]

CON 6.2 6.4 86 .68 - 70...72

Figure 1I-2. Gel de migration montrant la dépendance en pH de I'activité de I'’endonucléase provenant de cellules
Jurkat. Cette enzyme transforme de I’ADN plasmidique enroulé (SC) en cercle ouvert (OC) désenroulé qui migre moins sur un
gel d’agarose. Tiré de ref 45

1.A.ii pH et croissance cellulaire sont liés

Cette régulation de I'activité enzymatique permet un controle des différents processus
présents a grande échelle dans I'organisme!®®!. Une alcanisation ou une acidification du pH; participe a
I'activation simultanée de différentes enzymes et permet une synergie des effets. Un exemple

particulierement remarquable dans ce domaine est la croissance cellulaire et son contraire, I'apoptose.

En général, la prolifération cellulaire est accompagnée d’une augmentation du pHi**”! comme
le montre la Figure II-3 pour des cellules lymphoides : lors des 2 premiers jours, lors de la croissance

cellulaire, le pH;augmente pour atteindre un pic autour de 7,8. Au contraire, une acidification soudaine
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II.1 : Quel intérét a étudier le pH cellulaire ?

du pHi accompagne généralement I'apoptose de la cellule comme on peut le voir sur la méme figure a
partir du 2" jour. A la fin de I'expérience, quand moins de 20 % des cellules sont viables, le pH se situe
autour de 7,2 soit 0,3 unités de pH en dessous du pH qui permet le développement des cellules. Cela
a aussi été montré pour les cellules HL60 dont le pH diminue de 0,2 a 0,3 unités lorsqu’elles entrent en

apoptosel*®],
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Figure 1I-3. Evolution de la densité cellulaire (gauche, trait plein), de la viabilité (gauche, pointillés) et du pH (droite)
de la lignée cellulaire lors de traitement encourageant la prolifération (jours 0 a 2) puis I'apoptose (Jours 2 a 4).En abscisse,
I’échelle est en jours. Adaptée del4”]

En plus d’accompagner la croissance et I'apoptose, une variation de pH peut étre a I'origine
d’un changement de comportement : une premiére preuve a été apportée par Gottlieb et al.l* grace
a l'utilisation d’une base faible pour empécher la diminution du pHi. Cette méthode permet d’inhiber
la mort cellulaire et entraine la survie de cellules qui étaient entrées en phase d’apoptose. Au contraire,
lorsqu’on diminue artificiellement le pH; de la cellule, de nombreuses protéines chargées de « digérer »
I’ADN deviennent actives. Ces protéines, comme par exemple I'endonucléase présentée a la page
précédente, vont détruire le matériel génétique et induire I'apoptose. Une augmentation du pH;
permet, quant a elle, de démarrer la production d’ADN nécessaire a la mitose et ce, quelle que soit la
phase dans laquelle la cellule était précédemment! La vitesse de cette production augmente méme
avec le pH que ce soit pour de ’ADN cellulaire®™ ou des réplications de génome viral®®Y. En réalité tout

le processus de mitose est accéléré § pH 8 par rapport a pH 6,6 comme 'ont montré Obara et a/*?.

Tous ces exemples montrent que le controle du pH est nécessaire pour la cellule car celui-ci
implique un contréle des processus physiologiques. Une valeur anormale du pH est révélatrice d’une
mauvaise régulation de celui-ci et donc de dysfonctionnements a l'intérieur de la cellule. Comme la
variation de pH est concomitante au déreglement cellulaire, un pH anormal est souvent le signe d’une
maladie. Il s’agit méme d’un signe précoce apparaissant souvent avant les symptomes physiologiques
macroscopiques. A titre d’exemple, les cellules cancéreuses sont légérement plus acides (valeurs de
5,8 2 6,61°%) et la mesure de leur pH permettrait de détecter relativement tot un possible cancer pour

le traiter avant I'apparition d’autres symptémes.
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1.B. De nombreuses sondes fluorescentes déja disponibles

Différentes méthodes existent pour mesurer le pH intracellulaire. Parmi les premiéeres mises
au point, figurent I'utilisation de microélectrodes sensibles au pH et la RMN du phosphore 3!P des
phosphates inorganiques (Pi) présents I'organisme. Malheureusement, la premiére est extrémement
invasive et s’"accompagne d’une dégradation de la membrane cellulaire. Elle ne peut ainsi s’appliquer
gu’a des cellules immobiles et facilement accessibles. Quant a la seconde, comme toutes les
techniques basées sur la RMN, elle souffre d’une faible sensitivité et nécessite donc un volume
d’échantillon plus important. De plus, il est tres difficile d’obtenir des informations précises
spatialement et le pH enregistré ne correspond généralement qu’au pH cytoplasmique et non a celui

des différents organites.

Une autre méthode développée depuis une trentaine d’années pour faire face a ces
inconvénients est la microscopie par fluorescence. A travers la protonation d’une fonction chimique,
il est possible de modifier les propriétés spectroscopiques de la molécule et d’obtenir une sonde
sensible a la variation de la concentration de protons. La partie suivante est consacrée a la description

des sondes fluorescentes sensibles a des variations de pH; autour du pH physiologique.

1.B.i BCECF, star des fluorophores sensibles au pH

La figure de proue de ces fluorophores est la sonde 2’,7'-bis(carboxyéthyle)-5(6)-
carboxyfluorescéine (BCECF, voir Figure 11-4). Introduite par Tsien et al.’* en 1982, elle est aujourd’hui

la plus utilisée pour mesurer le pH intracellulaire.

Figure 1I-4. Structure du fluorophore BCECF synthétisé par Tsien et al.

Basée sur un coeur fluorescéine, elle présente les avantages d’un rendement quantique de
fluorescence élevé en milieu basique (84 %) et d’'un pKa égal a 7,0 adapté au pH physiologique. Grace
a ses 4 groupements carboxylates déprotonés a pH neutre et donc porteurs de charge négative, le
fluorophore est bien retenu dans la cellule, ce qui empéche une dilution du signal dans tout
I’organisme. Ces mémes charges négatives empéchent, par contre, I'entrée dans la cellule. Il faut donc

protéger les groupements carboxylates sous forme d’esters acétoxyméthyles. Ces derniers sont
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ensuite clivés par les estérases présentes dans le cytoplasme. Les propriétés spectroscopiques de cette
sonde sont présentées Figure II-5 (adaptée de °!) avec une émission de couleur verte présentant un
maximum d’intensité a 535 nm et une excitation dont la forme dépend du pH. Le maximum
d’excitation est situé a A = 495 nm et l'intensité correspondante varie en fonction du pH. A contrario,

lors d’'une excitation a A =439 nm, l'intensité de fluorescence est indépendante du pH (point isoémitif).
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Figure II-5. Gauche : Spectres d’excitations (Aem = 535 nm) de BCECF en fonction du pH. L’insert représente un
grossissement du point pseudo-isoémissif a 439 nm. Droite : Spectres d’émission (Aexc =495 nm) en fonction du pH. Les fleches
noires marquent I’évolution accompagnant une augmentation du pH. Adapté de 155

En général, les variations de fluorescence ne sont pas uniquement liées a des variations de pH :
Un photo-blanchiment de la sonde ou une diminution de la concentration de la sonde due a des
phénomeénes de relargage hors de la cellule peuvent entrainer une diminution de I'intensité mesurée.
L'utilisation d’une seule longueur d’onde d’excitation ne permet donc pas d’obtenir a elle seule une
mesure de pH;. On utilise alors une excitation a une seconde longueur d’onde : le point isoémitif . Avec
cette excitation, l'intensité de fluorescence est indépendante du pH et ne dépend que de
I’environnement de la sonde (concentration, blanchiment, ions environnants). Le rapport d’intensité
entre les deux mesures est indépendant de tout facteur extérieur et permet alors une évaluation du

pH. Cette approche est appelée mesure ratiométrique en excitation.

Concretement, pour BCECF, on effectue des mesures d’intensité a 535 nm avec deux longueurs

d’ondes d’excitation : 439 nm et 495 nm. Le rapport entre les deux mesures permet de remonter au

pH.

Cependant, I'absorbance a 435 nm est extrémement faible, la fluorescence qui en résulte est
dong, elle aussi, relativement faible, ce qui diminue la précision de la mesure. Pour surmonter ce
probléme, une nouvelle sonde a été proposée par Liu et al.l*® : 2’,7’-bis-(2-carboxypropyl)-5-(and-6-)-

carboxyfluoréscéine (BCPCF, Figure II-7) avec I'allongement des bras espaceurs éthyles en propyles. Le
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Chapitre Il : De I'optimisation du pKa a la synthése de sondes sensible au pH

pKa n’est pas modifié mais cet allongement permet de décaler le point isobestique (d’iso-absorption)
vers le rouge de 19 nm, de 435 nm a 454 nm et s’accompagne d’une augmentation importante de
I"absorption. Le fluorophore BCPCF semble ainsi étre une meilleure sonde pour une détection

ratiométrique en excitation.

‘0,C BCPCF

Figure II-6. Sonde BCPCF avec un allongement des bras espaceurs de la BCECF (d’ou le P a la place du E dans le nom).
Ces modifications structurelles permettent un décalage du point isobestique de 435 nm a 454 nm.

Malheureusement, tout n’est pas pour le mieux dans le meilleur des mondes et ces deux
sondes présentent quelques inconvénients. Le premier est un photo-blanchiment relativement rapide
qui conduit a une baisse de la fluorescence et peut étre nocif pour les cellules. Un autre inconvénient
est d a la longueur d’onde d’émission (525 nm) en dehors de la fenétre de transparence biologique

qui peut étre parasitée par I'émission d’auto-fluorescence de protéines présentes dans la cellule.

1.B.ii La fonction phénol, trés appréciée pour la détection du pH

Pour tenter de surmonter ces inconvénients, de trés nombreuses autres sondes fluorescentes
ont été synthétisées au cours des derniéres années et un rapide tour d’horizon de la littérature permet
de s’apercevoir de la prédominance de la fonction phénol®”. En effet, le pKa du phénol est de 9,95 et
il est possible de le rapprocher des valeurs de pH physiologique assez facilement avec la présence de
groupes électro-attracteurs qui peuvent stabiliser la forme phénoxide. De plus, le groupement hydroxy
OH est un faible groupe électro-donneur, quand la forme déprotonée O enrichit beaucoup plus le
systeme avec une charge négative qui peut se délocaliser le long de la conjugaison. Le phénol et le
phénolate correspondant présentent alors des caractéristiques tres différentes en absorption et en

émission.

Les sondes présentant un coeur benzoxanthéne sont trés utilisées. Ces fluorophores
appartiennent principalement a trois catégories : seminaphthofluorones (pas d’acide carboxylique en
3’, SNAFR-1 est un exemple), seminaphthofluorescéines (SNAFL, dérivés de la fluorescéine donc avec
un acide carboxylique en 3’) et seminaphthorhodafluors (SNARF, moitié rhodamine, moitié
fluorescéine donc avec un azote au lieu de I'oxygéne attracteur). Ces sondes ont été présentées au

début des années 1990 par Invitrogen®®. Les fluorophores SNARF sont généralement plus fluorescents
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II.1 : Quel intérét a étudier le pH cellulaire ?

a pH basique (quasiment pas de fluorescence lorsqu’ils sont protonés) alors, qu’au contraire, les
composés SNAFL présentent une intense émission lorsqu’ils sont protonés (®s = 0.32 a pH 5).L"ajout
d’un second acide carboxylique sur le cycle aromatique au pied du xanthéne permet de rajouter une
charge négative a pH physiologique et entraine une meilleure retenue du fluorophore dans la cellule.
On parle alors de carboxy-SNAFR ou encore de C.SNAFR et de méme de C.SNAFL et C.SNARF). La Figure
[I-7 présente quelques exemples de sondes avec un pKa proche des valeurs de pH physiologique et

leurs caractéristiques sont présentées dans le Tableau II-1.

forme acide (nm) forme basique (nm) ratio
sonde pKa excitation
Amaxabs  Amaxem 0] Amaxabs  Amax.em (0] o
ou émission
BCECF 495 535 n.d. 495 535 0,84 (pH10) | 7,0 excitation
BCPCF 505 527 n.d. 505 527 0,83 (pH10) | 7,0 excitation
C.SNARF-1 544 575 0,03 (pH 5-6) 583 631 0,09 (pH10) | 7,5 les deux
C.SNAFL-1 510 539 0,32 (pH 5-6) 542 623 0,08 (pH10) | 7,8 les deux
1,4-DHPN 342 453 n.d. 402 483 n.d. 8,0 aucun
HPTS 405 514 1,0 (pH 5,5) 465 514 1,0 (pH 9,0) 7,3 excitation
Fluorene-pH 341 391 0,21 (pH 4) 382 580 0,56 (pH10) | 7,0 les deux
BODIPY-pH 489 607 0,18 (pH 4,1) 499 525 0,15 6,5 émission

Tableau II-1. Propriétés spectroscopiques des fluorophores les plus utilisés parmi ceux sensibles a des variations de
pH physiologique.

