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Abstract

During this PhD thesis, we have explored the dondirthemical reactions
catalyzed by palladium in cancer cells. Firstly, in@ve developed a tumor
hypoxia marker based on BODIPY fluorescent liganthplexed to palladium
(Figure 1). This non fluorescent markd©@0 can undergo a selective
bioreduction in hypoxia cancer cells with high satef NADH to release the
fluorescent BODIPY ligand30.

NADH
—_—

Hypoxia
Bioreduction

190, Non fluorescent 130, Green fluorescent

Figure 1: Potential marker of tumor hypoxia.

We have also demonstrated that, during its bior@otuc this 190 marker
liberates palladium (0). Thim situ generated palladium (0) was used in the
second part of this thesis to catalyze the orgateheeactivation of a cytotoxic

prodrug in cancer cells (Figure 2).

}\I/ catalyszs
Pyr NADH
Ny 0)
pd Pd
1 Hypoxm
Intracellular

Figure 2: Organometallic catalysis of a caged cytotoxic drug.

The experience gained from the previous partsisftttesis led us to develop a

4



simplified version having both the cytotoxic progriand the palladium
precatalyst in the same system. This system maxepmobe easier to control for

in cellulo applications.



Resumeé

Dans cette these, nous avons exploré le domainerékagions pallado-

catalysées dans les cellules cancéreuses. Dansmieptemps, nous avons mis
au point un marqueur potentiel de I'hypoxie tumera base d'un ligand

fluorescent BODIPY complexé au palladium (Figure @ marqueur non

fluorescentl90 subit une bioréduction sélective dans les celloéaxéreuses en
hypoxie avec des taux élevés de NADH pour donneligiend fluorescent

BODIPY 130

NADH
S
Bioréduction

Hypoxie

190, Non fluorescent 130, Vert fluorescent

Figure 3: Marqueur potentiel de I'hypoxie tumorale.

Nous avons également démontré que dans sa bioi@du marqueur libére le
palladium (0). Ce dernier, générésitu, a été utilisé dans la deuxiéme partie de
cette these, pour catalyser une réaction organdigeéa d’activation d’une

prodrogue cytotoxique dans les cellules cancére(llﬁa@sre 4).

\N/ catalyse
Pyr NADH
N ©
Pd Pd
Cl Hyp0x1e
Intracellulaire
Prodrogue

Figure 4: Catalyse organométallique d'une drogue cancéreaggec
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L'expérience acquise dans les deux parties prétéslemus a permis en fin de
développer un systeme simplifié qui porte a la faisirogue cytotoxique et le
précatalyseur de palladium. Ce systeme sera phike fa contréler pour des

applicationsgn cellulo.
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Introduction générale

Le cancer regroupe un ensemble de maladies résulanla croissance
incontr6lée de cellules ayant accumulé des anomgimétiques. Au fur et a
mesure du temps, ces cellules se divisent, enwtiigss organes environnants
et disséminent dans l'organisme pour former deastaétes. La difficulté de
réguler ou de prévenir une telle propagation ddisiles cancéreuses conduit
souvent a la mort du patient.

L'apparition du cancer est causée par des mutagiénétiques des cellules. Ces
mutations résultent de I'action de nombreux facteyui interagissent les uns
avec les autres. Ces facteurs peuvent é&tre exogéresdogéne’s’ Les facteurs
externes incluent des organismes infectieux, unavaise alimentation, des
pesticides, des toxines environnementales, l'alaole tabac. Les facteurs
internes proviennent essentiellement de mutati@gmetigues héréditaires, des
conditions immunitaires et hormonales. Il existesgurs étapes de progression
du cancer qui sont généralement établies avedlada la tumeur, de I'étendue
de la tumeur primaire et de la capacité de propmmates ganglions
lymphatiques avoisinants ou d’autres organes.

Dans le cas des tumeurs solides, les altérationgtighes et métaboliques
acquises peuvent étre amplifiées par le microenmgment de la tumeur. C'est
le cas de I'hypoxie tumorale. En effet, lorsqu'umasse tumorale atteint un
certain volume, les cellules cancéreuses constitlarpartie centrale de la
tumeur ne sont plus suffisamment oxygénées et meutependant, certaines
d’entre elles, développent un métabolisme anaértshie permettant de survivre
malgré tout.

A cause d’'une large gamme de facteurs, 'occurreleda maladie est difficile a
prédire. Selon 'OMS, 8.2 millions de décés ontréigensés en 2012 au niveau
mondial, etle nombre de nouveaux cas devrait @aggn de 70% dans les deux
prochaines décenniés.

La chimiothérapie est 'une des méthodes les plilsées pour traiter les
cancers. Grace aux recherches extensives menéssledaéveloppement de

nouvelles molécules, les traitements sont de piydies efficaces et les chances
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Introduction générale

moyennes de guérir augmentent chague année. Cepemadgré ces avancees,
il reste encore plusieurs types de cancer peu ldesséd la chimiothérapie
classiqgue, comme les tumeurs du cerveau ou le caecprostate. Le second
probleme est lié aux effets secondaires désageaple accompagnent la
plupart des agents de chimiothérapie. Citons pamele les nausées, la perte
des cellules, la diminution de I'immunité, tousrétaausés par le manque de
sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses.

Le manque de sélectivité est un probleme majeus Batraitement du cance.

a été montré que la grande majorité des agentsaan@reux présentent une
pénétration faible et lente dans le microenvironettumoral. Ainsi, certaines
régions tumorales ne sont pas exposées a des t@icEis létales de
chimiothérapiell a d’ailleurs été démontré dans géupart des études que les
chimiothérapies classiques présentent une décnoissde la concentration
d'agent antitumoral avec la distance a partir dasseaux sanguins. Cette
concentration peut s’avérer nulle dans les zonetefaent oxygénées appelées
zones hypoxiquesDe plus, les tumeurs peuvent développer de lstadse
contre les agents anticancéreux aprés un traitepnelangé’ Cela montre alors
gu’il y a besoin de développer des nouveaux agentiEancéreux avec des
propriétés améliorées.

Pour une thérapie effective du cancer, il faut @onél et développer les
nouvelles stratégies pour la délivrance effectiee chimiothérapies aux cellules
cancéreuses. L'administration directe des drogaes tlenvironnement tumoral
serait d’autant plus profitable et effective loreda cancer est encore localisé.
Cependant, le pronostic est totalement différemsgloe les tumeurs commencent
a se métastaser pour envahir les tissus sainsoenwints en altérant leur

phénotype.

L'objectif de cette thése est de développer dedrpgues sélectives de
I'hypoxie tumorale. Dans la premiere partie, nowsgerons en revue des

stratégies utilisées actuellement pour développsrpmodrogues antitumorales
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Introduction générale

en général, ainsi que celles qui ciblent I'hypoaie particulier. Ensuite, nous
exposerons les résultats obtenus en présentantpaesogues tumorales
développées qui ciblent I'hypoxie, tout en insistaor leurs mécanismes de
sélectivité. Pour conclure, nous présenterons lessppctives des voies
potentielles a envisager pour simplifier le modéfm de libérer de maniere

contr6lée des anticancéreux dans les cellules emditauns d’hypoxie.
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1. Chimie bio-orthogonale

1.1. Introduction

Les processus biologiques qui ont lieu dans l'ogyaa vivant sont
extrémement complexes, mais il est possible dedegprendrevia la chimie. La
chimie bio-orthogonale en plein essor est un otrls prometteur. Elle
représente tout un ensemble des réactions chimisp@sfiques qui peuvent
s'effectuer dans des systemes biologiques, satwiper le fonctionnement de
tout le reste du systéme biologique en préseh8epuis quelques années, cette
stratégie est utilisée pour sonder et suivre I'étoh d’'une biomolécule comme
par exemple un métabolite, un médicament, un itéhibi d’enzyme, etc. a
l'intérieur de la cellule.

De fagon générale, la bio-conjugaison basée suréksdions bio-orthogonales
implique une stratégie en deux étapes : la premiére étapsst® a introduire
une fonction réactive sur la biomolécule (chimigeamou biochimiquement)
qui n'affecte pas son activité biologique, avant/'dgroduire dans la cellule.
Elle est suivie d’'une seconde étape, celle du agefid’un fluorophore ou bien
une sonde complémentaire du groupement fonctiogneréagira avec cette

précédente afin de marquer la biomolécule quevrt suivre (Figure 5).

7 > ZH > § b, N
§ O nEm ¢ § ) B
Incorporatlon ngatlon
du rapporter chimio- Q@
bioorthogonal sélective

(0)

Co,

Figure 5: Marquage des biomoléculés.
Pour étre qualifiées de réactions biorthogonales,réactions doivent répondre
a un certain nombre de criteres :
* Les groupements fonctionnels incorporés a la biémdé et la sonde
doivent réagir sélectivement entre eux en conditiphysiologiques,
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Partie | : Bibliographie

sans réagir avec d’'autres groupements fonctioroiésiques présents

dans les protéines ou d’autres biomolécules.

» Les réactifs doivent étre stables cinétiquememniodynamiquement,
et métaboliguement avant la réaction et sans étigues pour les

systemes vivants.

» Les produits des réactions doivent étre stablesagmuisant a des

produits secondaires non ou peu toxiques.

Malgré les difficultés de remplir ces conditions,uetfjues réactions
chimiosélectives avec une bonne biocompatibilité-avvis des systémes
vivants ont été décrites.

1.2. Réactions bioorthogonales développées

Dans la derniere décennie, un nombre limité de tidec incluant la
condensation des cétones/aldéhydes avec des nhitdsopmines, la ligation de
Staudinger, la réaction Click et la ligation desdagénes ont été développées.
Les réactions bio-orthogonales les plus développéesexploitées sont

présentées sur la Figuré 6.

32



Partie | : Bibliographie

Approximate rate

Reaction type ® M constant (M's™) Comments References
H,N-O-R
adducts prone to
JOL ((J’_"O(g) hydrolysis; aniline J:;;;s
HN-N" R 2 catalyst can be used
Aldehyde/ketone j\ H Cf“,o
condensation R” “H(CHy) | J ) )
3 0.26 reaction provides P aral
N (100 mM sodium more stable C-C 3013
/t Pictet- phosphate) linkages
HO o Spengler
Q phosphines
Staudinger ligation R-Ng Z OMe 0:003) susceptible to Saxon
R— | (PBS) s 2000
X PPh, oxidation
HS
Cyanobenzothiazole R N\>_0=N 9.19 side reactivity with Rao
condensation HoN s - (PBS) free thiols 2009
Q
— Kobs 10-100 copper catalyst Tornoe
e =_R.Culh (10-100 puM Cu) required 2002
==h Agard
0.0012-0.14 (ACN
Strain-promoted R=N. ( ) no metal catalyst; 2004
azide-alkyne © OCT, DIFO, BCN some octynes
cycloadditions AN susceptible to thiol
(SPAAC) 8 Q B 0.17-0.96 (ACN) e Jewett 2010
= R~
BARAC, DIBO, DIBAC
o — .
® 0 = . some nitrones
~N GR (Rg’ﬁ_'sg) susceptible to '\g%}::y
R)LH 2 hydrolysis
Aén nitrile oxide q
R_:ﬁ_g H (HS%) generated in situ Guztzgn;edl
/Yan 2 (photolysis)
o
Alternative R_R OMe
1,3-dipolar A 0.15-58 nitrile imine Yu
cycloadditions H (111 ACN:PBS) generated in situ 2012
i @; ’ ’ (photolysis)
=S =N-N
® o = diazo
/—N=N ——R 13.5 (ACN/H20) generated from M;g;gth
R azide precursor
o oxanorbornadiene
R-N. L} 70,000-106,000 susceptible to van Berkel
S ﬁ\/ R (H20) reactivity with basic 2007
amino acids
| dp 210-2,800,000 TCO can isomerize | Blackman
(PBS, 37°C) over time 2008
Inverse -
N=N 0.12-9.46 (95:5 Devaraj
Elegti:::_'ADﬁ;::"d Aén R—{ )R H20:MeOH) norbornene and 2008
R N-N functionalized Yan
(IED-DA) o 0.03-13 | 9
P BED cyclopropenes 2012
( & i are shelf stable Patterson
PBS)
H Me 2012
q O, N 0.0015 quinone methide Li
o o B z
el RSTSS g (5:1 H,0:MeOH) | generated in situ 2013
R AN 0.03-0.3 ruthenium catalyst Lin
SN Hzh (RI) (PBS/tBUOH) required 2013
R Ph Ph i
s s requires
[N 0.25 (PBS/EtOH) | nickel-stabilization | Sicten
= 2011
ph” S S7 > pp of pi-electrons
N=N
Miscellaneous ® O . 0.12-0.57 products can Stockmann
St LU R-N=C “_<\N_N/>_R (THF/H,0) hydrolyze in water 2011
palladium catalyst
X o required; boronic Chalker
PN R NA acids are 2009
moderately cytotoxic
= — palladium catalyst Kodama
Ar-X = required 2007
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1.3. Applications des réactions bioorthogonales

Les réactions bioorthogonales présentées sur lard=i§ ont été largement
utilisées dans des réactions de bio-conjugaisoprdeines, glycanes, acides

nucléiques et lipides®° Ces applications sont résumées sur la Figure 7.

A direct chemical ’

: maodification
biomolecule

Y

engineered enzyme
-0
/[. orthogonal tRNA-AARS pair
H,N~ ~COOH UAG ”
mRNA

B o<
. 4 S1R

o
.‘(~ 9’ ~ —_— —> =
n OH > .*/),{LSCOA e
lipids
f residue-specifc
incorporation ;—4
H,N”>COOH — — P »
proteins JL‘Q@

charged tRNA

Golgi/ER
— > o= c—

ONDP _ﬁ
glycans nucleotide

sugar @
o
NH

HO N /gO
o

HO
nucleic acids

Figure 7: Applications des réactions bioorthogonales.
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L'application de ces réactions bioorthogonales raduepossible le marquage
direct des protéines a l'intérieur de cellules ‘tehtification ciblée de petites
molécules bioactives. Cependant, la biocompathditmme la sensibilité et la
sélectivité de ces réactifs dans I'environnementogiqgue nécessite toujours

des améliorations.

2. Métaux de transition en biologie

A part ces réactions bioorthogonales classiqueseptées précédemment, des
réactions catalysées par les métaux de transitiinmmntré également des
applications intéressantes en biologie. Les métutcansition les plus utilisés
sont le palladium, le cuivre, le ruthénium, etde. fLes réactions catalysées par
ces métaux peuvent étre classées en deux catégories

2.1. Création des liaisons carbone-carbone

Les réactions de couplages croisés de Suzuki-Mijfaau Sonogashira ont été
explorées comme des outils synthétiques pour ciéetiaisons C-Gn vitro et
in vivo. Les réactions catalysées par le palladium one#gtgloyées en chimie
biologique depuis la mise au point de catalyseer®d coordinés a des ligands
hydrosolubles comme le tri (3-sulfonatophenyl) mit@nme trisodium salt
(TPPTS)

2.1.1. Réaction de bhioconjugaison par métathése croisée

au ruthénium

En 2008, Davis et son équipe ont décrit la premié&action de métathese
croisée dans le marquage spécifique des protéioeerant un groupement
allyle sulfurein vitro (Figure 8)'? Aprés avoir fait un criblage de plusieurs
alcénes simples, ils ont remarqué que la réactmmmétathése croisée était
efficace pour effectuer la ligation entre des greté modifiées comportant une
(S)-allylcystéine avec l'alcool allylique en utdist le catalyseur de Hoveyda-
Grubbs de deuxiéme-générationlls ont développé ensuite une réaction de

métathése croisée plus rapide et efficace enaritlie Se-allyl-selenocystéine
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pour le marquagi vitro et 'ingénierie des protéinés.

MesNy_zNMes

c..j’ -

/\/UR

(X=5 5 (X=SouSe)
{ ouS¢) 30% BuOH. pH=8.0, T. A. 4 37°C

Figure 8: Marquage des protéines par métathése croisée sxtghar le
ruthénium™
2.1.2. Réactions de bioconjugaison par couplage croisé

au palladium

Les réactions de couplage catalysées par le pattadint été exploitées
également pour le marquage spécifique et ling@ieles protéines. Les
réactions de couplage croisé au palladium de predgjénétiquement modifiées
portant le p-iodophenylalanine ou lg-boronophenylalanine ont longtemps
souffert de faibles rendements ou de conditionsti@nelles trés duré§!’'?
Le premier exemple de couplage croisé de Suzulkiefinles vivantes a été
décrit par Bradley et son équipar couplage du triflate non fluorescédiit au
boronate 11 a lintérieur du cytoplasme des cellules vivanted'aide des
microsphéres de palladiurh2 (Figure 9)!° Les cellules deviennent alors

fluorescentes aprés formation du produit de cowptiEgivé de la rhodamiries.
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4
10 Non-fluorescent PPh,

HN

13 E\/E,, = 488/540 nm

Figure 9: Couplage de Suzuki réalisé par Bradley a I'intérghu cytoplasme des
cellules vivantes cancéreuses Héla.

Dans le but de ne pas utiliser les catalyseurs dldé€érogenes en milieux
vivants, Davis et son équipe ont développé plus sar catalyseur de palladium
hydrosoluble qui est un sel de 2-amino-4,6-dihygipyximidine
[PA(OACKL(ADHP),]. Ce catalyseur a été utilisé pour le couplagdsérale
Suzuki-Miyaura entre le groupemeptiodobenzyle génétiquement encodé et
des aryl-alcényles acides boroniques variés (Figjay&>*° Cette réaction donne
des rendements élevés a 37°C en 1h. Et elle atiésfeai pour le marquage

spécifique de la membrane protéinigue OmpC swiface dEscherichiacoli.

NaO

=N
Y />—NH, + Pd(OAC);
o N

+ R=B, NaO 2

».
>

R =arylou
alcenyl Tampon phosphate, pH = 8.0, 37°C

Figure 10: Réaction de couplage croisé de Suzuki-Miyaura emtesprotéine avec
la p-iodophenylalanine encodée génétiquement et un @ylalcényle) acide
19,20

boronique catalysée par le catalyseur hydrosol®déQAC)(ADHP),.
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Une autre réaction de couplage croisé trés cél@ste le couplage de
Sonogashira. Ce dernier a été également utilisé Ipomarquage des protéines
modifiées par des alcynes. Qing Li et son équigedéarit d’abord une réaction
de couplage croisée bioorthogonale catalysée papneplexe de palladium-
aminopyridine (Il) pour modifier sélectivement uptéine ubiquitine encodée
par 'homopropargylglycine (HPG) en milieu aguewsaisn également dans
I' Escherichia colf* Cependant, un excés de palladium doit &tre utiiésél est
désactivé par les protéines cellulaires a la sdéesa complexation par les
nombreux thiols présents dans les milieux biologguCeci constitue un défi
majeur en vue de lapplication de la catalyse allagiam in cellulo.??
Récemment, Chen et son équipe ont développé urdoréale couplage de
Sonogashira catalysée seulement par le palladinmlgmnd (Figure 11). Dans
cette réaction, ils ont montré que les nanopaggude palladium générées au
départ de Pd(NE)» sont des catalyseurs efficaces et biocompatibtes fe
marquage du site spécifique des protéines modifide¢es alcynes a I'intérieur
d’'Escherichia coliet d’autres pathogénes bactériens a gram-négedifsme le
Shigella®

( /{ER‘;N

Figure 11: Réactions de couplage croisé de Sonogashira smmsllentre des
groupements alcynes encodés génétiquement auxra®et différents

iodophényles, catalysées par les PANP généréespant diu Pd(Ng),.%*

2.2. Déprotection et modification des groupements chimiges

Ce domaine de recherche est trés récent avec prenaples publiés, mais reste
néanmoins tres prometteur. Les réactions de déiariect de modification des

groupements chimiques cellulo et in vivo ont été revues en détail trés
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récemment par E. MeggeisCes réactions, toutes fondées sur le méme principe

(Figure 12), sont catalysées par le ruthéniumallagium, et le fer.

Incorporation J-\'f\‘. Entrée J-\'f\‘. N

genethue dans la Decagage

cellule clmmque
Modification
chimique

(Bio)molécule
active

(Bio)molécule
encagée, inactive Catalyseur
organométallique

Figure 12: Activation temporelle et contrélée d'une (bio) nooie par catalyse

Cellule vivante

organométalliqué?
2.2.1. Le ruthénium dans les réactions de décageage

cellulo

Le premier exemple d’activatiom cellulo d’'une molécule encagée par un
catalyseur organométallique a été décrit en 200 pa Meggers, par clivage

des allylcarbamates en amines primaires correspbesian milieux biologiques

typiques (en présence d’air, d'eau et des thicds)ym complexe de ruthénium
(1) [Cp*Ru(COD)CI], avec Cp* =n°-pentamethylcyclopentadienyl et COD =
n*1,5-cyclooctadiéneRu 21 Figure 13).