-
SNAFR-1 0,C C.SNARF-1

Figure II-7. Quelques exemples de fluorophores indicateurs de pH proche du pH physiologique basés sur des cceurs
benzoxanthéne ou dérivé. Les acides carboxyliques sont protégés sous forme d’ester acétoxyméthyle pour permettre
I'internalisation dans la cellule avent d’étre clivés par les estérases.

Les sondes les plus utilisées de ces catégories sont C.SNARF-1 et C.SNAFL-1 présentées Figure
[I-7. U'ajout d’un cycle naphthyle en lieu et place d’'un phényle permet un allongement de la
conjugaison et une compléte modification des propriétés spectrales. La forme de I'émission dépend

du pH (voir Figure II-8). En excitant a la longueur d’onde du point isobestique (534 nm pour C.SNARF-
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1), les formes phénols et phénolates ont le méme coefficient d’absorption. L’intensité émise et
mesurée a la longueur d’onde du phénol (585 nm) et du phénolate (637 nm) ne dépend que de la
proportion de chacune des deux formes. Le rapport ainsi mesuré permet de déterminer le pH grace a

ce principe de mesure ratiométrique en émission.
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Figure 11-8. Spectres d’absorption (gauche) et d’émission (droite) de C.SNARF-1 a différents pH. Pour les spectres
d’émission, le fluorophore est excité au point isobestique, 534 nm. Tiré de!58!

Le remplacement d’un oxygene par un azote (pour C.SNARF-1) permet de décaler vers le
rouge les maxima d’absorption et d’émission vers le rouge (émission respectivement a 585 et 637 nm
en milieu acide et basique). Ceci est trés intéressant car on se rapproche de la fenétre de transparence
biologique et les mesures sont facilitées. Cependant ce décalage se fait au détriment du rendement

quantique de fluorescence qui chute a moins de 10 % (3 % en milieu acide et 9 % a pH plus élevé pour

C.SNARF-1).
"0, OH
OH
CN
CN
OH " 1,4-DHPN 0,8 SO, HPTS

Figure 1I-9. Autres indicateurs fluorescents présent dans la littérature mais moins utilisés pour des raisons pratiques.

Avant d’étre remplacé par le BCECF, un des premiers indicateurs pH utilisés était le 1,4-
dihydroxyphthalonitrile!! (1,4-DHPN, Figure 11-9) du fait de sa facilité d’utilisation. En effet, la longueur
d’onde d’émission est directement corrélée au pH avec un décalage de 450 nm a 480 nm lors d’une
augmentation de pH de 3 a 10. De plus, ce fluorophore n’est pas toxique pour la cellule et il est facile

d‘obtenir la version acétylée qui rentre dans la cellule. Cependant, il est rapidement excrété de la
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cellule et relargué dans le milieu physiologique du fait de sa petite taille et du faible nombre de charges
négatives (une a deux). De plus, les longueurs d’onde d’émission dans le bleu sont trés loin d’étre
optimales et il est nécessaire d’utiliser une lumiére excitatrice UV (350-360 nm) qui peut endommager
les cellules. Enfin, cette molécule ne posséde pas de point isobestique qui permette d’utiliser les
méthodes ratiométriques considérées comme plus précises. Pour ces différentes raisons, cette sonde

a été progressivement remplacée par les fluorophores présentés plus haut.

En termes de facilité d’utilisation, un autre fluorophore s’est tres vite retrouvé dépassé. Il s’agit
de I'acide 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfoniquel® (HPTS, Figure I1-9). Malgré une possibilité de I'utiliser
en ratio d’excitation, le maximum de fluorescence est a 515 nm, ce qui est trés éloigné des longueurs
d’ondes préférentielles. De plus, il n'est absolument pas capable de passer a travers la membrane
cellulaire. Cette limitation entrainera une trés faible utilisation tant qu’il ne sera pas possible de
protéger les acides sulfoniques par des groupes protecteurs qui seraient clivés a I'intérieur de la cellule
par les enzymes présentes car le seul moyen actuel d’accomplir des mesures de pH; avec cette sonde
est de l'injecter directement a l'intérieur de la cellule a I'aide d’une micro-injection ou d’une électro-

poration.

BODIPY-pH

Figure 11-10. Exemple de sonde pH basée sur le transfert d’énergie entre un groupe sensible au pH et un groupe
accepteur. Droite : Fluorescence a divers pH : vert en milieu basique, pas de transfert d’énergie entre le cceur xanthéne et la
BODIPY. Orange en milieu acide avec émission de la BODIPY qui regoit I’énergie du donneur. Jaune : émission des deux parties
car le transfert n’est pas total.

Un dernier exemple basé sur la différence dans le caractere électro-donneur du phénol et du
phénolate est présenté Figure II-10 (BODIPY-pH). Cette moléculel® est composée de deux motifs
fluorescéine, un accepteur BODIPY et un groupement triéthyléne glycol qui assure la solubilité
aqueuse. Le transfert d’énergie par FRET entre la fluorescéine et la partie BODIPY dépend de I'état de
protonation. En milieu acide (pH < 6,0), le xanthéne est sous forme phénol et lorsqu’il est excité, le

potentiel d’oxydation est idéal pour un transfert d’énergie total a la BODIPY qui a son tour fluoresce
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autour de 600 nm. Au contraire, sous forme phénolate, il n’y a plus de transfert d’énergie et la sonde
fluoresce seulement par la partie xanthéne (A =520 nm) d’ol une couleur verte. Enfin, a un pH autour
de 6,0, le transfert est seulement partiel et les deux parties fluorescent amenant la couleur jaune.
Cette approche permet de conserver une molécule hautement fluorescente quel que soit le pH en
excitant la fluorescéine. Le rapport d’intensité émise par chacune des deux parties dépend de

I’efficacité du transfert qui elle-méme ne dépend que du pH, ce qui permet une mesure ratiométrique.

1.B.iii La fonction amine, peu utilisée pour le pH physiologique

Fluorene-pH
hem =580 nm Aem =390 nm

Figure II-11. Exemple de sonde sensible au pH basée sur la protonation d’une amine.

L’autre maniére d’étre sensible a la concentration en proton mais sans étre porteur d’un
groupement hydroxy est la protonation d’'une amine comme présenté avec le Fluorene-pH'®? (Figure
[1-9). Non protonée, cette fonction est fortement électro-donneuse grace au doublet non liant de
I’azote mais I'ammonium est, quant a lui, relativement électro-attracteur du fait de sa charge positive.
Il y a alors une perte du caractere dipolaire de la molécule qui se traduit par un décalage vers le bleu
de I'’émission (de 580 a 390 nm) et une diminution du rendement quantique de fluorescence
(quasiment divisé par 3, de 0,56 a 0,21). Ce dérivé de fluorene passe tres facilement la membrane
cellulaire et présente des propriétés d’optique non-linéaire grace a une conjugaison tres étendue :
cette molécule a une absorption a deux photons non négligeable (100 GM a 800 nm).
Malheureusement, le pKa d’un dérivé d’aniline est souvent plus faible que I’équivalent phénol (pKa =
4,2 pour une aniline simple) et les sondes basées sur un tel principe ne permettent souvent que de
détecter des variations de pH acide qu’on peut retrouver dans certains lysosomes mais pas dans le

cytoplasme d’une cellule.
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NG NC
NC NC /—CN
. ,/ —CN
pip-TCF // | o)
/ (e} pH<6 /

0 [N pH > 6 H\/+/\N
vo///é‘\y PET }/&INQ

Figure 1I-12. Seule sonde sensible au pH possédant un motif TCF. Cette sonde est non fluorescente a pH élevé gréce
a un effet PET et le devient lorsque I'azote est protoné.

C’est dans la catégorie amine qu’apparait la seule sonde pH porteuse d’un groupement TCF :
pip-TCF. Synthétisée par Jin et al.!®¥), sa structure est présentée Figure 11-12. Le groupement donneur
correspond a une aniline porteuse d’un motif pipérazine qui est sensible au pH. A pH neutre et basique
(pH > 6), la molécule présente une absorption tres large. Lorsque on diminue le pH, la pipérazine se
protone et I'absorption est décalée vers le bleu (528 nm, voir Figure 11-13). Plus intéressant encore, la
fluorescence est extrémement faible a pH basique mais est multipliée par huit lorsqu’on baisse le pH

avec un maximum d’émission a 617 nm (voir Figure 1I-13) proche de celui de NH,-TCF
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Figure 1I-13. Spectres d’absorption (gauche) et d’émission (centre, excitation 528 nm) de pip-TCF & différents pH.
Droite : Evolution du rapport I/lp en fonction du pH. | : intensité & 617 nm Ip : intensité @ 617 nm & pH 9. Tiré de (63

A pH élevé, I'extinction de fluorescence est due a un transfert photo-induit d’électron (photo-
induced electron transfer, PET). Lorsque I'azote du groupe pipérazine n’est pas protoné, la molécule
peut se désexciter par deux phénomeénes : I'un radiatif, la fluorescence, et I'autre non radiatif le
transfert d’électron. Ce dernier correspond au transfert d’un des deux électrons du doublet de I'azote
non conjugué avec le fluorophore vers la HOMO de celui-ci (voir Figure 1I-14). Ceci aboutit a un état a
charges séparées avec chaque fragment sous forme de radical. La recombinaison de ces charges
conduit ensuite a I'état fondamental par un chemin de désexcitation non radiatif. Ces deux
phénomeénes sont en compétition et celle-ci se fait en défaveur de la fluorescence entrainant une

diminution de l'intensité. Au contraire, lorsque la pipérazine est protonée, le niveau d’énergie du
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doublet a changé (car il permet la liaison avec I'hydrogene) et le transfert n’a pas lieu (les niveaux
énergétiques ont été inversés, voir Figure 1I-14) conduisant a un rétablissement de la fluorescence et

une augmentation de I'intensité mesurée.

—— LUMO ——  LUMO
LUMO * LUMO .
PET
) 29 pomo —_— —=2  HomO
HOMO -2 N HOMO 22 N

F* E-

Etat a charges séparées

lumo —==- LMo ——
———  LUMO Fluorescence —  LUMO

Homo 22— Homo 2%
p e 2  Homo 3 2 € Homo

NH* NH*

Figure 1I-14. Mécanisme de désexcitation par PET (en haut, pour I'amine) et par fluorescence (en bas, pour
I'ammonium).

Cette sonde a été utilisée pour suivre les infections de macrophages par des bactéries. Son
pKa, mesuré autour de 5,85, entraine une fluorescence dans les compartiments acides de ces derniéres
(lysosomes). Ce n’est absolument pas une preuve de la compartimentalisation de la sonde dans ces
organelles. En effet, méme si la sonde est distribuée dans tout le volume des bactéries, elle n’exhibe

de la fluorescence qu’en milieu acide donc que dans ces compartiments.

Malheureusement, les exemples basés sur des amines présentent souvent un pKa trop bas
pour étre pleinement exploité pour des mesures de pH du cytoplasme. Au contraire, comme on a pu
le voir avec les exemples expliquées plus haut, les sondes basées sur des phénols exhibent des
caractéristiques plus adaptées aux conditions physiologiques. Nous avons donc décidé d’adopter une
nouvelle approche en utilisant une architecture dipolaire avec un phénol comme groupe donneur et

un groupement TCF comme accepteur.

I1.2 Qui a dit qu'une sonde pH devrait étre compliquée a

synthétiser ?

Les sondes présentées précédemment nécessitent souvent de nombreuses étapes de
synthése, en particulier lorsqu’elles sont basées sur un cceur fluorescéine ou un coeur SNARF avec des
étapes de cyclisation catalysées au zinc qui ont un rendement peu élevé (par exemple 8 % dans le cas

de la synthése de BCECF) conduisant a un rendement global relativement faible. Le choix d‘utiliser un
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groupement TCF est, de ce point de vue, trés intéressant. En effet, par un choix de rétro-synthése
judicieux, il est possible d’obtenir des fluorophores sensibles au pH en une a deux étapes avec donc

des rendements de synthese plus élevés.

2.A. Une synthese générale optimisée

Les fluorophores présentés dans ce chapitre posseédent tous une architecture semblable dont
la synthése est relativement courte. La structure est celle d’'une molécule dipolaire avec le motif TCF
comme accepteur, conjugué via un pont vinylique a un cycle phénol ou naphthol (voir Figure 11-15).
Avec une telle architecture commune, la stratégie de rétro-synthése est donc la méme pour toutes les
sondes ciblées. Celle-ci implique, comme étape clé, I'utilisation d’'une condensation de Knoevenagel

entre un aldéhyde et le groupement TCF.