17 .
x PFg~ ?QT PE,-
‘\Ru\
SN LN
N Oy SR
. 0
Ru23 (R =H)

Ru 21 Ru 22 (photo-activable) ~ Ru 24 (R = OMe)
Ru 25 (R =NMe,)

~\“1‘

Figure 13: Complexes de ruthénium développés par Meggerslpalivage
catalytique des allylcarbamates.
En guise d'application dans le domaine, ils ontsséa décager la rhodamine

protégée N,N-bis-allyloxycarbonyl rhodamine 11l®on fluorescent®6 dans
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les cellules cancéreuses Hela (Figure 14). Celieédté convertie en rhodamine
110 fluorescent@7 a la suite du clivage de deux groupements protectées
cellules étaient fluorescentes, comme révélé pamitzoscope a fluorescence
confocale. Cependant, ce premier exemple souffselidétations liées a une
faible efficacité catalytique, avec un faitiernover numbe(TON) de 4. De
plus, il était nécessaire d'utiliser des nucléogghioufrés aromatiques comme le

thiophénol pour obtenir des cinétiques acceptdbles.

@
H H
H,N NH
OOy oo
Ru
(0] (0] 2
O (0) Cellules HeLa cO0
o ®

26 Non-fluorescent 27 Fluorescent
Figure 14: Décageage de la rhodamine-110 par les complexasinium.

Une faible amélioration de cette réaction a ét@ntép plus tard par la méme
équipe en utilisant un catalyseur de ruthéniumpfidtoactivableRu 22 Figure
13). Cependant, la présence des thiols reste taujoécessair®. Pour
s'affranchir des problémes de toxicité des thiolenmtiques, ils ont trés
récemment reporté une amélioration nette du clivegilytique des allyl-
carbamates dans les cellules par I'utilisation cl@splexes de ruthénium (1V)
[CPRUQA-R)(n*-allyl)]PFs (QA= 2-quinolinecarboxylate, R = groupements
électro donneursRu 23 Ru 24 et Ru 25Figure 13). Ainsi, l'incubation de la
rhodamine-110N-alloc avec ces catalyseurs a montré une augmamtale
lintensité de la fluorescence de plus de 130 dpiss 30 minute¥.

2.2.2. Palladium dans les réactions de décageame

cellulo

Comme le ruthénium, le palladium a également étiséitdans cette stratégie
d’'activation en cellules vivantes. Par exemple Chereporté une série de
complexes de palladium capables de cliver catalgtitent des amines

protégées dans des cellules humaffi€es expériences de criblaigevitro ont
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permis de mettre en évidence deux complexes dadpath, le [allylPdCl (Pd

31) et le [Pd(dba) (Pd 32 dba = dibenzylidéne acétone) les plus efficaces.
Ainsi, une lysine protégée par un groupement pgypexycarbonyle (Proc-
lysine) 29 a puétre convertie dans la lysine (Figure 15) correspoiel30 en
tampon cellulaire avec une charge catalytique d& XI une conversion

supérieure a 80% en 8h a 37°C.

(0] (0]
H _~ Pd 31 ou Pd 32 (10%
NG N ou (10%) NH
HOJ\‘/\/\/ \n/ \/ — > 10 2
Tampon PBS,
NH, 0 37°C, 8h NH,
29, Proc-lysine (9 mM) 30, Rd: >80%, TON: 8
Figure 15: Déprotection catalytique de la Proc-lysine parciesplexes de
palladium?®
Cette méthodologie a été utiliséecellulo d’abord pour la déprotection d’'une
Proc-rhodamine dans différentes lignées cellulaifgsgure 16). Une
augmentation de la fluorescence de plus de 4 faiéaobservée lorsqu’une
concentration de 50 uM de Proc-rhodamine a été&&ravec 10 uM de ces

catalyseurs de palladium.

@
H H
%\/O\H/N o) N\“/O\/// H,N O O ‘ NH,
RS OS R Rt @
Q In cellulo COO
Q o 37°C, 3h O

33, Non-fluorescent 27, Fluorescent

Figure 16: Déprotection de la poc-rhodamine par les complergsalladiunt?

La méthodologie a été ensuite testée pour la liioérale résidu lysine sur deux
protéines, plus précisément une GFP-Proc-Lysine I'ebhzyme OspF

phosphothréonine lyase également modifiée contamamProc-lysine. Dans un
tampon cellulaire le rendement de déprotectionsapree heure était de 90%,
lorsque 10 équivalents de catalyseurs étaiensésil{TON : 0.1) (Figure 17).

Une charge catalytique élevée est cependant néeessa raison de la
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séquestration du palladiuth?®

L

S H 0 Pd 3L ouPd 32 (100% NH,
\ﬂ/ Tampon PBS,
0 37°C, 8h
rd L !
" GFP modifiée portant Rdt: 80-90%
une Proc-lysine (10uM) TON: 0.1

Figure 17: Déprotection catalytique d’'une protéine GFP modifié@r la Proc-lysine
par les complexes de palladidfh.

Celui-ci est le premier exemple d’activation sélectes protéinem vitro etin

vivo par catalyse au palladium, prouvant ainsi quecoesplexes de palladium

sont biocompatibles et applicables dans les astratgies de déprotection ou

de modification des amines en milieu cellulaire.

2.2.3. Fer dans les réactions de décageamecellulo

Dans le méme but, Meggers a rapporté en 2012 lactiéd des azides
aromatiques en amines correspondantes a l'intédeucellules vivantes par
catalyse au complexe de fer [Fe(TPP)CI] (TPP = ,33,00-
tetraphenylporphyrineB4 et en présence des agents réducteurs comme des
thiols*° Pour facilement quantifier son activité catalyéigque catalyseur de fer a
été utilisé pour I'activation de la bis-azido rhodae 11033 non fluorescente

en rhodamine-11@7 fluorescente dans les cellules cancéreuses Heldixen
minutes. Malheureusement, pour les expérieircgs/o dans le poisson zebre et

les nématode<Caenorhabditis elegansla bis-azido rhodamine est activée

directement en rhodamine correspondante sans fcéugu fer’
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Ph
@
N; o N; HN o NH,
CL T v, LI
5 (TPP) 2 Ph Ph
Cellules HeLa CcOO
O O

33, Non-fluorescent 27, Fluorescent 34, Fe(TPP)CI pp

Figure 18: Réduction de la bis-azido rhodamiB@&en rhodamine 110 catalysée par

le fer dans les cellules HeP%.

3. Prodrogues antitumorales

Les drogues anticancéreuses de type chimiothécapieentionnelle sont non
sélectives, conduisant ainsi a des effets secaslsdsultant de la toxicité sur
les cellules saines avoisinantes. De nouvelles rgéogs de drogues plus
ciblées ont été générées mais leur sélectivité pésscompléte. Pour surmonter
ces difficultés et améliorer I'efficacité des teaitents, la stratégie utilisée dans
le développement moderne des drogues cytotoxiqeedosalise sur les
prodrogues, activées directement sur le site déutaeur’’ Cette stratégie
consiste a attacher sur la drogue anticancéreusteagment de la molécule
capable de désactiver ses propriétés pharmacokgidune fois dans les
cellules cancéreuses, ce fragment est clivé epragriétés de la drogue sont
restaurées. Cette activation est généralement raddde par la surexpression
d’enzymes ou le changement des autres facteur&eagrbnnement tumoral
comme le pH. D’autres déclencheurs peuvent étregemas comme les
radiations électromagnétiques, la présence de ifséachimiques ou de
complexes organométalliques. Plusieurs prodrogngtimorales ont alors été

développées afin de libérer des drogues seulenient &ite d’actiori>>*
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3.1. Prodrogues utilisant la réaction de Staudinger

Pendant quelques années, la chimie bioorthogonétié largement utilisée dans
'imagerie mais peu d’exemples ont été reportésdadesigndes prodrogues
antitumorales. Le premier exemple utilisant unectiéa bioorthogonale pour
I'activation d’'une prodrogue antitumorale par réattde Staudinger date de
2006 (Figure 193* Dans cet exemple, la prodrogue phosphine dérieétad
doxorubicine 35 a été traitée avec deux équivalents d'azotBedans un
mélange THF/KHO.

R R
' HN_ _O
HN O
7 Y
0]

\)@E ¥ \)iji .
0.0 OO0 5N,
Y PPh, Y AR
NH _NH Ph Ph

Dox” 35 Dox 37

OH o
HO .0 + R M v
P~ N N

41 Ph

T

R = n-propyl

R'= ; \V\o);VNHZ Doxorubicine 39 ~ NH,

Figure 19: Mécanisme d’activation de la prodrog@evia la réaction de

OH

Staudinger’
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L'analyse du brut réactionnel par HPLC montre létation de la doxorubicine
39 avec un rendement de 90% aprés 3h, a 37°C. Ceperldamapidité
d’oxydation des phosphines utilisées a limité leelidppement de cette réaction
dans un environnement biologique plus complexe.siAid’autres stratégies
utilisant les réactions bioorthogonales ont faibjet d’'investigations.

Le meilleur exemple de la réaction de Staudingétéareporté par Robillard en
2008 selon une stratégie légérement modifiée dpréeédent& Dans cet
exemple, lincubation combinée de l'azoture orgarig prodrogue de la
doxorubicine 42 avec Iarylphosphine43 dans les cellules cancéreuses
A431conduit a la doxorubicine 39 (Figure 20). Laxalmbicine libérée dans
cette réaction donne des cytotoxicités forts singitaa celles de la doxorubicine
libre de déparB.*

?OX DOX\
HN O HNYO ou
TPPTS 0
+ TPPTS=0 —» Dox—NH, +
Cellules A 431 46  -CO, 39
NH,
N 47
45

Figure 20: Activation de la prodrogué2 via la réduction des azidés.

Cependant, I'arylphosphiné3 est désactivée directement aprés 4 heures par
oxydationvia un autre mécanisme qui n'est pas la réaction aedstger, ce qui
limite I'application étendue de cette méthodolo@e. plus, il reste & ce stade la
guestion de savoir si l'activation de la prodrogifea lieu a l'intérieur ou a

I'extérieur de la cellule cancéreuse.
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3.2. Prodrogues utilisant les cycloadditions

3.2.1. Cycloaddition 1,3 dipolaire pour l'activation des

azotures par letrans cyclooctenol

A cause de ces problémes inhérents aux phosphineshouvelle activation
bioorthogonale de prodrogue basée sur la réactiok t,3-dipolaire entre le
trans cyclooctenol et 'azoture a été développék’activation in vitro de ces

prodrogues passe par un schéma représenté a te Rili
Unstable 1,2 3-triazoline

©Frsd-

X

H

/ go ) N Etape 1
@\ »=Ligand cible  * - N

p @

i Drogue _— !
& N™"  azido-PABC eytotoxique Cycloaddition 1,3- &
) = Récepteur ciblé linkes! INACTIVE (’
Trans-Cycloocténe X=0,NH ]
Etape 2
Rupture de la liaison imine P

acido-catalysée (4 pH 6.0-7.4

Elimination 1,6 _l N
; NY*N
3

0
' 7
@ Ftapes i S Y Etape 4 Etape 3
HX e - + _ —————m e
5 : F
_f/ )

Drogue p-aminobenzyl
uylgllﬂ\gus carbamate/carbonate r
ACTIVE X=0, NH | J

Figure 21: Mécanisme proposé pour l'activation d'une prodr@qigumoralevia
une cycloaddition dipolaire-13.
Dans le sérum de souris, des valeurs deg Kimilaires a celles de la
doxorubicine de départ 39 ont été obtenues, 0.9&u0471 UM respectivement
pour la doxorubicine libre 39 et I'incubation depladrogue 48 avec la TCO 49
(Figure 22. De fagon importante, une stabilité remarqualkeléadorodrogue 48 a
été observée ; aucune dégradation due a I'hydrgdgsedes thiols cellulaires
(GSH ou cystéine) n'a pu étre décelée lors dedé&tWn rendement de 51% est

obtenu aprés 4 h, et 79% aprés 48 h.

OH
NH
O\”NHDOX L,HZN—DOX n \©—</H+ + CO,

Cellules 39
48 O mélanomes 50
Sérum de souris 47 DOH
Figure 22: Activation de la prodrogué8 via la cycloaddition 1,3°
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Cependant, il n'y a pas des arguments pour affirmesc exactitude si
I'activation de la prodrogué8 a lieu en milieu intra ou extracellulaire.

3.2.2. Prodrogues utilisant la réaction de Diels-Alder
Par une méthodologie modifiée, Robillard a déariR813 la ligation desans-
cyclooctene (TCO)/tetrazine pour l'activation demdvogues dérivées de la

doxorubicine (Figure 23Y.

R,
N)%N
Dox 1 |
HN_ _O N
r :
0 2
53 N |\N
Dox—NH |
- N, CO, xR _N
’ 39
57 R,
HN-Dox \TI‘I
_N
H
Ry / R,
|
_N

H R; =R, =2- pyridine
R, Ry =2-pyridine; R, = CH;
55 Ry =R,=CH;

Figure 23: Activation de la prodrogug?2 via la cycloaddition 1,3-dipolair¥.

Dans ces travaux, l'incubation de la prodro§Qeavec la tétrazin®3 dans les
cellules A431 a conduit a la libération de la dakicine39 par une réaction de
Diels-Alder inverse, avec une faible cytotoxiciféar exemple, des valeurs
d'ICgode 0.280 uM pour R= R, = pyridine ont été obtenues contre deg €
0.034 uM pour la doxorubicine libre de dé&at Ces faibles cytotoxicités sont
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attribuées a un faible passage membranaire etutomaible internalisation de

la prodrogués2 dans les cellules.

3.3. Prodrogues activables par les enzymes et appro che
double

A part ces prodrogues activées par des réactionsrthbgonales, d’autres
prodrogues activables par des enzymes ont été apipdds. Ces prodrogues
sont formées par la drogue portant un trigger abtes par des enzymes intra ou
extracellulaires exprimées par les cellules tunestal Malheureusement,
l'activation enzymatique directe est souvent moiefficace a cause de
'encombrement stérique lorsque la fonction chimiqgactivable n’'est pas
accessible pour le site actif de I'enzyme. La ég&t adoptée pour surmonter
efficacement ces obstacles consiste a utiliser lgddsers auto-immolants
capables de subir un clivage apres I'activatioryaraique ou chimique et ainsi
conduire ultérieurement a la fragmentation sporgat la prodrogu&:® Ce

processus, souvent en cascade, est représerfiigara 24°8

- A Activation Spontanée
[TnggerH Linker ]—EDroguc] — [ Linker ]—{Drogue} —>

Figure 24: Représentation schématique d'une prodrogue aviken (espaceur)
s'auto-immolant®

Un des exemples utilisant cette approche est uogrggue clivable par 18-
galactosidase congue pour tirer profit des réceptepécifiques associés a la
tumeur?® Cette prodrogue est composée du déclencheur gsidefvert), un
ligand ciblant les FR (orange clair), et un antitigue MMAE (orange foncé)
conjugué au linker (bleu) auto-immolant (Figure.25)'activation passe par 4
étapes : 1) fixation sélective de la prodrogue des cellules cancéreuses
facilitée par des récepteurs a folate, 2) endeeytfacilitée par les émes

récepteurs, 3) libération de la drogue catalysdéel@-galactosidase et 4)
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diffusion de la drogue dans les cellules cancésusaduisant ainsi a la mort
cellulaire. Comme If-galactosidase est présente dans les cellules alesost
saines, la sélectivité d’activation intratumoralétéd obtenue en attachant a la
prodrogue un ligand capable de cibler les réceptale folate. Ainsi, la
sélectivité de la prodrogue est fonction de la eotr@tion des récepteurs de
folate (FR) exprimés par des cellules tumorales.eRample dans les cellules
KB a surexpression élevée de FR, des valeurssgd4.240 nM similaires a
celles de la MMAE sont obtenues. Par contre, desgellules A549 exprimant
faiblement les FR, une faible efficacité est obéeravec des valeurs dijg€=
195.230 nm comparée a desd€ 0.872 nM pour la MMAE. Les étudasvivo

de cette prodrogue ont été réalisées sur des suudiss xénogreffées avec des
cellules tumorales KB et transfectées avec laduaffe. Une inhibition totale de
la croissance tumorale et un taux de survie anééljjusque 30 jours) ont été
observés pour les souris traitées avec la prodrogams aucune toxicité

comparée a l'inhibiteur MMAE seul.
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Figure 25: Libération de I'antimitotique MMAE catalysée pafl@alactosidasé’
Selon leurs mécanismes d’action, les linkers amtmdlants peuvent conduire a
des mécanismes d’élimination ou de cyclisation. &esmples des linkers les
plus souvent utilisés et leurs mécanismes réaaisrassociés sont présentés sur
la Figure 26°**
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Figure 26: Exemples des linkers auto-immolant généralemelisésis dans le

designdes prodrogues antitumorales et leurs mécanistaesom®**
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Une application notable de ces espaceurs se retrcav niveau du
développement des dendrimeres auto-immolants. Gmieds, aprés une
premiére et seule activation du déclencheur (triggeibissent des réactions en
cascade conduisant au désassemblage du dendrimiéne et libére plusieurs
drogues antitumorales (Figure 27). Cette libératiauitiple et simultanée de
plusieurs drogues par une seule étape d’'activagindevenue trés attractive
dans d’autres applications dont une partie d’eelles ont été passées en revue

récemment?

v ‘/
% o

'=Drogue = Linker * = Trigger

- — -

Figure 27: Stratégie d'auto-immolation des dendriméres coadtia la libération
de plusieurs drogues aprés fragmentation.
Cependant, bien que fort intéressante, I'appro@sedgéndriméres est limitée en
chimiothérapie par les rendements et la réactitane part I'encombrement
stérigue du systéeme fait que peu de drogues an@oamses peuvent étre
utilisées?? De plus, il nest pas facile de synthétiser degda dendriméres auto-
immolants parce que des synthéses multi étapesiéoassaires. D’autre part, le
degré des dendrimeres est un autre frein ; caddesirimeres de taille tres

élevée ne pénetrent pas efficacement dans lesesellu

Cette stratégie souffre de certaines limitationem@e les enzymes utilisées
pour l'activation des prodrogues sont égalemensegites dans les cellules
normales, l'activation enzymatique de la prodrogeet avoir lieu également
dans les tissus sains. Il faut donc que I'absanptie la prodrogue par la tumeur
soit aussi maximale que possible pour un ciblageifigue. D’autre part, il est
possible d’envisager de caractériser la surexpnestes enzymes d’'intérét dans

la tumeur individuelle qui sont impliquées danstiVzation de la prodrogue,
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pour une thérapie ciblée. Cependant, ca n'est pasecaisée sur le plan
préclinigue ou clinique. Cette difficulté constitueujours un défi dans le
développement des prodrogues capables d’'étre astisgécifiguement sur le
site tumoral. De plus, ces prodrogues ne cibleat’pgtpoxie qui est un facteur
négatif dans la chimio- et la radiosensibilité. bestaux de transition sont venus

comme une alternative.

3.4. Prodrogues dérivées des complexes métalliques
Nous allons montrer les exemples les plus impostade métallodrogues
utilisées dans le traitement du cancer ainsi geeal@ncées dans I'élaboration
des prodrogues activables dans les cellules tuswral

3.4.1.1. Platine
Le cisplatine58 (Figure 28) est I'une des drogues anticancéreuseglus
utilisée. Ses analogues carboplatine et oxaligasiont actuellement dans les
étapes cliniques. Cependant, peu de tumeurs peétrentraitées au moyen du
cisplatine ; cette limitation pourrait étre surné@mten utilisant les prodrogues
réductibles de Pt(IV57 (Figure 28)* Les complexes de Pt(IV) ont un spin bas
avec une configuration électroniqué et une géométrie octaédrique. Cette
configuration est relativement inerte a la substitu Les réactions avec les
nucléophiles biologiques sont donc défavoriséesrggaport aux complexes de

Pt(ll), ce qui peut prolonger leur durée de viegdenmilieu biologique.

L
H3N,’ |I\/\\C] H3N/,, H\\\\C1
Pt. 3 Y N
H,N” | Yl 2L H3N Cl
L

57 Cisplatine 58

Figure 28: Activation d’une prodrogue de Pt(IV) portant legainds axiaux L,

ligands NH, et les ligands chlorures @n position équatorialé‘é.
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La variation des ligands axiaux dans les complaaeft(IV) est une stratégie
pour altérer leur lipophilie et les potentiels red&@es facteurs influencent
fortement le passage au-travers de la membrangdaiedl avant d'étre réduits.
Une série de prodrogues de Pt(IV) n’incorporantgessligands biologiquement
actifs ont été évaluéim vitro. Les trois complexes qui sont passés en essais
cliniques sont le tétras9), ipro- (60), et satraplatines(l) (Figure 29). Apreés les
premiers essais cliniques, le tetraplatifg),(a été abandonné a la suite de sa
neurotoxicité élevée. L'iproplatiné@) a montré un intérét faible dans la phase
Il & cause de sa réactivité faible. Le satraplaf®® la premiére drogue
candidat a base de Pt disponible oralement, a guamété abandonné en phase
(I1).*® Aucune de ces trois prodrogues n'est passée ®igqudi & cause de leur
faible efficacité comparée au cisplatine, la vdli@dans la distribution, ou

alors a cause d'effets secondaire importéhts.