Cycl Ve / 7 CN

cle

Cycle m—0E A ; )
conjugué

Figure 11-15. Architecture des sondes synthétisées avec un TCF conjugué a un cycle aromatique porteur d’une
fonction phénol. La rétrosynthese envisagée fait intervenir le benzaldéhyde correspondant et une condensation de
Knoevenagel.

HO

La synthése de ce dernier a été réalisée dans les conditions décrites par Minggian et al.!? et
est présentée Figure 1l-16. Deux équivalents de malononitrile sont ajoutés a la 3-hydroxy-3-
méthylbutan-2-one (lI-1) dans un ballon surmonté d’un soxhlet. Les deux réactifs sont dissous dans
I’éthanol anhydre et une pointe de spatule de Lithium est ajoutée. Le tout est porté a reflux pendant
la nuit. Cette réaction a été optimisée pour permettre les rendements maximum et une facilité de
récupération du produit. En effet, la partie supérieure du Soxhlet est remplie de tamis moléculaire qui
capte I'eau formée pendant la condensation du premier malononitrile sur la cétone. Ceci permet de
déplacer I'équilibre de la réaction. De plus, le produit est trés peu soluble dans I'éthanol, il précipite
donc au fur et a mesure de sa formation dans le ballon. Une simple filtration apres retour a
température ambiante permet de le récupérer. Enfin, le lithium permet de se placer en milieu basique
nécessaire pour déprotoner le malononitrile. Cependant, lorsque le milieu est trop basique (trop de

lithium), le malononitrile a tendance a dimériser. Il faut donc en ajouter le minimum possible.
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Figure 1I-16. Synthése optimisée des différentes sondes pH en deux étapes : cyclisation du TCF puis condensation de
Knoevenagel.

L’étape finale de la synthése des chromophores est la méme pour toutes les molécules
présentées dans cette thése. Il s’agit d’'une condensation de Knoevenagel entre un aldéhyde
aromatique et le dérivé TCF. Les méthodes habituelles se placent toutes en condition basique
(piperidine®®, pyridine!*?, triethylamine!®* et originellement hydroxyde de sodium!!!) dans I’éthanol a

reflux. Cependant, elles comportent un temps de réaction tres long que nous avons voulu raccourcir.

C’est pourquoi nous nous sommes inspirés de la synthése proposée par Liu et al.'® qui utilise
une irradiation micro-onde. L'utilisation de micro-ondes permet un chauffage plus uniforme et mieux
controlé ce qui diminue la formation de produits secondaires. De plus, il est possible de chauffer a une
température plus élevée car on se place sous atmosphere scellée. Par exemple, les différentes
réactions de condensation ont été réalisées a 100 °C dans I’éthanol alors que sa température de reflux
a pression atmosphérique est de 79 °C. Tous ces éléments ont permis de réaliser des synthéses sur une
durée de chauffage de 10 a 15 minutes seulement. L’aldéhyde et un trés léger excés de TCF sont
suspendus dans I’éthanol anhydre puis on ajoute deux a trois gouttes de piperidine comme base
catalytique. Tous les produits sont dissous lors du chauffage a 100 °C et le mélange est laissé sous
micro-ondes une dizaine de minutes a cette température. L’autre trés grand avantage de cette voie de
synthése est la précipitation des produits dans le milieu réactionnel lorsque ce dernier refroidit. Une
filtration suivie d’un lavage avec de I'’éthanol froid permet d’obtenir le produit suffisamment propre

sans qu’aucune purification supplémentaire ne soit nécessaire.

2.B. Une famille nombreuse et variée

Grace a cette stratégie, la partie la plus difficile reste alors le choix et I’obtention des aldéhydes.
Pour la synthéese de sondes sensibles au pH, nous nous sommes intéressés aux benzaldéhydes porteurs

de fonction phénol. Pour présenter une fluorescence non négligeable, il faut que les motifs donneurs
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(-OH) et accepteurs (TCF) soient conjuguées. Nous avons donc exclu les benzaldéhydes porteurs d’un

groupement hydroxyle en méta de I'aldéhyde.

O CN 0 CN
0 CN = )=
T CN CN
CN CN CN
HO CN HO HO
II-2a F I1-2b Cl ll-2¢
0 CN
U Y
CN
CN
HO
NO, ll-2d
O c¢N
CN
HO CN
I-2g
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NN NS
(I o
CN
HO
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Figure 1I-17. Les 10 sondes synthétisées pour leur sensibilité au pH et étudiées dans ce chapitre.

Les 4-hydroxybenzaldéhydes (groupement en para de I'aldéhyde) nous ont semblés tres
intéressants car la densité électronique et donc le pKa de la molécule peut étre modifié avec I'ajout de
substituants sur le cycle aromatique. Les différentes sondes pH synthétisées a partir de 'aldéhyde
correspondant sont présentés Figure II-17. A partir du plus simple d’entre eux, le (E)-2-(3-cyano-4-(4-
hydroxystyryl)-5,5-diméthylfuran-2(5H)-ylidéne)malononitrile (appelé pH-TCF pour plus de simplicité,
1I-2a) qui ne porte que des hydrogénes sur les autres positions, nous avons évalué l'influence de
groupements positionnés en position 3 et 5 (méta) par rapport a I'aldéhyde. Parmi la liste figurent trois
composés porteurs de groupes halogénés : avec un atome de fluor, 3-F-pH-TCF (lI-2b), de chlore, 3-CI-
pH-TCF (lI-2c) et méme deux atomes de chlore 3,5-diCl-pH-TCF (lI-2f). Nous avons aussi étudié
I'influence de groupements attracteurs comme le groupement nitro (3-NO,-pH-TCF, 1I-2d) ou un

groupement ester (3-CO,Me-pH-TCF, ll-2e) et de groupements oxygénés comme un second groupe
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hydroxyle (3-OH-pH-TCF, 1l-2g, avec un noyau cathécol) ou méthoxy dérivé de la vanilline (3-OMe-pH-
TCF, llI-2h). Enfin, pour essayer de décaler un peu plus vers le rouge les caractéristiques
spectroscopiques, nous avons voulu étudier lI'effet d’un allongement de la conjugaison avec
I'introduction de groupement naphthaléne : le premier avec le naphthyle substitué en position 2 et 6
(6-HO-Naphth-TCF, 11-2j) et I'autre avec le naphthyle substitué perpendiculairement en position 1 et 4
(4-HO-Naphth-TCF, 11-2i).

Ces différents composés ont été synthétisés en une étape a partir des aldéhydes commerciaux
avec des rendements corrects (39 % a 87 %) largement supérieurs a ceux de nombreuses sondes
fluorescentes. L'utilisation de micro-ondes au laboratoire étant effectuée dans des enceintes pouvant
contenir au maximum 20 mL de solvant, la quantité maximale obtenue est de I'ordre du gramme mais

celle-ci peut surement étre augmentée avec I'utilisation de plus grands appareils.

I1.3 Quand les couleurs changent avec le pH

Toutes les propriétés spectroscopiques de ces chromophores ont ensuite été étudiées en
conditions aqueuses tamponnées au pH désiré par 100 mM d’HEPES. En milieu basique, le phénolate
déprotoné porteur d’'une charge négative est parfaitement soluble. Par contre, en milieu acide, le
phénol est seulement partiellement soluble et précipite a des concentrations autour de 100 mM. Nous
avons donc décidé d’effectuer les mesures dans un mélange DMSO/Tampon HEPES avec un rapport

1/5.

3.A. Du jaune, du violet sur demande

Comme expliqué dans l'introduction, le phénol ou le phénolate ne possédent pas du tout les
mémes propriétés de conjugaison et présentent des propriétés optiques différentes. Ces

caractéristiques sont présentées dans le tableau Tableau II-2.

3.A.i 2 formes suivant le pH

En milieu acide, seul le phénol est présent et les molécules présentent une bande d’absorption
dans le visible avec un maximum dans le violet ou le bleu. Cette bande large est caractéristique de
transfert de charge avec un maximum allant de 414 nm pour lI-2d a 512 nm pour 1I-2i (voir Tableau
[I-2 et Figure 11-20). L'influence des substituants est déja remarquable lorsqu’on compare avec une
substitution par des hydrogénes (ll-2a, 448 nm) : un groupement électro-attracteur introduit un

déplacement hypsochrome jusqu’a 34 nm pour un groupement nitro. Les absorptions s’échelonnent
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ensuite de 423 nm (3,5-diCl-pHTCF), a 428 nm pour un groupement ester (lI-2e), et a 436 et 438 nm

pour un halogeéne (respectivement chlore puis fluor).

Forme neutre® Forme basique®
Substituant  ¢;®
A (nm) e (Mlcm?) A (nm) e (Mlcm?)

ll-2a H 0 448 48 500 588 181 000
11-2b F 0,06 436 39400 586 238 000
1l-2¢ Cl 0,23 438 44 000 584 234 000
ll-2d NO, 0,78 414 60 000 537 203 000
Il-2e COOMe 0,45 428 43 200 570 201 000
ll-2f cl, Cl 0,46 423 31600 574 254 000
ll-2g OH -0,37 465 56 600 605 165 000
1I-2h OMe -0,27 462 60 800 610 134 000
11-2i - - 512 52 300 632 101 000
1-2j - - 465 51500 582 -

Tableau 1I-2. Propriétés spectroscopiques en absorption (maximum en nm et coefficients d’absorption). des
différents fluorophores en milieu acide et milieu basique. @ paramétre de Hammett o, des substituants correspondant aux
effets inductifs et mésomeéres, valeur tirée de 161, ® mesuré & pH 3 dans un tampon HEPES (10 uM). € mesuré & pH 10 dans un
tampon HEPES (10 uM).

Dans le méme temps, lors de I'ajout d’un groupement considéré comme mésomere donneur,
le fluorophore absorbe avec un décalage d’une quinzaine de nanometres vers le rouge (462 nm pour
un hydroxyle et 465 nm pour un méthoxy). Enfin, comme attendu, I'introduction de groupement
naphthyle permet un décalage bathochrome marqué : 465 nm pour ll-2j et surtout 512 nm soit 64 nm
pour 1I-2i. Pour les sondes pH dotées d’un ccoeur phénol, le maximum d’absorption dépend en réalité
directement de la densité électronique sur le cycle comme le montre la corrélation Figure 11-18 qui met
en évidence le lien entre ce maximum et le paramétre de Hammett o, du substituant (qui prend en

compte les effets inductifs et mésomeéres et dont les valeurs sont tirées de %)),

Wavelength (nm)

.a2d

parametre o,

Figure II-18. Corrélation entre le maximum d’absorption et la densité électronique apportée par le substituant (op).
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Figure 1I-19. Photographie de la sonde Il-2a (10 uM) en milieu acide (tampon HEPES, pH 3 jaune) et milieu basique
(tampon HEPES, pH 10 violet).

Lors d’'une augmentation du pH, il est possible d’observer un changement radical dans
I"absorption comme le montre 1l-2a dans la Figure 1I-19. Le fluorophore en milieu acide présente une
couleur jaune tandis qu’il est violet en milieu basique. Toutes les sondes présentent un comportement
similaire en milieu basique avec une fine absorption décalée vers le rouge. Les absorptions sont
maintenant comprises entre 537 nm, toujours pour le composé porteur d’un groupement nitro (11-2d),
jusqu’a 632 nm pour lI-2i. Une nouvelle fois, les groupements électro-attracteurs introduisent un
décalage vers le bleu par rapport au simple phénolate 1l-2a (588 nm) mais a I'exception du nitro-
phénolate, il est beaucoup moins marqué (entre 570 nm pour ll-2e et 586 nm pour lI-2b) qu’en milieu
acide. Les groupements oxygénés, quant a eux, introduisent un décalage bathochrome (605 et 610 nm
pour respectivement llI-2g et 1I-2h). Enfin, parmi les deux composés avec un coeur naphthyle, seule une
substitution perpendiculaire a I'axe du naphthyle (l1l-2i) permet un décalage vers le rouge avec une
absorption centrée sur 632 nm. L’effet des substituants sur I'absorption est somme toute moins

important sur les formes phénoxides que sur les formes neutres.