Cl Cl 0OCOMe RO\[m Cl
H ‘ ‘ - | | \\Cl
o t_.m\‘c' HO,,,, | NPy o f““\\Cl O —Nu,, |
. N
TN ‘ ano”” ‘ \NHz(i-Pr)cszN/ ‘ N OTN ‘ Cl
H, Cl Cl
Cl OCOMe RO
59, Tetraplatin 60, Iproplatine 61, Satraplatine 62, R = Ethyl ou propyl

Figure 29: Prodrogues de Pt(IV) bioactives.
Ensuite, d'autres complexes de Pt(IV), tels quEIfR ,eddp), R = ethyl, ou n-
propyl 62) contenant les esters de ethylenedianNié-di-3-propionic acid
(eddp) comme ligands bidentées, ont été décrifmiisttestés (Figure 29). Ces
prodrogues dérivées de ligands non cytotoxiquescependant montré des
valeurs des 16 d’au moins dix fois supérieures par rapport aplatie®’
3.4.1.2. Ruthénium

L’activité anticancéreuse des composés de ruthémiuété reconnue pour la
premiéere fois dans les années 1980. Plusieurs dsogubase de Ru ont été
développées avec une efficacité significative aories différents types de

tumeursin vivo *® avec une toxicité plus faible par rapport au espe in
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vitro.***° Les exemples les plus intéressants sont les caemplde Ru(lll)
bioréductibles avec des ligands donneMssétérocycliques. Pour cette classe,
deux prodrogues sont actuellement en phase Il skisecliniques. Ce sont le
NAMI-A (65) et le KP1019 €6) qui sont actives apres réduction par des

réducteurs cellulaires comme I'ascorbate et leathinn (Figure 30).

—I@

C)
N
_|@ HN. - ~ “NH
o/ N
\?/ Cl,,, |11]\\Cl
Cl,s, |mCl Ru
' \> a” | e
cl” | ~cl N N.
N Z "NH
N
S
NH
NAMI-A (65) KP1019 (66)

Figure 30: Prodrogues de Ru(lll) NAMI-A et KP1019.

17 ? HES )T
Cl,,?m\Cl cl, |l c1,,;a\c1
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Q Q Q

Figure 31: Bioactivation des prodrogues de Ru(lll).

Bien que les prodrogues de Ru(lll) soient rédutesonditions physiologiques
comme le Pt(IV), le Ru(ll) résultant maintient toujs son ligand axial et donc
une géomeétrie octaédrique (Figure 31). Bien quedees prodrogues soient de
structures similaires, mais le NAMI-A5 est trés intéressant car il est moins
toxique et cible le développement et la croissaleemétastases. Le KP103®
guant a lui traite essentiellement des tumeursdeslicomme le carcinome
colorecta® Au vu de leur activité anticancéreuse intéressatitetion

combinée du NAMBvec les ferrocénes a été évaltfée.
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Ainsi, les prodrogues résultantes ont montré unexdichteraction unique avec
les cellules cancéreus®sDes meilleurs cytotoxicités ont été obtenues peur
NAMI fonctionnalisé avec des ferrocénes par rappatt NAMI non
fonctionnalisén vitro dans les cellules de I'adénocarcinome prostatigigu(e
32). Ces résultats montrent qu'il est égalemensiptesde tirer profit de I'effet

synergique de deux métaux dansésigndes agents anticancérelix.

S Fe @ @
©) Fe
O\\S// Na =
Cl /,,ng‘l\\Cl L= _~ I Z _ _
L N N N

N
NAMI Ru-4-FcPyr  Ru-3-FcPyr Ru-4-FcVinylPyr Ru-4-FcEtPyr

Figure 32: Prodrogues de Ru(lll) avec des ligands dérivéedwéene’

3.4.1.3. Fer
A part son couplage au NAMI, le ferrocéne a étdergant couplé a différentes
drogues pour améliorer leur efficacité et élaripteindue des métallodrogues
utilisés dans le traitement du cantkl Les drogues anticancéreuses
développées a base de ferrocene en phases clirsgnéde ferrocifenerQ,
I'hydroxy-ferrocifene71 dérivé du tamoxifen&8, et I'’hydroxytamoxifenes9
respectivement (Figure 3%).Ces derniers sont des modulateurs sélectifs du

récepteur des cestrogenes (SERM) utilisés daraitientrent du cancer du sein.
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/ Fe

N N
o\ > o—/" \
R =H, Tamoxiféne (68) R =H, Ferrociféne (70) am .
R = OH, OH-Tamoxiféne (69) R = OH, OH-Ferrocifene (71) ¢ Salen-marimastat (72)
Figure 33: Ferrocifen (70), hydroxyferrocifene (71) et le cdexe de Fe(lll)salen-

marimastat (72) utilisés tous comme agents anté@rauo en clinique.

Le fer (lll) a été également utilisé dans des prgdes avec le marimastas,

un inhibiteur de MMPs (matrice de la métalloproasi@) surexprimés dans les
cellules cancéreuses. Ainsi, le complexe octaédrige(lll) marimastat salen
(72) a montré une activité MM vitro approximativement 30 fois moindre par
rapport au marimastat3 seul (Figure 34). L'activité inhibitrice réduite du
marimastat par sa complexation au W& sa fonction hydroxamate et les
données électrochimiques ont montré qu'il est fdsstde développer des

prodrogues de Fe(lll) bioréduites sélectivemertygoxie>’

HO : E
\E : E ~
OH O _A_
Marimastat (73)

Figure 34: Marimastat 73, inhibiteur de MMP.
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4. Hypoxie tumorale
4.1. Vascularisation tumorale

La croissance cellulaire des tissus normaux egiraoessus controlé et régulé
qui passe par plusieurs points de contrble. Lagigaéon du cycle cellulaire
suite a des anomalies génétiques est a l'originmed’croissance cellulaire
incontr6lée, donnant naissance a des cellules mams®Es qui forment une
tumeur. Rapidement la croissance tumorale incargroécessite la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins pour fournir nutrimettexygéne. Le réseau
vasculaire des tumeurs solides est différent dei s tissus normaux. Les
tissus sains présentent des vaisseaux sanguinivawlant uniformes et bien
ordonnés pour distribuer I'oxygéne et les nutrirmedains tous les tissus. A
l'inverse, les vaisseaux sanguins tumoraux sofiieax, immatures et organisés
de facon chaotiqd® Ils présentent des anomalies structurelles ledamt peu
fonctionnelles et justifiant que méme si le réseasculaire est parfois plus
dense que dans un tissu sain, la distribution dig sians la tumeur reste trés
hétérogene.

Il résulte de cette organisation mal hiérarchisédadvascularisation tumorale
gque certaines régions d'une tumeur restent hypesiguOn distingue en
'occurrence deux types d’hypoxie. L’hypoxie dite gerfusion (ou hypoxie
chronique) qui touche les cellules tumorales ékdggnde plus de 150 um des
capillaires environnant§.Dans un tissu normal, les cellules les plus ékégn
des capillaires sont toujours a une distance imféei a cette limite qui
correspond & la distance maximale de diffusioriaegéne (Figure 35)7%°Le
développement des régions hypoxiques se produited@sbut de la croissance
tumorale et des zones hypoxiques sont toujoureptés dans n’importe quelle
tumeur solide qui a atteint un diamétre de plu€-@mm®! La seconde forme
d’hypoxie est I'hypoxie aigue ou intermittente leelconcerne les cellules
tumorales qui sont transitoirement privées d’'oxygeBe phénomene provient

d’'une interruption temporaire du flux sangfn.
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Figure 35: Différences entre la vascularisation du tissu satamoraf®

4.2. Effets cellulaires de I'hypoxie tumorale

Un apport faible des nutriments par les vaisseaamgins aux cellules
tumorales permet a celles-ci de développer d’autriésanismes pour survivre.
D’une part, les cellules sélectionnent des mécassdninlogiques permettant de
survivre sans métabolisme oxydatif mais aussi delif@rer malgré les
conditions physiopathologiques difficiles. Cela atitoa un phénotype plus
agressif qui favorise la progression tumorale @blevoir métastatiqu®.

Le facteur de transcription hétérodimérique HIFAgpoxia-inducible factor-1)
est responsable de l'activation des voies de dgat@n qui permettent a la
cellule cancéreuse de s’adapter au stress de KigpDans les cellules saines
suffisamment oxygénées, la sous-unité HéF-dst hydroxylée par I'enzyme
prolylhydroxylase (PHD) en présence d'ascorbatefedd), d’'oxygene et di-
cétoglutarate (Figure 36.Le HIF-1o hydroxylé est alors reconnu par des
enzymes de type ubiquitine-ligase qui entraine dgradation du facteur de
transcription™
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Figure 36: Dégradation cellulaire du HIF-1 (facteur de traisaon induite-1) dans

les cellules suffisamment oxygén@és.

En conditions d’hypoxie, la dégradation de Hidr€dst inhibée, ce qui cause son
accumulation a l'intérieur du noyau cellulaire dtinteragit avec la protéine
nucléaire, 'ARyl hydrocarbon receptor Nuclear Tsiacator (ARNT) pour
former un hétéro-dimére. HIF1 est responsable égpiession de plusieurs
génes permettant aux cellules tumorales de s’adagteypoxie® Parmi ceux-
ci, on peut mentionner le géne codant pour le VE@&scular Endothelial
Growth Factor). L'expression du VEGF joue un rolé dans l'initiation du
processus d'angiogenése évoqué plus R&BtHIF1 favorise également
I'expression des enzymes glycolytigues comme I'lkénase et du transporteur
du glucose permettant a la cellule tumorale deeswutine activité glycolytique
élevée et de produire de 'ATP malgré le déficitrdspiration mitochondriale

résultant de I'hypoxié*®’

4.3. Hypoxie et résistance aux traitements

La présence de I'hypoxie est problématique datraiement du cancer, car elle
est corrélée & un mauvais pronostic pour les pafidhes cellules tumorales
hypoxiques ont par exemple une résistance éleléea@liothérapie. En effet, la
radiothérapie génére des radicaux, entre autreeBudes molécules d’ADN
(Figure 37). En présence d'oxygene, ces radicaumt Brés, entrainant des
cassures des brins d’ADN et favorisant la mort utagle. En conditions

hypoxiques, par contre, les Iésions occasionnéésDiN ont une probabilité
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plus grande d'étre réparé®sll a été estimé que les cellules hypoxiques sont

approximativement 3 fois moins sensibles aux donemagdio-induit<®

Radiation °
ionisante GS
i\ ° “SO’L
ADN —— ADN S
0 Mort cellulaire
bl

T

[}
ADN-O, — > Rupture d'ADN

Figure 37: Résistance des cellules hypoxiques tumoralesadiathérapié®

Les cellules tumorales en hypoxie présentent égalemne résistance élevée
aux traitements chimiothérapeutiques. L’hypoxietpafluencer les thérapies
par plusieurs voies : d'abord, la distribution dedtogue peut diminuer dans les
tissus & cause d’'une perfusion inadéq{fatee faible apport sanguin dans les
régions hypoxiques des tumeurs justifie égalemastmoindre distribution de

la drogue. Deuxiémement, la croissance rapide dewurs conduit & des
vaisseaux malformés et obstrués qui ne peuventgsger correctement leur
fonction. Troisiemement, la faible pression paeien oxygéne peut ralentir le
cycle cellulaire. Pour cette raison, les agentsigthérapeutiques sont moins
susceptibles d’agir sur des cellules tumorales xigp@s peu proliférantes. De
plus, I'environnement acide des régions tumoralgsokiques peut influencer