Les coefficients d’absorption de la forme déprotonée sont bien plus importants que ceux de la
forme neutre (voir Tableau II-2) avec des valeurs pouvant atteindre 255 000 M.cm™ pour le composé
dichloré (11-2f). D’autres molécules atteignent des valeurs trés élevées au-dessus de 200 000 Mt.cm™:
de peu pour les composés avec un groupement électro-attracteurs 11-2d (203 000 M1.cm?) et 1l-2e
(201 000 M.cm™) ou plus largement pour les composés halogénés 11-2b (238 000 Mt.cm™) et II-2¢
(234 000 Mt.cm™). Les composés oxygénés ont une absorbance relativement importante mais plus
faible a 134 000 M1.cm™ (lI-2h) et 165 000 M.cm™ (l1-2h). Enfin les composés avec un groupement
naphthyle ont une absorption plus faible autour de 100 000 Mt.cm™. En milieu acide, toutes les formes
neutres ont une absorption plus faible : entre 31 600 Mt.cm™ (pour 11-2f), 39 400 M™1.cm™ (l1-2b) et
jusqu’a 60 000 Mt.cm™ pour 1I-2h et lI-2d avec de nombreuses molécules autour de 50 000 M*.cm™?

(II-2a, 11-2g, 11-2i, 11-2j).
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Figure 11-20. Gauche : Spectres d’absorption des chromophores IlI-2a-d a différents pH (de pH = 2 a pH = 10). Droite :
Absorbance en fonction du pH & la longueur d’onde d’absorption maximum de la forme basique (carré) et modélisation par
I’équation (1I-1) (ligne rouge).
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Figure 1I-21. Gauche : Spectres d’absorption des chromophores II-2d-h a différents pH (de pH = 2 a pH = 10). Droite :
Absorbance en fonction du pH a la longueur d’onde d’absorption maximum de la forme basique (carré) et modélisation par
I’équation (1I-1) (ligne rouge).
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Figure 11-22. Gauche : Spectres d’absorption des chromophores Il-2i-j a différents pH (de pH = 2 a pH = 10). Droite :
Absorbance en fonction du pH & la longueur d’onde d’absorption maximum de la forme basique (carré) et modélisation par
I’équation (1I-1) (ligne rouge).

3.A.ii Une évolution continue qui donne accés au pKa

Lorsque le pH varie d’'un extréme a I'autre, les deux bandes s’interconvertissent avec un point
isobestique qui correspond a la longueur d’onde ou le phénol et le phénolate ont la méme absorbance.
La bande centrée autour de 450 nm disparait lorsqu’on augmente le pH tandis que la seconde apparait.
Le phénomeéne inverse est observé lors d’un abaissement de pH. La présence du point isobestique
prouve la conversion entre les deux formes sans espéece intermédiaire. L’évolution de I'absorption en
fonction du pH est aussi trés intéressante puisqu’elle permet de calculer le pKa grace a I'équation de

Henderson-Hasselbach (11-1) qui lie le pH, le pKa et I'absorption a une longueur d’onde d’une molécule :

pH = pKa+logW (n-1)

base—4

Il est alors possible de remonter a la valeur du pKa (donnée dans le Tableau II-3) par régression
non linéaire des moindres carrés (voir Figure 11-20). Comme attendu, la présence du groupement TCF
conjugué au phénol permet d’abaisser le pKa de 9,95 a 7,6 (pour llI-2a) grace a la stabilisation de la
charge négative par le groupement attracteur. La grande variabilité des substituants proposés permet
aussi de couvrir une trés large gamme de pH avec des pKa variant de 4,2 pour 1I-2f a 8,9 pour lI-2j.
Comme attendu, la présence d’'un groupement électro-attracteur introduit une réduction

supplémentaire du pKa. Par exemple, 11-2d, substitué par un groupement nitro est a peu pres 1000 fois
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plus acide (pKa = 4,8). La présence d’un halogéne permet, elle aussi, d’abaisser le pKa de la sonde : 6,4
avec le fluor (pour 1l-2b) et 6,0 en présence d’un chlore (llI-2c). On peut d’ailleurs noter le caractere
additif de cet effet car I'ajout d’un second chlore (lI-2f) permet d’obtenir un pKa extrémement bas :

4,2.

De fagon plus surprenante, en présence de groupement oxygénés électro-donneurs, le pKa est
aussi abaissé : respectivement 6,9 pour I'hydroxyle libre (lI-2g) et 7,1 avec un méthoxy (lI-2h). En
réalité, plus que le caractere électro-donneur ou électro-attracteur, il semble que ce soit I'effet inductif
donneur ou attracteur qui prime sur I'effet mésomére. On retrouve cette caractéristique en tragant la
corrélation du pKa des composés phényles (i.e. llI-2a-h, Figure 11-23) en fonction du paramétre de
Hammett o, caractéristique de I'effet inductif du substituant(®®. Les différents composés présentent
un pKa décroissant avec 'augmentation de ce paramétre. La déviation observée pour le composé
porteur d’un ester (lI-2e) avec un pKa autour de 7,2 au lieu de 6,0 comme attendu peut étre expliquée
par la formation d’une liaison hydrogéne entre le phénol et la liaison C=0 de I'ester pour former un

cycle a six qui stabilise le phénol et augmente le pKa (voir Figure 1l-17, page 43).

Le méme raisonnement sur les deux derniers composés n’est pas possible car les parametres
de Hammett ne sont tabulés que pour des cycles benzéniques. Cependant, il faut noter que le composé
1I-2i (avec le naphthyle perpendiculaire) a un pKa relativement bas (5,2) contrairement a l'autre
naphthyle lI-2j dont le pKa (8,9) est le plus élevé de la série. Ce dernier a un pKa extrémement proche

de celui d’un simple phénol non substitué.

substituant Om® pKaP pKa*e

11-2a H 0 7,6 0,5
11-2b F 0,34 6,4 -1,3
11-2¢ cl 0,37 6,0 -1,8
ll-2d NO; 0,71 4,8 -3,3
lI-2e COOMe 0,37 7,2 -0,8
11-2f cl, cl 0,74 4,2 /

11-2g OH 0,12 6,9 0,2
11-2h OMe 0,12 7,1 0,3
1-2i / / 5,2 0,9
11-2j / / 8,9 /

Tableau II-3. Paramétre de Hammett et pKa a I’état fondamental et a I’état excité. @ Valeur de I’effet inductif tiré de
Hansch et al.l%8], b calculé a partir de (1I-1) par régression non linéaire des moindres carrés des valeurs expérimentales
d’absorption et d’émission. € valeur calculée a partir de I’équation (lI-2) et des données expérimentales.
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Figure 1I-23. pKa en fonction du paramétre o, pour les composés phényl (ll-2a-h) montrant une bonne corrélation
entre le pKa et I'effet inductif du substituant. La ligne rouge montre la régression linéaire (r = 0,971).

3.A.iii Des sondes totalement réversibles

Pour pouvoir utiliser ces sondes en milieu biologique, il convient de vérifier qu’elles sont
totalement réversibles, i.e. qu’elles ne vont pas rester bloquées dans un état qu’il soit protoné ou non
et qu’elles ne peuvent pas atteindre de troisieme état. Par exemple, lors d’'une déprotonation, la
charge se délocalise et la double liaison entre le cycle aromatique et le TCF perd sa stéréochimie E. Il
est donc nécessaire de vérifier que le retour en milieu acide permet bien de retrouver cette

stéréochimie sans avoir de formation de la double liaison Z.

“ ne NC
NC Z>CN
Z>CN o, © =2

/ o o)
/ fo) H* @}

HO

Figure 1I-24. Réversibilité de la sonde ll-2a. la délocalisation de la charge en milieu basique permet de modifier
radicalement les propriétés spectroscopiques de la molécule.

Cette vérification s’est faite sur ll-2a a I'aide de deux mesures, I'une en RMN et I'autre par
mesure des spectres d’absorption. Dans la premiéere expérience (Figure 1I-25), on ajoute une base (ici
EtsN) a la solution de 1l-2a dans le DMSO. Le spectre RMN marque bien la disparition du proton du
phénol (au-dela de 10) ainsi qu’un blindage général des protons aromatiques. Aprés ajout d’acide
trifluoroacétique, on retrouve le spectre initial avec la méme constante de couplage (/= 16,4 Hz) entre

les protons vinyliques, signe d’une double liaison E.
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T
80 78 76 74 72 7.0 68 6.6 64 ppm

° S
a A

Figure 11-25. Spectre RMN de II-2a montrant la réversibilité de I’échange de proton : (a) dans le DMSO-ds, (b) aprés
addition de EtsN, (c) aprés addition de EtsN puis CFsCOOH. Agrandissement de la région des aromatiques dans 'encart.

Dans la seconde expérience, le spectre d’absorption de la molécule est enregistré lors d’une
dizaine de cycle ou on fait varier le pH entre pH 4 et pH 10. Comme on peut le voir sur la Figure 11-26,
les différents spectres ne montrent aucune dégradation au fur et a mesure des cycles avec une parfaite

réversibilité des bandes d’absorption.
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Figure 1I-26. Gauche : Evolution du spectre d’absorption de II-2a dans I’eau lors d’une variation de pH de 10 a 4 puis
lors du retour a pH 10 (10 cycles). Droite : Evolution de I'absorbance a 569 nm (phénolate) et 445 nm (phénol) lors des cycles
de variation de pH.

52
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3.B. Les sondes sont fluorescentes

Les changements de couleurs et d’absorbances peuvent bien slir étre utilisés pour mesurer des
variations de pH et ils I'ont été pendant des années, mais les échantillons ne sont habituellement pas
transparents aux longueurs d’onde utilisées et peuvent fausser la mesure. Il est alors bien plus pratique

et plus précis d’utiliser la fluorescence comme marqueur.

3.B.i La fluorescence est, elle aussi, bipolaire

Comme en absorption, les deux formes possedent une fluorescence treés différente (voir
Tableau 1I-4). Le phénol présente une large bande d’émission avec un large déplacement de Stokes.
Les maxima d’émission s’échelonnent de 542 nm (ll-2d) a 648 nm (lI-2j) pour les phénols avec une
nouvelle fois un décalage hyspochrome pour les groupements électro-attracteurs, de 23 nm pour le
nitro et 13 nm pour I'ester (550 nm pour ll-2e) par rapport a I’émission du phénol simple (563 nm pour
11-2a). La présence d’un seul atome halogene n’a que peu d’influence sur la longueur d’émission (entre
560 nm et 565 nm) contrairement aux groupements oxygénés qui induisent un décalage bathochrome

d’une trentaine de nanometres : 595 nm pour ll-2g et 598 nm pour lI-2h.

Forme neutre?® Forme phénoxide®
Aabs Aem AN Aabs Aem AN
o (e.0) D¢ (e.0)

(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
I1-2a 448 563 115 1,1 % (530) 588 614 26 0,2 % (360)
11-2b 436 565 129 1,7 % (670) 586 618 32 0,4 % (950)
11-2¢ 438 560 122 1,5 % (660) 584 619 35 0,7 % (1640)
-2d | 414 542 128 1,5 % (900) 537 614 77 5,3 % (10760)
lI-2e 428 550 122 0,5 % (215) 570 611 41 1,2 % (2410)
-2f | 423 -f -f -f 574 626 52 1,2 % (3050)
I-2g | 465 595 130 1% (570) 605 650 45  <0,5% (< 825)
I-2h | 462 598 136 5 % (3040) 610 644 34 <0,5% (<500)
n-2i | 512 634 122 3,5%(1830) | 632 655 23 0,3 % (300)
-2j | 465 648 183  10%(5100) | 582 -

Tableau II-4. Propriétés de fluorescence en milieu acide et basique des sondes Il-2a-j. Aex: est placé a la longueur
d’onde du point isobestique en absorption. @ mesuré dans un tampon HEPES/DMSO a pH 3 ® mesuré dans un tampon
HEPES/DMSOa pH 10 < différence entre les maximum en absorption et en émission ¢ mesuré dans le DMSO avec la Coumarine
153 dans le méthanol (©=0,45) comme référence. ¢ mesuré dans le DMSO avec le crésyl violet dans le méthanol (©=0,54)
comme référence. f en milieu acide, la fluorescence enregistrée correspond a celle du phénolate uniquement.
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Pour se décaler encore plus vers le rouge, il est nécessaire, comme attendu, d’augmenter la
conjugaison avec deux cycles aromatiques au lieu d’un seul qui permet d’obtenir un décalage

bathochrome important avec une émission a 634 nm pour lI-2i et 648 nm pour IlI-2j.

De plus, tous les phénols possédent un trés grand décalage de Stokes, autour de 4500 cm™
(soit environ 130 nm en longueur d’onde), qui permet de séparer trés facilement la lumiére excitatrice
de la fluorescence émise. Malheureusement, les rendements quantiques de fluorescence mesurés
dans le DMSO sont relativement faibles, autour de 1 a 2 % seulement sauf lors d’une substitution avec
un méthoxy (5 % pour ll-2h). Ce dernier exemple montre qu’une fonctionnalisation d’un des
groupements hydroxyles présente plusieurs avantages : une augmentation du rendement quantique
ainsi que l'introduction d’une nouvelle fonctionnalité sur la sonde qui sera utilisée plus tard dans le
chapitre. Enfin, les deux sondes avec un cceur naphthyle ont aussi un meilleur rendement quantique

avec un maximum tres intéressant a 10 % pour lI-2j grace a une rigidité accrue.

La fluorescence de la forme phénolate est plus fine et décalée vers le rouge. Pour le simple
phénol lI-2a, I'émission est centrée autour de 615 nm. Ce maximum ne varie quasiment pas en
présence d’atome d’halogéne ou de groupements électro-attracteur. Seule l'introduction de
groupement électro-donneur oxygéné semble décaler I'émission vers de plus grandes longueurs
d’ondes avec des émissions jusqu’a 644 nm pour II-2h et 650 nm pour II-2g. En comparaison avec la
forme phénol, le déplacement de Stokes est bien plus faible, seulement un millier de cm™ (30 4 40 nm

en longueur d’onde).

Les rendements quantiques, eux aussi sont plus faibles que sous la forme acide. lls sont autour
de 1 % avec I'exception notable de 1I-2d qui présente une fluorescence plus élevée en milieu basique
(5 %). Cependant, ces faibles rendements quantiques sont compensés par de trés grands coefficients
d’extinction molaire au-dela de 200 000 Mt.cm™. C’est pourquoi la brillance totale est supérieure a
1000 pour plusieurs composés (lI-2b-f et jusqu’a 10 000 pour 1I-2d) et est suffisante pour permettre

une utilisation comme sonde pH dans des cellules.

3.B.ii La forme de I'émission dépend du pH

Pour I'étude de la fluorescence en fonction du pH, les sondes sont excitées a la longueur
d’onde du point isobestique, longueur d’onde pour laquelle les deux formes absorbent autant. Cette
méthode permet de déterminer le pH en comparant I'intensité émise par la forme acide et la forme
basique car celle-ci est proportionnelle a la quantité de chacune des deux formes. Cette technique,
appelée « ratiométrique en émission », permet de s’affranchir de variations d’intensité dues a des

variations de concentration ou de photo blanchiment. Le ratio R mesuré est ainsi défini comme le
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rapport entre I'intensité de la fluorescence émise par la forme acide (F.cide) et I'intensité de la forme
basique (Fpasique). Les spectres de fluorescence a différent pH ainsi que I’évolution de ce ratio R =

Facide/ Fbasique €N fonction du pH sont présentés Figure 11-27 a 29.
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Figure 1I-27. Gauche : Spectres d’émission de lI-2a-2d a différents pH dans un tampon HEPES, I'excitation est fixée
au point isobestique. Droite : Changement dans le ratio de I'intensité mesurée (R = Facide/Fpasique) SUr la gamme de pH 2 a 10.

55



Chapitre Il : De I'optimisation du pKa a la synthése de sondes sensible au pH

2500000 4

2000000 -

1500000

Emission (A.U.)

1000000 -

500000

0.0 33 & TN TR

T T
600 650

ll-2e Wavelength (nm)

3500000 4

T

pH=10

3000000 -
2500000 - i
2000000

1500000 4

Emission (A.U.)

1000000 4
500000 4

ol

1-2f

500

550

600

650

700

Wavelength (nm)

160000 4

pH=2

140000 ] pHRI 15 Qs
120000
100000 -
80000

Emission (A.U.)

60000
40000 /

0.0
800 2 4 6 8 10

700 750

650
Wavelength (nm)

I-2g

Emission (A.U.)
F594nm / FMGnm

0.5 o

0.0 o o
750 800 2 4 6 8 10

650 700

600
Wavelength (nm)

11-2h

Figure 1I-28. Gauche : Spectres d’émission de lI-2e-2h a différents pH dans un tampon HEPES, I'excitation est fixée
au point isobestique. Droite : Changement dans le ratio de I'intensité mesurée (R = Focide/Fbasique) SUr la gamme de pH 2 a 10.
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Figure 1I-29. Gauche : Spectres d’émission de IlI-2i et 1I-2j a différents pH dans un tampon HEPES, I’excitation est fixée
au point isobestique. Il n’a malheureusement pas été possible de déterminer un ratio R pour ces deux composés.

Des différences significatives ont été observées suivant la nature des substituants. En effet, a
pH acide, les quatre composés présentant les pKa les plus élevés (ll-2a, 1l-2g, 1I-2h et 1I-2j) ainsi que II-
2i présentent une seule bande d’émission lorsqu’ils sont excités a la longueur d’onde du point
isobestique (voir Figure 11-28 pour ll-2g-j). Cette émission peut étre attribuée a celle du phénol.
Cependant, pour les cing autres (ll-2b-e, voir Figure 11-27), I'excitation du phénol a pH acide se traduit
par une émission constituée de deux bandes, I'une caractéristique du phénol et 'autre du phénoxide
et ce, méme si seul le phénol est présent en solution. Enfin, I'ajout d’'un second chlore sur le cycle
aromatique modifie encore plus drastiguement les propriétés spectroscopiques en milieu acide :

I’émission de II-2f semble n’étre constituée que de I'’émission du phénolate avec un pica 623 nm.

Ces deux phénomeénes peuvent étre expliqués par la présence d’un pKa a I'état excité (pKa*)
comme montré sur la Figure 11-30. Le phénol (Ar-OH dans la figure) est excité en Ar-OH* et cette espéce
peut étre déprotonée en Ar-OH* qui peut alors se désexciter en émettant la fluorescence
caractéristique du phénoxide. Cet équilibre acido-basique a I'état excité est en général plus favorable
a la forme basique avec une valeur du pKa* plus faible que le pKa a I'état fondamental. Sa valeur peut

étre estimée en utilisant 'équation du cycle de Férster®” (11-2) :

hc _A _ - _ _ -
* rOH Aro ArOH _ SAr0 _
pKa —pKa® = 2(2,303 kT) (Vabs abs T Vem Uem ) (1-2)

ou U représente les énergies des transitions électroniques pour les espece Ar-OH et Ar-O°

obtenues a partir des maximum d’absorption et d’émission a pH acide et basique.
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Figure 11-30. Les deux équilibres acido-basiques cohabitent, I'un a I’état fondamental (pKa) et I'autre a I’état excité
(pKa*).

Les estimations des pKa* sont donnés dans le Tableau II-3 page 50 et montrent une claire
différence entre les photoacides forts (pKa* < 0 pour ll-2b-e) avec un pKa* pouvant atteindre -3,3 pour
11-2d et les photoacides plus faibles avec des pKa* supérieurs a 0 pour llI-2a, 1l-2g-i. La sonde 1I-2f (2
chlores) présente, quant a elle, un pKa* que I'on suppose encore plus négatif car méme si il n’est pas
possible de calculer le pKa*, la fluorescence en milieu acide représente la fluorescence du phénolate.
Enfin, les estimations du pKa a I’état fondamental mesuré avec I'évolution de la fluorescence donnent

des valeurs extrémement proches de celles obtenues avec les données d’absorption.

Les différentes sondes expriment une grande variation du ratio R autour de leur pKa. Ainsi, les
sondes 112-a, 1I-2b, 1I-2g et 1I-2h semblent trés intéressantes pour mesurer le pH physiologique (voir
Figure 11-27) avec, par exemple, une augmentation du ratio R de 0,03 en milieu basique a 2 en milieu
acide pour IlI-2a (multiplication par 60). D’autres sondes telles II-2c semblent, elles, adaptées a des
compartiments plus acides avec un pKa de 6,0 et un ratio variant de 0,0078 a 0,78 soit une

multiplication par 100.

3.C. Petite parenthese avec les substitutions ortho

En parallele de I'étude des composés portant un groupement —OH en position quatre du cycle
aromatique, nous nous sommes intéressés a ceux portant ce groupement en position deux, i.e. avec
une substitution ortho. Les molécules étudiées sont présentées dans la Figure 11-31. Dans la famille pH-
TCF, I'ajout d’un atome de chlore permet d’abaisser le pKa jusqu’a une valeur de 6,0. Nous avons donc
voulu voir si un tel effet est conservé avec un changement de position du groupement hydroxyle. Les
trois composés étudiés dans cette partie sont alors o-pH-TCF avec seulement le groupe hydroxyle

comme substituant, 3-Cl-o-pH-TCF et 5-Cl-o-pH-TCF suivant la position de I'atome de chlore. La
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synthése est la méme que précédemment avec une condensation de Knoevenagel a partir du

benzaldéhyde commercial.

Cl
OH OH
CN CN OH cN
CN CN
N _ cl > _ — CN
N\ —
CN CN
) @) g CN
o-pH-TCF 5-Cl-o-pH-TCF 3-Cl-o-pH-TCF

Figure 11-31. Les trois nouvelles sondes substituées en position ortho par un groupement hydroxyle. Un atome de
chlore a été ajouté a diverses positions pour évaluer son effet sur le pKa et la fluorescence.

3.C.i Une nouvelle espéce spiropyrane
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Figure 11-32. : Spectres d’absorption de 5-Cl-o-pH-TCF (10 uM) a différents pH (de pH = 2 a pH = 10) dans un tampon
HEPES/DMSO.

L’étude en absorption pour déterminer le pKa a présenté des résultats surprenants comme le
montre la Figure 11-32 sur la sonde 5-Cl-o-pH-TCF. L’absorption en milieu acide est tout ce qu’il y a de
plus classique pour cette famille avec une bande d’absorption large et un maximum autour de 430 nm.
Cependant, en augmentant le pH, la bande décalée vers le rouge caractéristique de la forme phénolate
est trés peu intense avec un coefficient d’absorption autour de seulement 5 000 M1.cm™. De plus, une
seconde bande, relativement plus intense, apparait mais avec un décalage hyspochrome et un
maximum autour de 314 nm. Alors que le phénol est stable en milieu acide, il semble que le phénolate

réagisse en milieu basique pour donner une espece qui n"absorbe pas dans le visible.

Apres quelques recherches bibliographiques, il est apparu que ce type de molécule portant un
groupement TCF est susceptible de former une cyclisation intramoléculaire pour former un

spiropyrane métastable (voir Figure 11-33). Deux papiers décrivant des molécules trés semblables a
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celles de notre étude (Peng et al.!®® pour Figure 11-33 a et Johns et a/®®. pour Figure 11-33 b) ont méme
été publiés par la suite, renforcant notre hypothese. Ce sont des composés photochromiques négatifs
qui lors d’une irradiation par une lumiere visible subissent une cyclisation avec un décalage vers 'UV
de I'absorption (ici 314 nm) a cause de la perte de la conjugaison entre les groupements donneurs et

accepteurs.

hv

dark

hv

+ H*
dark

hv

dark

Figure I1-33. a) et b) exemple de spyropyrane décrits par Peng et al.l58 (a) et Johns et al.15%! (b). ¢ : Photoréaction de
cyclisation du composé 5-Cl-o-pH-TCF permettant la formation du composé spiropyrane quasiment transparent dans le visible.

Ceci est confirmé par la mesure du spectre RMN du composé 5-Cl-o-pH-TCF juste apres la
préparation et aprés une heure au soleil. Aprées exposition au soleil, les protons vinyliques sont décalés
vers les champs forts (de 8,10 ppm a 6,69 ppm et de 7,47 a 5,76 ppm). Ceci est d( au fait que cette
double liaison n’est plus conjugué avec le groupement TCF fortement accepteur. De plus, la constante
de couplage passe de 16,4 Hz a 10,0 Hz, signe d’une transformation trans-cis de cette liaison. On
retrouve le méme blindage pour les protons aromatiques dont le déplacement chimique devient
inférieur a 7,2 ppm a cause, la aussi, de la rupture de la conjugaison. D’aprés les intégrations des pics,

le ratio est de 75/25 en faveur de la forme ouverte.
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II.3 : Quand les couleurs changent avec le pH
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Figure 11-34. Spectres RMN de 5-Cl-o-pH-TCF fraichement préparé (bas) et aprés 1 heure au soleil (haut). On

remarque 'apparition de la forme spiropyrane (25 %) avec un blindage des signaux di a la rupture de conjugaison avec le
groupement TCF attracteur.