I'équilibre acido-basique de la drogue, et en attéa diffusion. Bref, I'hypoxie

est un parametre fondamental a 'origine de pratesaultiples de résistance a
la chimiothérapie et justifie la recherche de défées stratégies visant a

améliorer les propriétés pharmacocinétiques deguess’
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4.4. Prodrogues sélectives de I'hypoxie tumorale

Si I'hypoxie est une source de chimiorésistancée pkut paradoxalement
également étre exploitée pour développer des giestecapables d’'améliorer
I'efficacité des drogues anticancéreuses. Dans amtexte, une stratégie
explorée depuis plusieurs années est celle «d@sodrogues » réduites en
conditions d’hypoxie. Les prodrogues développées cette fin tuent
préférentiellement les cellules tumorales hypoxigueissant ainsi les cellules
saines (et tumorales) aérobies non affectées. Lebioaison d'une
chimiothérapie classique a des prodrogues actipéed’hypoxie tumorale est
des lors proposée comme une stratégie attractiue giteindre les différents
compartiments tumoraux, a savoir les cellules taesroxygénées et celles qui
sont en hypoxié®

L'étape d'activation différe d'une classe de pragre a l'autré” Le schéma
général de compétition entre les réductions moaecténique et bi-

électroniques est illustré a la Figure 38.

le-

0, O 0, O
Figure 38: Mécanisme général d’'activation métabolique desnogues
bioréductibles.
Dans les cellules en normoxie, les adduits radiesgaubissent une réoxydation
par I'oxygéne moléculaire pour régénérer la prodeode départ (Figure 38).
C’est un cycle redox qui diminue la concentrati@s dadicaux intermédiaires
dans les cellules en normoxi@ctuellement, quatreclasses des prodrogues
sélectives de I'hypoxie tumorale ont été développédes nitro(hétéro)cycliques,
les N-oxydes (aromatiques et aliphatiques), les quinoeésles complexes

métalliques.
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4.4.1. Prodrogues nitro-aromatiques

Les prodrogues nitro-aromatiques sont réduitesneines correspondantes par

une cascade de transferts monoélectroniques faigarvenir un bilan total de

6 électrons (Figure 39).

+ le . - + le” N
AF—NO2 AI‘-NOz +le Ar—N=0 ‘1—6 Ar—NOH
- le - le - le
- le|H+ le
~ +1e
Ar—NH, Ar—NHOH® | s==————= Ar—NHOH

-le

Figure 39: Mécanisme général de réduction mono-électroniqagreatique des
composés nitro aromatiques.
Par exemple, le PR-104A est une moutarde azotémnpoun groupement
dinitrobenzamide dont ses propriétés alkylantes éi# bloquées par
introduction de ces groupements électrocapteutypienitro sur I'aromatique.
Il provient du PR-104, un ester phosphate normaténmgdrolysé par les
phosphatase’$. Le PR-104A est réduit par les flavoenzyMé& réductases
mono-€lectroniques d’'abord grhydroxylamine et ensuite ep-amine pour
générer la drogu€.En plus, le PR-104 peut étre réduit par les ox§doctases
bi-électroniques AKR1C3 selon un mécanisme insémsibl’'oxygene (Figure

40)%° Le PR-104 est actuellement en phase Il des eddiues.

NO; NO, NH,

H
H H
N
O,N \/\OP032_ N\/\OH ON N\/\OH
—

j \I\ Phosphatases J/ \I\
pasQsMe 0S0;Me Br

PR-104A° PR-104A

Figure 40: Nitroréduction de la prodrogue PR-104.
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Le groupement nitro a été utilisé pour développautdes prodrogues qui

ciblent I'hypoxie suivant une fragmentation illéstra la Figure 41.
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Figure 41: Activation réductrice des prodrogues de 1-methyit&imidazol-5-
ylmethyl carbamate.
L'exemple le plus intéressant de ces prodrogueta€bH-302 (Figure 42). Sa
réduction par les oxydoréductases mono-électromiqdans les cellules
tumorales en hypoxie conduit a la fragmentation lhére finalement une
moutarde bromo-isophosphoramfle.Celle-ci est un intercalant d’ADN
particulierement efficace pour les lignées celhglgiayant une déficience dans
les voies recombinantes de réparation de I'’APNa combinaison du TH-302
avec d'autres agents chimiothérapeutiques est lichent en investigation en

phases Il et lll en essais cliniques.

N Br N Br
oxL Ao un A" o g
/ / O//P “NH

\P/\ N _ \ ,N
0’/ NH — E— O/P\ \/\Br
HN
X _\—Br
Espéce active
TH-302  Br TH-302 Br

Figure 42: Activation réductrice des prodrogues de 1-methyit&imidazol-5-
ylmethyl carbamate.

4.4.2. Prodrogues dérivées des quinones

Le développement des quinones comme prodrogueédbictibles prend son
départ avec la mytomycine C, reportée vers lesent880, qui fut la premiére
prodrogue d’un agent alkylant qui cible I'hypoxiertorale®® Cependant, il fut

abandonné a cause d'une faible sélectivité poypbRie en comparaison avec
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la normoxie. D’autres prodrogues de cette clasdeéti alors développées,

comme la porfiromyciné et TEO9 (Apaziquone) (Figure 43).

0] OH
Ly
A\
N\
5 OH
EQO9 (Apaziquone)

Figure 43: Structure chimique de I'’Apaziquone.

L'activation des quinones en hypoxie est réaliséea a des oxydoréductases
mono-électroniques comme le cytochrome P450 rése€td’ et la DT-
diaphoras®® qui conduit & I'agent alkylant de '’ADN9 via la guanine aprés

fragmentation (Figure 44).

65



Partie | : Bibliographie

0
. §/NH2 YNHz

OH
Bloreductlon
OMe

R = H, Mitomycine

R = Me, Porfyromycine MeOH
>/NH2
2N Guanine (ADN) OH
j;j\/é) SpOntanee ;@(g)
Agent alkylant 79

l

(OH HN-Guanine(ADN)
H2N @)
+
Ny .H
N NR — > H,N-Guanine (ADN)

HO NHR

OH  {1\—Guanine(ADN)
H,N

H
S N
Guanine (ADN)
N
HO NHR

Figure 44: Activation par bioréduction de la mitomycine C etld porfiromycine

conduisant a la formation d’agents alkylants bifmrmnels.
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Pour toutes les prodrogues de cette classe dévseppne meilleure sélectivité
a été observée pour I'Apaziquotleé™?? Cependant, celle-ci souffre de
limitations liées a ses faibles propriétés pharrometiques. Elle a été évaluée
en phase Il en essais cliniques pour le cancea dedsie, ou I'administration
locale de la prodrogue est possitile.’Apaziquone est actuellement en phase
1.

Les prodrogues des quinones ont été égalementopieds en attachant la
drogue a la position-3 de l'indolequinone. A partsElectivité de la drogue, la
réduction de ces prodrogues forme également demsammonium toxiques
pour les cellules tumorales en hypoxie (Figure 483 exemples décrits les plus
importants en suivant ce modéle sont les prodrogada camptothecine et de
5-fluorouracile. Par exemple, la prodrog@?, montre une -cytotoxicité
importante avec une valeur faible dl@le 150 nm pour les cellules EMT6/KU
en hypoxie. Celle-ci est une sélectivité d’enviiinhfois supérieure avec unsiC
de 8.1uM de la drogue FUDR de dépétt.

Drogue OH “Dro aue oH
MeO N MeO | \) MeO
—

N N ) L
0 \ HO Drogue HO \

80 0
& Jj/F

L]

| o PN

O_ N
Drogue :E/ \”/ \/\Tl\IJ\Camptothecine HO

81 OH g

Figure 45: Fragmentation sélective des prodrogues dérivéequirsnes en milieu
hypoxique.
La prodrogue8l a montré une sélectivité importante vis-a-vis teploxie

tumorale & l'inverse de la Camptothecine de départ.
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4.4.3. N-oxydes

Les deux prodrogues de cette classe les plus ésjdajourd’hui en phase
clinique, sont la tirapazamine (TPZ) et 'AQ4N. Boles deux donnent des
résultats prometteurs en combinaison avec la tadliapie ou d'autres
chimiothérapie§®

Le mécanisme d'activation de TPZ a été étudié pasigurs groupes en
s'intéressant aux espéces oxydantes responsabigivaye de 'ADN®" |l a
été proposé initialement que le radical neutre T®Z lui-méme serait
responsable de la rupture du brin d’ABNI a été montré plus tard que c'est le
radical hydroxyle libéré de ce radical neutre TR¥#éa la réduction mono-
électronique qui est plus vraisemblablement I'espéactive responsable du

clivage de I'ADN (Figure 465°

_ (l)‘ (I)_ _
o
N : @’*N Ny
D e G
©: N /]\ N° "NH, Nj\ NH,
N~ "NH, o~ O I |
| 2 O, 2 0 (OH
o ~ benzotriazine radical TPZ ~
TPZ 1,4—di0Xide 83 neutre 84
HO'
o

N,
. . SN
Clivage du brin @[ +
\l
d'ADN N/J\ NH,

benzotriazine
1-oxide 85
Figure 46: Mécanisme d’activation de la TPZ par éliminationrddical toxique
hydroxyle?®
D’autres études ultérieures ont révélé que lecaadi benzotriazinyle 1-oxide
86 et 87 provenant de la déshydratation du radical neu®2 Jont responsables

du clivage oxydatif de 'ADN comme montré sur laglie 47-°°'% Les
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réductases responsables de l'activation par rémuationo-électronique sont le

cytochrome P450, méme si la réduction bi-électnomiest €également possible.

(0N (l)_
N
+\

|
[ N,
L s 20y
—_—— . ~— W C
©:+/]\ Il\I NH2 II\I) NH2
(O H

I 0
O benzotriazine radical TPZ ~
TPZ 1,4-dioxide 83 neutre 84
HZOJ
_ (l)_ 9_ _
Noy N
Clivage du * -+
brin ADN ©i P S PPN
N7 NH N7 NH
86

- radical benzotriazine 1-oxide -

Figure 47: Mécanisme d’activation de TPZ faisant intervergtithination d'eau

pour donner les espéces actives responsablesvdgeldu brin d’ADN.