3.C.ii Un effet totalement réversible

Comme I'a montrée I'expérience RMN, la forme ouverte n’est pas stable dans le DMSO.
Exposée a la lumiére, une solution peu concentrée dans le DMSO (20 uM) se cyclise spontanément en
trente minutes comme le montre la Figure 11-35 (gauche) avec I'apparition d’une bande d’absorption a
310 nm et la quasi-disparition de la bande a 450 nm. Au contraire, lorsque la sonde est conservée dans
le noir, la forme la plus stable est la forme ouverte et la bande centrée sur 450 nm réapparait tandis
que la seconde disparait (Figure 11-35, droite). Cependant, I'intensité du pic a 450 nm reste inférieure
a l'intensité de départ avec un épaulement toujours présent a 310 nm. Ceci semble montrer que les
deux formes sont en équilibre constant.
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Figure 1I-35. Evolution de I'absorbance d’une solution de 5-Cl-o-pH-TCF (10 uM dans DMSO) exposée a la lumiere
(gauche) et dans le noir (droite).

61



Chapitre Il : De I'optimisation du pKa a la synthése de sondes sensible au pH

La conversion d’une forme vers I'autre peut aussi étre accélérée par irradiation. Une solution
fraichement préparée de 5-Cl-o-pH-TCF et irradiée a 450 nm pendant deux minutes réagit pour donner
quasi-exclusivement la forme fermée. Celle-ci, lorsqu’elle est a son tour irradiée a 310 nm pendant
deux minutes, est convertie en forme ouverte tout aussi rapidement. Cette conversion est quasiment
réversible puisqu’il est possible de répéter ce cycle d’irradiation une dizaine de fois avec une trés faible

dégradation inférieure a 5 % (voir Figure 11-36).
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@ 0,25 —_— 0,25
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0 . cycle 9 0
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Wavelength (nm) —8—446nm =—8—310nm

Figure 1I-36. Gauche : absorbances d’une solution de 5-Cl-o-pH-TCF (10 uM dans le DMSO) au cours de cycles
comportant 2minutes d’excitation a 450 nm (les courbes bleues sont enregistrées aprés cette étape) puis 2 minutes a 310 nm
(courbes jaunes). Droite : Absorbance a 310 nm et 450 nm au cours de ces cycles.

L’étude de la fluorescence de ses sondes n’a pas été poussée plus loin car, lors de I'excitation
de celles-ci, la désexcitation prioritaire est la formation de spiropyrane (comme montré au-dessus avec
I’excitation a 450 nm). Ces molécules sont donc non-fluorescentes et ne peuvent servir pour détecter
une variation de pH. Cependant, comme I'ont montré Johns et al®., il est possible de les utiliser comme
photo-acides qui vont libérer ou absorber un proton suivant I’excitation regue. lls ont ainsi montré qu’il

est possible de faire varier d’une unité le pH d’une solution contenant ce type de molécules.

I1.4 A la rencontre de la cellule

A la suite de ces résultats prometteurs sur les sondes pH-TCF et ses dérivés substitués en para,
nous avons décidé de d’utiliser ces sondes pour de I'imagerie in vitro, en particulier en mesurant le pH
de cellules Hela. Cette étude a été réalisée en collaboration avec I'’équipe du Pr Jacques Samarut a
I'Institut de Génomique Fonctionnelle de Lyon et en particulier grace a I'aide du Dr Cyrielle Billon et a

fait I'objet d’une publication dans Organic & Biomolecular Chemistry.
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1.4 : Alarencontre de la cellule

4.A. Les cellules déroulent le tapis rouge de bienvenue

Pour traverser la membrane cellulaire et mesurer le pH;, une molécule ne doit pas porter de
charges négatives, ce qui explique par exemple pourquoi les groupements acides carboxyliques sont
généralement protégés sous forme d’esters. Comme nous notre but n’était pas de vectoriser nos
molécules, nous avons décidé, dans un premier temps de réaliser les images in-vitro sur les molécules
n’étant pas chargées a pH neutre et donc de laisser de c6té les sondes possédant un pKa acide telles
que lI-2c ou II-2d. Les tests préliminaires d’entrée dans la cellule ont été réalisés avec les sondes lI-2a,
11-2b, 11-2g et 1I-2j. Si les trois premiéres sont intéressantes pour la mesure du pH, la derniere a été
choisie pour servir de témoin car elle est entierement sous forme phénol a pH physiologique.et

posséde le rendement quantique le plus élevé.

L’étude a été réalisée sur une culture de cellules Hela avec une concentration finale de 1 uM
de sonde. Aprés a peine une minute, les images obtenues par microscopie confocale montrent une
tres forte fluorescence dans le cytoplasme alors que le milieu extra-cellulaire présente un bruit de fond

guasiment négligeable (voir Figure II-37 et Figure 11-38), sans besoin d’un lavage du milieu de culture.

C'est le signe que les molécules entrent extrémement rapidement dans la cellule.

Figure 1I-37. Images obtenues par miroscopie confocale de cellule HelLa incubées a pH 7,4 avec 1 uM IlI-2a (1 uM)
pendant 1 minute a 37 °C (Aexc=488 nm) : a) image par transmission, b) émission dans le canal « vert » (500-550 nm)
correspondant a la forme acide, c) émission dans le canal « rouge » (600-650 nm) correspondant a la forme basique. ; échelle :
25 um.

Figure 11-38. Images de cellules HeLa obtenues par microscopie confocale apreés incubation pendant 1 minute a 37
°C. Gauche : lI-2b 1 uM, droite : I-2j 1uM

63



Chapitre Il : De I'optimisation du pKa a la synthése de sondes sensible au pH

Comme attendu, la sonde 1I-2j est internalisée sous forme phénol : lors d’'une excitation au
point isobestique, le spectre d’émission récolté présente un maximum a 650 nm correspondant au
phénol tandis qu’aucune fluorescence n’est mesurée au-dela de 700 nm, la ou est attendue celle du
phénolate. De méme, lors d’une excitation a 650 nm, longueur d’onde pour laquelle seul le phénoxide

absorbe, il n’est pas possible de récolter de fluorescence.

L'internalisation tres rapide de la sonde peut s’expliquer par, d’'un c6té, la faible taille de la
sonde qui lui permet de traverser facilement la membrane cellulaire et d’un autre, par la faible
hydrophilicité de la molécule qui permet de retenir celle-ci dans la cellule. En effet, malgré le faible
nombre de charges négatives (entre 0 et 1), le signal de fluorescence reste quasi-constant en intensité
pendant une heure avec une tres faible augmentation du bruit de fond dans le milieu extra-cellulaire,
signe d’un tres faible relargage. Les diverses sondes semblent se localiser dans le cytoplasme car toute
la cellule a I'exception du noyau est fluorescente. Cependant, en I'absence de co-marquage, il n’est
pas possible de déterminer une localisation plus précise. Cette localisation ainsi que la toxicité des
sondes devra étre étudiée en vue de d’applications ultérieures. En effet, on sait que les cellules
survivent pendant une heure avec 1 uM voire 10 uM comme lors de nos différentes expériences.
Cependant, aucune étude n’a été menée sur des concentrations plus élevées ou un temps plus long. Il
est alors possible que ces sondes s’accumulent dans certains compartiments cellulaires, pouvant

mener a une mort cellulaire.

4.A. Une tres bonne sensibilité autour du pH physiologique

Pour vérifier I'intérét de ces sondes pour des mesures de pH;, nous avons utilisé des cellules
Hela cultivées a différents pH (6,8, 7,0, 7,2, 7,4). Cette expérience a été conduite sur les sondes ll-2a
et 1l-2g. Quel que soit le pH, les cellules présentaient la méme viabilité aprés ajout des fluorophores,
ce qui tend a démontrer une faible toxicité des sondes. Les molécules sont excitées au point
isobestique (488 nm pour lI-2a et 514 nm pour 1l-2g) et la fluorescence est récupérée suivant deux
canaux : le « canal vert » correspond a I’émission de la forme acide (500/550 nm pour ll-2a et 530/590
nm pour lI-2g) tandis que le « canal rouge » correspond a I'émission de la forme phénoxide
(respectivement 600/650 nm et 650/710 nm). L’intensité émise a I'intérieur de chaque cellule est alors
mesurée sur chaque canal pour permettre une estimation du ratio Facige/Fbase. LeS images obtenues

ainsi que l'intensité mesurée sont présentées Figure [1-39 et Figure 11-40.
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Figure 11-39. a) Images de cellules HelLa incubées avec 1 uM IlI-2a pendant 5 min a 37 °C a différents pH avec une
longueur d’onde d’excitation d 488 nm. 1¢ colonne : image en transmission, 2éme colonne : canal vert (500/550 nm), 3éme
colonne : canal rouge (600/650 nm). Barre d’échelle : 25 uM. b) Evolution du ratio R = Fyert/Frouge €n fonction du pH. Les carrés
noirs représentent I’évolution obtenue lors de la titration.

L’évolution de la fluorescence dans les cellules est relativement similaire a celle observée lors
de la titration. Pour II-2a, le ratio entre les fluorescences acides et basiques est multiplié par 4 avec
une évolution entre 0,3 a pH 7,4 et 1,2 a pH 6,8. La sonde ll-2g, quant a elle, présente une
augmentation plus faible de ce ratio (seulement 2,5 fois) mais suffisante pour des mesures de faibles

variations de pH.
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Figure 11-40. a) Images de cellules HeLa incubées avec 1 uM Il-2g pendant 5 minutes a 37 °C a différents pH avec une
longueur d’onde d’excitation a 488 nm. 1¢¢ colonne : image en transmission, 2¢me colonne : canal vert (530/590 nm), 3¢me
colonne : canal rouge (650/710 nm). Barre d’échelle : 25 uM. b) Evolution du ratio R = Fyert/Frouge €N fonction du pH. Les carrés
noirs représentent I’évolution obtenue lors de la titration.

I.5 Un exemple de fonctionnalisation : la localisation

intracellulaire

Pour développer I'utilisation de ce type de sondes, nous avons tenté de fonctionnaliser les
sondes en ciblant certains organites particuliers. En effet, le pH; n’est pas constant au sein de la cellule :
pour que tous les processus biologiques puissent avoir lieu, certaines enzymes sont a l'intérieur de
compartiments dont le pH est différent de celui du cytoplasme. Un des exemples les plus connus est
celui des lysosomes chargés de la digestion intracellulaire. Ceux-ci présentent un pH compris entre 3,5
et 5 indispensable au fonctionnement des enzymes qui se trouvent a 'intérieur. Parmi les exemples
de ces nombreux organites, un, en particulier, a retenu notre attention. Il s’agit des mitochondries
dont le pH est légérement alcalin, autour de 7,8%, Cette mesure a été principalement réalisée avec

des dérivés de protéine GFP mutées’ dont la fluorescence est sensible aux variations de




I1.5 : Un exemple de fonctionnalisation : |a localisation intracellulaire

concentration en protons. Cependant, ces mutants se sont aussi révélés sensibles aux différents
oxydants présents dans les mitochondries, entrainant une incertitude sur la valeur des mesures de pH

effectuées!”.

Demaurex et al.’* ont défini les propriétés nécessaires a une sonde pour une mesure précise
du pH des mitochondries : (a) cibler les mitochondries, (b) avoir une réponse rapide et réversible aux
variations de pH, (c) avoir un pKa alcalin supérieur a 7,0 pour correspondre au pH mitochondrial et (d)
présenter une trés haute spécificité au pH pour discriminer entre des variations de pH et d’autres
variations comme la force ionique, ou les conditions rédox. La famille pH-TCF nous paraissait
intéressante de ce point de vue, car elle présente une réponse rapide et réversible au pH et il est
possible de faire varier le pKa pour qu’il s’adapte a la gamme voulue. Ceci permet de réaliser deux des
conditions nécessaires. La partie suivante permet de montrer comment nous avons essayé de remplir

les conditions restantes.

5.A. Adaptation aux mitochondries

Les mitochondries sont habituellement ciblées a I'aide de cations lipophiles. La méthode la
plus utilisée est celle développée par Murphy et al’® et qui consiste & greffer un groupement
triphénylphosphonium sur la sonde par une chaine alkyle non conjuguéel’*7¢!. La présence de la charge
positive stabilisée permet, dans un premier temps, un passage rapide a travers la membrane cellulaire
puis une internalisation dans la mitochondrie du fait du potentiel de membrane de cette derniéere qui
nécessite des charges positives pour s’équilibrer (et ne peut le faire avec des protons car on est en

milieu basique a l'intérieur).

5.A.i Synthése d’une nouvelle cible

Les sondes lI-2g et lI-2h se révelent extrémement intéressantes pour cet objectif. En effet, la
présence d’un second groupement hydroxyle permet une fonctionnalisation a I'aide d’un bras
espaceur. De plus, I'alkylation de I'oxygene (lI-2h) induit une hausse de pKa qui, méme si elle est
relativement faible (seulement 0,2 unité de pH) permet de se rapprocher d’un pKa approprié pour le

pH alcalin des mitochondries.
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Figure 11-41. Synthése de la cible Mito-pH-TCF en 4 étapes avec ajout du groupement triphénylphosphonium a la
derniére étape par un couplage peptidique.