Les résultats des études précliniques réaliséda 3lZ en combinaison avec la
radiothérapie ou le cisplatine étaient promettelanss plusieurs cg8*!03104105

Cependant, les résultats de la phase Il n'ont pargnd d’efficacité supérieure
par rapport aux autres traitements conventionnelsplease Il des essais

cliniques, ce qui a limité son passage a la pHas& %’

L'autre prodrogue de la classe dMsoxyde la plus prometteuse en étude
cliniqgue est 'AQ4N. Celle-ci peut subir une rédantbi-électronique avec les
enzymes cellulaires, comme le cytochrome CP450émérgnt I'AQ4, c'est-a-
dire 'amine tertiaire correspondante. L’AQ4 estagent intercalant de 'ADN
et un inhibiteur de la topoisomérase |l. La chaaveninale de I'amine tertiaire

est critique pour son interaction électrostatignese liant sur 'ADN et en lui
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conférant ainsi une bonne distribution intracelheld® Leur sélectivité pour
I'hypoxie provient de linhibition du processus déduction enzymatique

irréversible par I'oxygéne, comme montré sur lauféga8™*

| o- |

N
OH 0 HN 0N OH O HN™ "
SO
—>
Inhibée par O,
OH O HN\/\IJ{I/ OH O HN\/\ITI/
~O-
AQ4N | AQ4

Figure 48: Activation réductrice de 'AQ4N en hypoxie tumorale

Cependant, aucune prodrogue de cette classe ma dmsucces jusque-la pour
passer dans les essais cliniques. Généralementimigations qui leur sont
attribuées sont soit la faible sélectivité pourypbxie ou la nécessité de

concentrations trés élevéés.

Parmi ces trois derniéres classes, le groupemgntariomatique semble étre le
trigger le plus prometteur pour lgdesigndes prodrogues ciblant I'hypoxie

tumorale. Le concept de réduction nitro (hétérayemique suivi de la

fragmentation pour générer les espéces activeséieutppliqué pour presque
toutes les drogues. Cependant, il n’est pas fdeilmoduler les propriétés redox
des prodrogues nitro car en introduisant des substs électro capteurs, la
vitesse de fragmentation diminue drastiquementldsuite, une toute nouvelle
classe des centres redox a été explorée. Il gagitprodrogues aux complexes

métalliques.
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4.4.4. Prodrogues métalliques bioactivées sélectivement

en hypoxie

Bien qu’une série de prodrogues métalliques de/RtRu(lll) et Fe(lll) aient

été développées et réduites dans les cellules rearses avec des meilleures

activités plus que le cisplatine, aucune d’entteseh’a montré une sélectivité

vis-a-vis de I'hypoxie méme pour les études réafisé vitro. Les complexes

métalliques de Co (lll) et Cu (Il) ont le potentdiEtre utilisés comme agents

sélectifs de I'hypoxie mais, aucun n'a été dévedoppur les usages cliniques.
4.4.4.1. Cobalt

Le cobalt est un élément essentiel trouvé sousefates traces dans tous les
animaux. Le cobalt joue un réle crucial dans plusieprocessus biologiques
importants, et il est trouvé abondamment sous foifee vitamine B12
(cobalamine). Le cobalt est moins toxiqgue compargé autres métaux non

Y

essentiels comme le platine. Ceci a poussé lesclungrs a mener des
investigations sur des composés a base de cohalneoalternatives moins
toxiques des agents anticancéreux dérivés du efdtinLa différence de
réactivité des complexes de cobalt (Il et Ill) arpie le développement des
prodrogues de cobalt(lll) qui peuvegtre activées par bioréduction dans des
régions hypoxiques des tumeurs solitfésLes complexes de cobalt(lll)
adoptent une géométrie octaédrique et une configarélectronique Y Ces
complexes sont typiquement de bas spifi, (@w-spin). Ainsi, ils sont
relativement inertes, ce qui leur confére une éaalg stabilisation élevée due
au champ cristallin. Par contre, les complexesatmit(|l) (d’, high-spin) sont
tres labiles et sujets a la substitution de ligadgeeés internalisation dans les
cellules hypoxiques, les complexes de cobalt(bhtséduits en cobalt(ll) et des
ligands cytotoxiques sont finalement libérés (Fégd®). En normoxie, le Co(ll)
réduit est réoxydé en Co(lll), inerte. L'activatides prodrogues de cobalt(lll)
est réalisée par les réductases cellulaires endsgéomme pour les autres

prodrogues bioréductibles discutées précédemment.
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Figure 49: Mécanisme proposé pour I'activation bioréducties grodrogues des
complexes de Co(lI}*°

Pour les ligands cytotoxiques utilisés, un intgoétticulier a été accordé aux
moutardes azotées, qui sont des agents alkylarssbdses purin€s? La
premiére prodrogue de cette classe qui a donnémgikeure sélectivité de
bioréduction hypoxique est la prodrogd@& C’est un complexe de Co(lll) qui
combine des ligands acétylacétonate (acac) es(2-bhloroethyl)amine (BCA)
(Figure 50). Dans sa forme oxydée, la prodrog@iest inerte, car la paire libre
d'azote de BCA est impliquée dans la coordinatian adbbalt et est donc
indisponible pour la cyclisation intramoléculai@rhant I'ion aziridinium, qui
est I'espéce active pour I'alkylation de 'ADN. Dasa forme réduite, le BCA
est libéré du complexe de Co(ll) conduisant ainsbra effet de cytotoxicité. De
facon intéressante, la prodrog®@a permis de surmonter la résistance observée
du ligand moutarde dans les cellules cancéreusesidinome squameux. Les
étudesin vivo réalisées sur les souris ont permis de remarqueerdgnt une
augmentation supérieure a 60 jours de la duréeieees souris porteuses de
leucémie (L1210) et une faible croissance (plusigours) du fibrosarcome

tumoral!®®
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Figure 50: Prodrogue de Co(lll) les plus prometteurs.
Dans le but d’améliorer la stabilité cinétique, l&tsélectivité hypoxique, la
moutarde bidentatd,N’-bis(2-chloroethyl)éthylenediamine (BCR)été utilisée
pour la prodrogue89 (Figure 50). Celle-ci a montré une sélectivité de
cytotoxicité pour les cellules cancéreuses de wancé mammaire de plus de
20.3 fois par rapport aux cellules incubées en paret*. Cependant, les études
in vivo réalisées plus tard ont montré que cette prodrétaiemétaboliquement
instable, conduisant ainsi a une toxicité systémiglevée et une faible radio
sensibilité & la bioréduction’?
Pour explorer les applications des prodrogues d@IiCpour différents effets
thérapeutigues, Hambley et son équipe ont expld@é propriétés
électrochimiques des complexes de Co(lll) pourvdéli sélectivement les
inhibiteurs de métalloprotéases matricielles (MM#) cellules hypoxique's®
Méme si plusieurs inhibiteurs MMP exogénes ont dé#&eloppés pour
restreindre les métastases cancéreuses, aucunétén’approuvée en phase
clinique. La limitation majeure dans designde quelques inhibiteurs de MMP
est leur fonction acide hydroxamique terminale. [Effet, la faible
biodisponibilité orale de ces inhibiteurs en esddisiques proviendrait de

réactions secondaires entre I'acide hydroxamiquiessbiomolécule® Pour

73



Partie | : Bibliographie

surmonter ces limitations, le marimastat inhibitderMMP a été complexé au
Co(llh-tris(2-methylpyridyl)amine ~ (TPA) via sa  fonction acide
hydroxamiquée® Les propriétés du marimastat ont donc été désmtj\et puis
restaurées seulement apres la libération séledtine les sites hypoxiques par
réduction du complexe inerte de Co(lll) en compldgeCo(ll) plus labile. Dans
une étuddn vivo, la prodrogued0 était 2-3 fois beaucoup plus efficace pour
réduire la croissance de la tumeur des tissus axlipmmaires de souris plus
gue l'inhibiteur MMP libre. Cependant, dans unedétbiochimique ultérieure,

il a été observé que la prodrog@@et le marimastat ont favorisé des métastases
par rapport au controfé>

4.4.4.2. Cuivre
La chimie du cuivre est également intéressante powléveloppement des
prodrogues sélectives de I'hypoxie, parce que le @aux étages d'oxydation et
les potentiels de réductions accessibles en milégiulaire’’ Les applications
des complexes de cuivre comme agents antitumoratété passées en revue

récemment?*®
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Figure 51: Mécanisme d’activation des prodrogues de Cu(l§ anbutarde azotée

cyclen!*
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Comme pour le Co(lll), les complexes de Cu(ll) pntvétre réduits pour
former les complexes de Cu(l) instables et libéadigand cytotoxique actif. De
plus, les isotopes radioactifs du Cu peuvent étilssés, combinant ainsi la
radiothérapie et la bioactivation sélective. A efet, le ligand tirapazamine a
été suggéré comme cytotoxine hypoxique pour étliséuaivec le Cu radioactif,
combinant ainsi l'activité antitumorale du complexi® cuivre avec sa
radioactivité"'® Les isotopes du cuivre sontT€u ou®’Cu. Les complexes de
cuivre avec des ligands bis(thiocarbazone) etdab¢ylaldimine) radiomarqués
au®/Cu ont montré une sélectivité pour I'hypoxie loréigest employé comme
traitement sur des cellules cancéreuses d’ovaieshamster chinoi&’ Le
ligand macrocyclique cyclen a été utilisé poudésignde prodrogues sélectives
de I'hypoxie. Le complexe de Cu(I91 avec la moutarde azotée basée sur le
cyclen 92 a montré une sélectivité hypoxique sur des callgiencéreuses du
poumon. La sélectivité hypoxique proviendrait ducley redox en tissus
normoxiques, similaire au comportement des prodzegle Co(lll) décrites ci-

haut (Figure 513

N
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Figure 52: Complexes de cuivre (I1) dérivés de la quinoxahtieN*-dioxyde’?

Dans le but d’améliorer le profil bioactif des progues sélectives de I'hypoxie,
les nouveaux complexes de Cu(ll) de formule géaéf@luHL),] ont été
développés avec des ligands de type 3-aminoquimexatcarbonitrileN’,N*

dioxide!?*?®Leur cytotoxicité a été évaluée dans des celicdeséreuses V79
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en conditions hypoxiques et normoxiques. Bien questdictures similaires, seul
le complexe95 a montré une sélectivité hypoxiqgue comparée damatgues
(Figure 52)'%

5. Conclusion

Comme nous lavons passé en revue précédemment, agsnts
chimiothérapeutiques utilisés actuellement présgntme faible pénétration
dans le microenvironnement tumoral, ce qui rédeitr | efficacité. Des
recherches sont toujours réalisées pour dévelogesrnouvelles prodrogues
capables d'atteindre les cellules tumorales hypeedq L'un des domaines les
plus attrayants et prometteurs est la chimie ddauréle transition, ou le métal
peut étre utilisé pour délivrer et contrbler l'a@# du ligand cytotoxique ou
méme contribuer a la toxicité elle-méme. Les exempliscutés précédemment
illustrent le potentiel des complexes métalliquaschimiothérapie actuelle. A
cet égard, les complexes de cobalt(lll) et cuiVyedctivés sélectivement en
hypoxie montrent qu'il est capable d'activer desreal métaux de transition
avec des potentiels redox accessibles dans leunmilielogique comme le
palladium. Pour obtenir une éventuelle sélectivitgpoxique, il importe
cependant de jouer sur les ligands coordinantiéreenétallique comme cela a

déja été montré pour le fef.
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Obijectifs de la these

Comme nous l'avons montré dans la premiere paréiecette thése, des
exemples des réactions chimiques métallo-catalysée€té reportés dans la
littérature. Parmi ces métaux, le palladium occupe place particulierement
intéressante.