La synthése de la cible finale Mito-pH-TCF est présentée Figure II-41. Cette synthése a été
optimisée pour introduire le groupement triphénylphosphonium a la derniére étape afin d’éviter des
problémes de solubilité en milieu organique a cause des charges électrostatiques. Ce groupement,
greffé sur une amine (1I-7), est ainsi introduit par coulage peptidique sur un acide carboxylique libre.

La stratégie de synthése est donc d’introduire cet acide sur une sonde dérivée de Il-2g.

La premiére étape est la fonctionnalisation d’un seul des deux groupements hydroxyles du 3,4-
dihydroxybenzaldehyde par un équivalent de méthyl-4-bromobutanoate (1I-3). La régiochimie de cette
substitution peut étre contrdlée grace a la déprotonation totale des deux fonctions —OH par un exces
d’hydrure de sodium. Le phénolate positionné en 3 n’est pas conjugué et est moins stabilisé que celui
en position 4, il réagit donc plus rapidement sur le carbone électrophile de II-3. Les expériences RMN
2D (HSQC et HMBC) ont montré que le produit obtenu en majorité est bien le composé II-4. Le faible
rendement s’explique par la dialkylation des deux sites. L'ester est ensuite saponifié en présence de

LiOH pour obtenir I'acide carboxylique libre (1I-5).

68



II.5 : Un exemple de fonctionnalisation : la localisation intracellulaire

On effectue alors la condensation de Knoevenagel habituelle avec le TCF pour donner un solide
violet (lI-6). Le groupement triphénylphosphonium est alors introduit par lI'intermédiaire d’un
couplage peptidique en présence d’agent de couplage (HATU) et de I'amine II-7 porteuse du
groupement triphénylphosphonium, préalablement synthétisée (Figure 1l-42) par une simple
alkylation entre la triphénylphosphine et un équivalent de bromoéthylamine!’#. Cette derniére étape
permet |'obtention du composé final en seulement quatre étapes. Malheureusement, chacune d’entre
elles posséde un rendement peu élevé ce qui conduit a un rendement total particulierement faible, de

seulement 10 %.

MeCN
H,oN

Br
P Reflux, 15h \©

-7

Figure 11-42. Syntheése de I'amine II-7 qui permet I'introduction du groupement triphénylphosphonium par couplage
peptidique a la fin de la voie de synthése envisagée.

5.A.ii Un pKa plus élevé pour s’adapter aux mitochondries

L’étude en absorption a ensuite été menée pour déterminer le pKa de la sonde Mito-pH-TCF.
Comme attendu, ses propriétés sont relativement proches de celles de II-2h (voir Figure 11-43,

détaillées dans le Tableau II-2, page 45).
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Figure 1l-43. Gauche : Spectres d’absorption de Mito-pH-TCF (10 uM) a différents pH dans un tampon HEPES. Droite :
Absorbance en fonction du pH a 615 nm (carré) et modélisation par I’équation (11-1) (ligne rouge)

En milieu acide, le fluorophore présente une bande large centrée autour de 463 nm. Lorsqu’on
augmente le pH, cette bande disparait et laisse place a une bande plus fine et plus intense dont le

maximum est situé a 611 nm. Ces deux bandes s’interconvertissent avec un point isobestique bien
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Chapitre Il : De I'optimisation du pKa a la synthése de sondes sensible au pH

défini, situé a 520 nm. Les coefficients d’absorption sont relativement équivalents a ceux de la sonde

11-2h avec des valeurs de 54 000 Mt.cm™ en milieu acide et 122 000 M*.cm™ sous forme phénolate.

forme phénol? forme phénolate®
Aabs Aem A}\C q)d (E.(D) }\abs Aem AAC cDe (E.G))
Mito-pH-TCF | 463 600 137 6%(3500) | 611 644 33 1% (1700) 7,2

pKa

Tableau II-5. Propriétés spectroscopiques de la sonde Mito-pH-TCF. Les longueurs d’ondes sont données en nm. ¢
mesuré dans I'eau & pH 3 * mesuré a pH 10 © différence de longueur d’onde (nm) @ mesuré dans I'eau avec la Coumarine 153
dans le méthanol (®=0,54) comme référence. ¢ mesuré dans I'eau avec le crésyl violet dans le méthanol (0=0,54) comme
référence.

Par la méme méthode que pour les autres sondes sensibles au pH, il est possible d’obtenir une
approximation du pKa du phénol. La valeur obtenue par régression des moindres carrés indique un
pKa de 7,2, [égerement supérieur a celui obtenu pour lI-2h. Ce résultat est en accord avec la corrélation
obtenue précédemment avec les paramétres de Hammett. En effet, le groupement
triphénylphosphonium n’est pas conjugué avec le cycle aromatique a cause de I'espaceur alkyle. Une
des meilleures maniéres de modéliser I'apport électronique de tout le groupement fonctionnel est
alors de ne considérer que le bras espaceur. Or le paramétre o, pour un tel type de chaine alkoxyle a
deux, trois ou quatre carbones est de 0,10, soit Iégérement plus faible que pour un groupement
méthoxy et conduit, d’aprés la corrélation obtenue avec la Figure 11-23, a un pKa de 7,25, proche de la

valeur obtenue expérimentalement.

5.B. Mesure du pH

Les propriétés de fluorescence ont aussi été étudiées dans des solutions tamponnées a
différents pH. Grace a la charge positive portée par le phosphore, la sonde est parfaitement soluble en
milieu acide. En milieu basique, lorsque le phénol est déprotoné, le fluorophore est sous forme

zwitérionique, avec une solubilité un peu moindre mais suffisante pour les mesures.

5.B.i Une fluorescence sans mauvaise surprise

Lorsqu’elles sont excitées a leur maximum d’absorption, les deux formes émettent une
fluorescence dont les caractéristiques sont résumées dans le Tableau II-5. En milieu acide, la
fluorescence émise par la forme phénol est centrée sur 600 nm avec un trés large déplacement de
Stokes (4930 cm™ correspondant & un décalage de & 130 nm). En milieu basique, la fluorescence
enregistrée est, quant a elle, moins intense, avec un maximum a 644 nm et un déplacement de Stokes

de 800 cm™ (30 nm) relativement proche des caractéristiques de lI-2h. Les rendements quantiques de
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fluorescence sont de respectivement de 6,5 % et de 1,4 % pour les formes acides et basiques, ce qui

est légerement supérieur a la sonde II-2h avec un simple méthoxy.
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Figure 11-44. Gauche : Spectres d’émission de Mito-pH-TCF (10 uM) a différents pH dans un tampon HEPES, avec
excitation fixée a 525 nm (point isobestique). Droite : Changement dans le ratio de I'intensité mesurée (Facide/Fbasique) SUr la
gamme de pH 2 a 10.

En résumé, lorsqu’on compare Mito-pH-TCF et lI-2h, le remplacement du groupement méthyle
par une chaine carbonée plus longue sur laquelle est greffée le triphénylphosphonium permet

d’augmenter la solubilité et le pKa de la molécule tout en conservant les propriétés de fluorescence.

5.B.ii Utilisation ratiométrique en excitation

Comme pour les sondes présentées précédemment, il est possible d’effectuer une mesure
ratiométrique du pH. Le rapport entre les deux émissions (R: = Feoo/Fsaa) permet de calculer le pH
comme le montre la Figure 11-44. Ce rapport est multiplié par 10 entre pH = 8 et pH = 6. Cependant
cette variation est maximale pour des pH en deca de 7. Pour visualiser des variations a un pH supérieur,
une premiére approche est de considérer le rapport inverse : Ra = Feaa/Feoo présenté sur la Figure 11-45.
R: et R, sont inversement proportionnels, R, augmente de 1,6 a 5,6 quand le pH passe de 7 a 8. Dans

le méme temps, R; est divisé par 3,5 entre 0,7 et 0,2. La précision est ainsi plus grande avec R..
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Figure II-45. Evolutions des ratio Ry = Feoo/Fsaq (carrés noirs) et R, = Feaq/Fso0 (ronds bleus) en fonction du pH (Mito-
PH-TCF, 10 uM, tampon HEPES). Le second permet une mesure plus précise d’un pH légérement alcalin.
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Malheureusement, la sonde Mito-pH-TCF a une faible absorbance a la longueur d’onde du
point isobestique. Ceci conduit a une fluorescence peu intense du phénol et du phénolate de la
molécule. Un moyen de surmonter cette difficulté est d’utiliser un ratio en excitation. En effet, les deux
formes ont une émission non négligeable autour de 640 nm comme le montre la Figure 11-44 (gauche).
En excitant successivement aux longueurs d’ondes d’absorption du phénol (460 nm) et du phénolate
(600 nm), I'intensité collectée dépend directement de la proportion de chacune des deux formes. Ainsi
a pH acide, le signal est intense lorsqu’on excite a 460 nm tandis qu’il est quasi nul avec une excitation
a 570 nm et au-dela (voir Figure lI-46). On obtient I'inverse a pH basique. De nouveau, il est plus
intéressant de diviser la mesure collectée sur la forme basique par celle sur la forme acide pour avoir

un maximum de variations autour de pH 8 (R3 = Feoo/Fas0)-

Les résultats de cette étude sont présentés dans la Figure 11-46. R3 est multiplié par mille entre
pH 4 et pH 10 (de 0,01 a 12) avec une variation tres importante entre pH 7 et pH 8 (R3=1,6 a pH 7 et
R; = 5,6 a pH 8). La variation de R; est la méme que R, mais la fluorescence détectée est plus intense,

ce qui permet une meilleure sensibilité.
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Figure 11-46. Spectres d’émission de Mito-pH-TCF (10 uM) dans un tampon HEPES a pH 3 (gauche) et 10 (centre)
avec excitation de la forme phénol G 460 nm (noir) et de la forme phénolate a 570 nm (rouge). Droite : évolution de Rs; en
fonction du pH.

5.B.iii Stabilité et influence extérieure

Avant d’utiliser cette sonde pour une application in-vitro, nous avons voulu vérifier la stabilité
de celle-ci vis-a-vis du photo-blanchiment. En effet, sous une excitation intense, de nombreuses sondes
fluorescentes sont dégradées et n’émettent plus. Nous avons comparé notre composé a la
fluorescéine. Tous les deux ont été irradiés a 460 nm (maximum d’absorption de notre sonde) pendant
une heure. L'intensité du Laser est suffisante pour blanchir 50 % de la fluorescéine. Dans le méme
temps, seulement 10 % de Mito-pH-TCF a été dégradé (voir Figure 1I-47), ce qui démontre une

meilleure photostabilité.
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I1.5 : Un exemple de fonctionnalisation : |a localisation intracellulaire
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Figure 1I-47. Stabilité comparée vis-a-vis du photo-blanchiment de la sonde Mito-pH-TCF (noir, tampon HEPES) et de
la fluoréscéine (rouge). Exc 460 nm avec une concentration 10 uM pour les deux fluorophores.

Une autre vérification importante concerne la derniére recommandation de N. Demaurex! :
la spécificité au pH par rapport aux autres ions et spécialement aux espéces oxydantes présentes dans
la mitochondrie. La fluorescence mesurée a pH 7,4 (une partie de la sonde est protonée) en présence
des principaux ions métalliques a 1mM (Na*, K*, Ca%, Mg®, Zn?*, Mn%, Cu®* et Fe?), de thiols (GSH, 5
mM), ou d’especes oxydantes (H,0,, CIO", 1ImM) conserve la méme intensité. Le ratio Rz mesuré ne
présente que trés peu de variations (Figure 11-48). Seule la présence du fer (ll) entraine une réponse.
Cela est di a un affaiblissement de la fluorescence de la forme protonée dans ces conditions. En
présence de peroxyde d’hydrogene et d’ions hypochlorite (1 mM, Figure 11-48), il y n’a la aussi aucun
changement notable, ce qui indiqgue que Mito-pH-TCF peut étre utilisée pour mesurer le pH de

mitochondries sans perturbation due a des espéces biologique.
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Figure 11-48. Ratio d’excitation de Mito-pH-TCF en présence de divers ions métalliques (ImM, Na*, K*, Ca?*, Mg?*,
Mn?*, Fe?*, Cu?*, Zn?*), 5mM GSH et 1ImM H,0; et NaClO dans un tampon HEPES & pH 7,4.
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Chapitre Il : De I'optimisation du pKa a la synthése de sondes sensible au pH

5.C. Expériences in-vitro ?

Nous avons ensuite souhaité appliquer cette sonde a I'imagerie cellulaire. Malheureusement
dans les tampons phosphates utilisés pour la culture cellulaire, il semble que les sondes précipitent et
ne sont pas capables de passer la membrane cellulaire. Contrairement aux tampons HEPES utilisés
pour les mesures spectrométriques la sonde n’est pas soluble en présence de phosphates. Le précipité

est de couleur bleue, ce qui semble indiquer que c’est le zwitérion qui précipite.

Une solution proposée pour dépasser ce probleme est la protection du groupement phénol
sous forme d’ester acétoxyméthyle (AM-Mito-pH-TCF, voir Figure 11-49) a la maniére de la protection
des acides carboxyliques présents sur les sondes décrites dans I'introduction. L’action des estérases

présentes dans les cellules et en particulier dans les mitochondries permettrait de retrouver la sonde

Q.
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Figure 11-49. Nouvelle cible : AM-Mito-pH-TCF dont le phénol est protégé sous forme d’ester acétoxyméthyle.

Malheureusement, par manque de temps la synthése n’a pas été achevée a I’heure de la
rédaction du manuscrit. Il n’a donc pas été possible de tester cette sonde en conditions physiologiques

et surtout de vérifier I'entrée dans les cellules et la solubilité d’une telle architecture.

I1.6 Conclusion

L’'objectif de ce premier chapitre était de synthétiser des sondes fluorescentes sensibles a des
variations de pH. L'utilisation d’'un groupement phénol permet d’obtenir une espéce qui peut étre
protonée ou déprotonée suivant le pH. Cette caractéristique structurelle s’accompagne d’une
modification des propriétés électroniques et spectroscopiques. De plus, la condensation de
Knoevenagel avec le TCF permet d’introduire un groupement tres fortement électro-attracteur, ce qui

abaisse directement le pKa a une valeur de 7,4 proche du pH physiologique.

La grande liberté offerte dans le choix de I'aldéhyde a permis de synthétiser une large famille

de molécules couvrant une gamme de pKa trés large : de 5 a 9. Ces molécules sont stables et réagissent
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11.6 : Conclusion

de fagon réversible a des variations de pH avec une forme phénol qui absorbe autour de 460 nm et

une forme déprotonée dont les propriétés sont décalées vers le rouge.

Les propriétés d’émission de ces molécules permettent une mesure ratiométrique du pH avec
une trés bonne précision aux alentours du pKa. Les longueurs d’onde utilisées se rapprochent de la
fenétre de transparence biologique avec des maxima d’émission au-dela de 600 nm. Ces propriétés
intéressantes nous ont permis de mesurer le pH intracellulaire au cours d’une collaboration avec
I’équipe du Pr Jacques Samarut et ont fait I'objet d’'une publication dans Organic & Biomolecular

Chemistry. Cette derniéere est fournie en annexe a la fin du manuscrit.

Enfin, il est possible de facilement fonctionnaliser ces sondes pour ajouter une un groupement
ciblant les mitochondries. Les propriétés spectroscopiques peuvent étre adaptées aux pHs légérement
alcalins qu’on trouve dans ces organites. Malheureusement, pour des raisons de solubilité, la sonde
Mito-pH-TCF n’a pu étre testée en cellule. Une solution proposée est la protection de cette derniere

sous forme d’ester acétoxyméthyle.

Pour se hisser au rang des meilleures sondes présentes sur le marché, il est cependant
nécessaire d’améliorer deux propriétés spectroscopiques. Tout d’abord, décaler les longueurs d’onde
d’absorption et d’émission vers le rouge. Les caractéristiques des sondes lI-2i et 1I-2j offrent une
solution possible a condition de substituer les groupements naphthyles pour ramener le pKa a des
valeurs proches du pH physiologique. Ensuite, il faut augmenter I'intensité de fluorescence émise par
les sondes. Une piste envisagée est la rigidification de la structure et de la liaison vinylique en greffant
directement le groupement TCF sur les cycles aromatiques, comme on peut le voir sur la Figure II-50, a
la maniére des composés synthétisés par Lord et al.?*’”! avec des amines. Une autre possibilité est
I'inclusion de nos molécules dans des hydrogels permettant de rigidifier I’'environnement et donc

d’augmenter l'intensité émise.

NCNC
Y

Figure 11-50. Proposition de sonde pH rigidifiée permettant une fluorescence plus intense
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Chapitre III Application du principe OFF/ON a la
détection du peroxyde d’hydrogene

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la détection du peroxyde d’hydrogene a
|'aide de sonde portant le groupement TCF. Ce chapitre va permettre de mettre en évidence
I'importance et la nécessité d’une architecture dipolaire pour obtenir la fluorescence en créant des

sondes de type OFF/ON.

Le peroxyde d’hydrogéne est un composé produit en trés larges quantités a I'échelle
industrielle pour ses propriétés oxydantes qui servent dans le blanchiment de la pate a papier, le
traitement des eaux ou comme désinfectant. Nous nous sommes, quant a nous, intéressés a la
détection du peroxyde d’hydrogene présent dans les cellules et impliqué dans de nombreux processus

physiologiques.

III.1 Le peroxyde d’hydrogene dans la cellule

A l'échelle d’'un organisme, le peroxyde d’hydrogéne est produit principalement dans les
mitochondries. C’est un sous-produit de la respiration aérobie : environ 0,5 % de tout I'oxygéne
consommél’® subit une réduction incompléte qui s’arréte & H,0,. Parmi les différentes espéces
réactives de I'oxygéne (ROS pour Reactive Oxygen Species) comme I'anion superoxide (O;7), le radical
hydroxyle (HO") ou I’anion hypochlorite (CIO’), le peroxyde d’hydrogéne a la plus faible réactivité, la
plus grande stabilité (la plus longue demi-vie) et surtout la plus grande concentration intracellulaire

(voir Figure 111-1).

02 —— 02'- —- H202 -—» OH —>» H20

Reduction
Potential (V): 0.94 0.32 2.31
T1/2 (sec): 10°% 10° 10° Cellular effect
In vivo [ T I T ]
-10 -7 -15
concentration(M): 18 19 = ?04 ; 107 10 )
Proliferation Growth arrest  Apoptosis

Figure IlI-1. Présentation des différentes ROS ayant un réle biologique dans le corps humain avec leur potentiel
standard, temps de demi-vie et concentration. L’encart montre les effets biologiques d’une variation de la concentration
cellulaire en H202. Tiré de 79
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Chapitre IIl : Application du principe OFF/ON a la détection du peroxyde d’hydrogéne

1.A. Un role ambivalent

La concentration en espece oxydante est controlée au sein de la cellule. Cependant une
mauvaise régulation entraine une accumulation de ces espéces et cause ce que I'on appelle le stress
oxydant, nocif pour la cellule. Par exemple, la concentration en H;0, dans Escherichia Coli est
relativement constante (autour de 0,2 uM) en dépit de fluctuations mais devient toxique lorsqu’elle
atteint une valeur autour de 1 pME%. De plus, comme montré dans I'encart de la Figure llI-1, le
traitement de différentes cellules avec des doses croissantes de peroxyde d’hydrogéne entraine la
prolifération puis, en augmentant la dose, I'apoptose de celles-ci. Une grande concentration en
peroxyde d’hydrogéne fragilise la membrane cellulairel®¥ et la rend perméable au milieu extérieur, ce

qui entraine la destruction de la cellule elle-méme.

Le stress oxydant s’accompagne d’une oxydation de protéines'® ou d’acides nucléiques® et
d’une modification du matériel génétique®. Pris séparément, ces effets néfastes peuvent étre traités,
mais un stress oxydant prolongé entraine une accumulation irréversible des dommages, ce qui
engendre a terme le vieillissement cellulaire ainsi que des maladies qui lui sont liées comme des

maladies neurodégénératives, des diabétes ou des cancers®..

-‘Apoptosi'S‘
Signal Global changes in
transduction gene expression
Proliferati Lifespan
Mitochondrion Prm R determinants

l Plasma membrane

Figure IlI-2. Le peroxyde d’hydrogéne produit dans les mitochondries permet de réguler la durée de vie en agissant
en tant que molécule de transduction de divers signaux et a travers le stress oxydant. H,O; peut affecter la prolifération ou
I"apoptose des cellules par activation ou désactivation de protéines. Le stress oxydant résulte en une détérioration chronique
des fonctions cellulaires qui conduit au vieillissement de celle-ci. Extrait de 7]

Cependant, H,0, peut aussi étre produit spécifiquement par plusieurs enzymes®. C’est
d’ailleurs la seule ROS pour laquelle il existe de telles enzymes!’®. Ceci montre son importance au sein
de la cellule et son apport indispensable. Le peroxyde d’hydrogéne est en effet utilisé pour transmettre
des signaux au sein de la cellule en réponse a des stimuli de croissance ou de stress!®”! (voir Figure I11-2).

Par exemple, par I'oxydation réversible de cystéines, H,0, permet la formation de liaisons disulfures
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[Il.1 : Le peroxyde d’hydrogene dans la cellule

au sein de protéines et le changement conformationnel qui en résulte module I'activité de celle-cil® 8!

(activation ou inhibition suivant la protéine).

Dans un environnement inflammé, H,0, sert de réponse immunitaire : les macrophages
produisent de larges quantités d’espéces oxydantes® (H,0, peut atteindre des concentrations aussi
élevées que 10 a 100 uM) qui vont altérer les agents pathogénes extérieurs. En parallele a la
désinfection, le peroxyde d’hydrogéne est aussi un signal déclenchant la cicatrisation® par la
prolifération de cellules endothéliales, de fibroblastes et de kératinocytes, qui vont respectivement

former les vaisseaux sanguins, le derme et I'épiderme.

1.B. La fluorescence au service de la détection

Ces quelques exemples montrent le caractére ambigu du peroxyde d’hydrogéne (stress ou
signal) et la nécessité de mieux comprendre tous les effets dont il est responsable. Dans ce but,
I'imagerie optique et en particulier la fluorescence, présente de tres nombreux avantages pour I'étude
des différentes ROS dans 'organisme : étude non-invasive avec une grande résolution spatiale et
temporelle. Au cours des années, de trés nombreuses sondes fluorescentes ont été développées et
ont permis une meilleure compréhension des différents phénomeénes dans lesquels H,0; est impliqué.
Les pages suivantes présentent quelques exemples de ces sondes qui ont permis d’identifier I'action

du peroxyde d’hydrogéne dans I'organisme.

1.B.i Des premiers exemples non sélectifs

I COOH ROS I COOH
D
Cl ! ! Cl Cl l — l Cl
HO 0] OH O O OH
DCFH DCF

Figure IlI-3. Exemple de sonde sensible aux espéces oxydantes basée sur une dihydrofluorescéine. La DCFH non
fluorescente est oxydée en DCF fluorescente.

La premiere sonde sensible au peroxyde d’hydrogene publiée dans la littérature est la
2’,7,Dichlorodihydrofluorescéinel®” (DCFH). Cette molécule peut étre oxydée par H,0, pour donner la
2’,7’-dichlorofluorescéine (DCF, voir Figure 1lI-3) qui est complétement conjuguée et posséde une
intense fluorescence. DCFH n’est pas du tout fluorescent avant I'oxydation, ce qui permet d’avoir une

sonde dite « Turn-on » ou « OFF/ON » qui s’allume uniquement en présence de 'analyte étudié, ici
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Chapitre IIl : Application du principe OFF/ON a la détection du peroxyde d’hydrogéne

H,0,. Dans la méme veine, la dihydrorhodamine 123 (DHR123)®3 ou d’autres dérivés de

dihydrofluorescéine ont pu étre utilisés!®°,

Cependant ce type de sonde souffre de deux inconvénients majeurs : tout d’abord, les
fluorescéines sont tres photosensibles et elles ont tendance a s’auto-oxyder sous excitation lumineuse.
Ceci produit un tres fort signal de fond en absence d’espéce oxydante. De plus, ces composés
manguent de sélectivité pour H,0, parmi les différentes ROS. Il est méme maintenant prouvé que
DCFH ne réagit pas avec le peroxyde d’hydrogéne si un catalyseur, le cytochrome C, est absent'®®!. En

réalité, la seule espece oxydante qui réagit directement avec cette sonde est le radical HO'.

Un autre exemple intéressant est basé sur I'oxydation d’une phosphine®”. La sonde DPPEA-
HC (7-hydroxy-2-oxo-N-(2-(diphénylphosphin)éthyl)-2-[H]-chromeén-3-carboxamide) contient un
groupement diphénylphoshine qui éteint la fluorescence par phénomene PET (Figure 1ll-4). Lorsque
celui-ci est oxydé en phosphine oxyde, le transfert d’électrons n’a plus lieu et la fluorescence est
restaurée. Méme si il est possible de détecter des concentrations en peroxyde d’hydrogéene autour du
millimolaire, le caractére OFF/ON n’est pas entiérement réalisé car le transfe