En effet, la chimie du palladium est bien connudeshombreuses réactions sont
déja connues et maitrisées. Les réactions sont asisestes, et peuvent se faire
a température ambiante. Les activités catalytigoes en général assez bonnes
et de nombreuses réactions peuvent se faire erurdigueux. Le palladium
possede une série d’especes avec des nombres afimxyeccessibles en milieu
physiologique. Il y a une bonne expérience datitdaature sur la compatibilité
avec de nombreuses biomolécules. Par exemple]léaipan a été utilisé pour
réaliser des modifications de protéines au moysnrélctions de Tsuji-Trost, de
Sonogashira, ou de Suzuki. Ces réactions ont &tgeserécemment dans la
littérature®*

Le palladium a été également utilisé pour activees dprodrogues
anticancéreuses. Cependant, il n’y a encore que deeuésultats dans la
littérature sur des approches de cataigssellulo. Nous nous sommes intéressés
a ce domaine de recherche récent avec objecti®delapper I'aspect de bio-
activation du catalyseur de maniere sélective epokig. Cette nouvelle
approche est prompte a amener des effets supplkéinesntle sélectivité pour
I'activation de prodrogues qui pourra rendre lesgdes encore plus sélectives
des tumeurs. Cela permettra ensuite de dévelopgersgstemes encore plus
complexes en ajoutant des effets d’accumulation yeatorisation pour des
applicationsn vivo.

Les aspects redox de la chimie du palladium soaleéwent faciles a contréler.
En effet, les mécanismes des réactions catalysséede ppalladium sont des

processus a 2ePd”Pd") alors que les mécanismes associés aux autres
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métaux utilisés en catalysa cellulo sont des processus monoélectroniques
(FE IR cdicu™ et cdVico™).

De plus, le palladium n’est pas présent dans &nigme vivant ce qui assure un
autre effet de sélectivité pour I'activation desgrmogues.

Au départ des avantages listés des réactions métthlyséesn cellulo et en
particulier le palladium, nous nous sommes alotgréssés a explorer les
réactions pallado-catalysées dans le but de délsdkectivement des drogues
antitumorales en hypoxie.

L'objectif global de la thése consiste en la mise oint de nouvelles
prodrogues sélectives de I'hypoxie tumorale. Leslprgues développées seront
activées par des complexes métalliques de pallagmum libérer sélectivement

la drogue anti-cancéreuse dans les cellules hypesiq

1. Palladacycles-BODIPY, marqueurs de I'hypoxie
tumorale

Le premier objectif de cette thése consiste a #ouwm marqueur de I'hypoxie
tumorale a base d'un ligand fluorescent de type BODattaché a un complexe
de palladium. Pour ce faire, nous avons opté patilidation de complexes de
palladium (II) non fluorescents dotés d'un groupetméuorescent de type
BODIPY. Le BODIPY est un ligand fluorescent, magsdju’il est complexé au
métal comme le palladium, ce dernier désactivéusadscence. Dans la suite, le
métal sera réduit sélectivement en hypoxie libéaamgi le ligand fluorescent de
départ (BODIPY) (Figure53). Des variations seront réalisées au niveau
électronique et stérique sur le ligand pour obtinlrioréduction sélective dans

les cellules tumorales en hypoxie.
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Figure 53: Bioréduction sélective des palladacycles-BODIPYrquaurs de

I'hypoxie tumorale.

2. Applications des palladacycles en catalyse in
cellulo

Comme nous l'avons précédemment expliqué, notreestutie pouvoir réaliser
des réactions métallo-catalysées en milieu biologid.e deuxiéme obijectif de
cette thése est d’étendre ce concept a I'activatigmoxique d’'un complexe
métalligue pour catalyser l'activation d’'une proglie anti-tumorale. Les
résultats de la premiere partie permettront dereett évidence une possibilité
de bioréduction sélective en milieu hypoxique qoumpa étre par la suite
appliquée en catalyse pour délivrer sélectivemermt drogue anti-cancéreuse
dans des cellules en hypoxie. Dans ce deuxiemetdbjen systeme catalytique
optimisé sera alors utilisé. Concrétement, un cerglde palladium identifié
dans le premier objectif comme marqueur potentel’lypoxie tumorale sera
utilisé pour catalyser cette réaction de délivrathes drogues cancéreuses dans
les cellules en hypoxie. Typiqguement, un complex@alladium (Il) inactif sera
incubé en présence de cellules cancéreuses. Aperadlisation il sera réduit
en palladium (0). Celui-ci catalysera alors unectiba de décageage de la
prodrogue anti-cancéreuse sélectivement en cellblgsoxiques. Dans un

premier temps, un fluorophore sera utilisé poutlifacle suivi de cette réaction
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de catalysén cellulopar les méthodes de fluorescence confocale. Dagsti
le systeme catalytique optimisé sur le fluoropheega utilisé pour libérer
sélectivement un agent antitumoral cagé dans lkgesetumorales en hypoxie.

Ce deuxieme objectif est illustré a la Figure 54.

Bioréduction
L,Pd*" L,pd?> & L,Pd’
xé
Complexe inactif Complexe inactif Complexe actif
. p . L,P d’ \_/
Pas de Réaction Réaction

Clivage
catalytique
Rapporteur  »—P Rapporteur  »—s-p T’ Rapporteur
Inactif P U
Rapporteur = fluorophore fluorescence
ou drogue

ou activité biologique

Figure 54: Décageage cellulode la prodrogue par le palladium (0) forimésitu.

3. Prodrogues bioactivables via la deéallylation de
Tsuji-Trost

Le troisieme objectif de cette thése consiste atrenetu point un systeme
organométalligue beaucoup plus simplifié capable lidérer une drogue
anticancéreuse dans les cellules hypoxiques salaédction de Tsuji-Trost.
Contrairement au deuxieme objectif, les nouvellexipgues que nous allons
développer seront formées en un seul systeme deotpue anticancéreuse, le

groupement protecteur et le centre métallique (Eigb).
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Figure 55: Décageagé cellulode la prodrogugia la réaction de Tsuji-Trost.

Les ligands stabilisant le palladium (0) seronlisés pour éviter une éventuelle
fragmentation de la prodrogue avant que la réaatatalytique n’ait lieu. De
plus, le rapporteur sera connecté au centre nuitallpar le linker clivable par
des liaisons stables de type carbamate suffisamretiiles en milieux

biologiques.
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1. Introduction

La premiére partie de notre travaille vise a mettte point des marqueurs
fluorescents de I'hypoxie tumorale qui fonctionmersous le mode on/off selon
s'ils sont placés en milieu normoxique ou hypoxidie fluorescence du ligand
fluorescent BODIPY sera éteinte par complexation mhlladium, et puis

retrouvée apres élimination du palladium (0). Ckagaum (0) sera utilisé dans
un deuxiéme temps, pour catalyser sélectivemeniéteageage d’'une drogue

anti-cancéreuse dans les cellules cancéreuseperidy

2. BODIPY : découverte, voies de synthese et
applications

2.1. Introduction et découverte

Le noyau BODIPY <BororDiPyrromethen » ou 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacéne est une entité polycycligue h&tgsmatique formé de 2 sous
unités pyrroliques, complexées par les atomes tBazm centre « B».
L'atome de bore adopte une géométrie tétraédriquesedeux sous unités de
pyrroles sont coplanaires. La synthése du BODIP¥té& décrite pour la
premiére fois par Treibs et Kreuzer en 1968 pardeosation du 2,4-
diméthylpyrrole sur le 2-acétylpyrrole en milieuicdee™®* En complexant ce
systéeme avec le bore, il devient fluorescent. Depars, les BODIPY ont regu
une attention trés considérable grace a leurs igtépr photophysiques
intéressantes.
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2.2. Voies de synthese

2.2.1. BODIPY symétriques

Les BODIPY symétriques peuvent étre synthétiséescpadensation de deux
molécules de pyrrole soit sur une molécule d’aldéhysoit sur une molécule
dérivée d'un acide carboxylique. Ces deux voies liqupnt des étapes
légerement différentes.

2.2.1.1. Syntheése a partir d’aldéhydes

Cette synthése se réalise en 4 étapes succedsiyes(56).

H R

n
2REY) T 0P ot (T
RPONH HNX
1

100 101 102
[OXI
R,
Ry
N 1) Base <
/ -
RN g Ny R, 2) BF5.Et,O R/\\/NH NX

/7 \ ! R
F F ]
104 103

Figure 56: Synthése de BODIPY a partir d'aldéhydes.

Elle débute par la condensation de 2 équivalentsydele 100 sur 1 équivalent
d’'aldéhydel0l, en présence d’'une quantité catalytique d’'acigeprtférence
I'acide trifluoroacétiqué® L'intermédiaire dipyrrométhant02 est alors formé.
La deuxieme étape est une oxydation par un déreséquinone (DDQ ou
chloranil) aboutissant au dipyrrométherdi®3 L'utilisation du chloranil,
analogue chloré du DDQ, est en général privilddi&*’ Enfin, les deux
derniéres étapes consistent a déprotonner l'urpgesles par une base (Bt
ou DIPEA) puis a complexer les deux noyaux aroroascpar ajout d'un excés
de BR.EtO pour donner le BODIPY correspond4ifi.
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2.2.1.2. Synthése a partir de dérivés d'acides

Le dipyrrométhene peut étre directement obtenu quardensation de deux
équivalents de pyrrol&00 sur un chlorure d’acide ou un anhydrities suivie
d'une réorganisation des systemes électroniqmesconduisant ainsi a
lintermédiaire 103 Les deux derniéres étapes, identiques a la peét&doie
de synthése, consistent & déprotonner cet inteanédiO3 puis complexer
lintermédiaire formé par du BR.Et,O, de facon a former le BODIPY
correspondant14 (Figure 57).

L RaCOX R, Ry
N 105 1) Base <N
Rl TN T T4
RI/I / H+ / R; NN /N§>R
R] \\/NH NQ/\R 2) BF3.Et20 B\ |
-H,0 ! F F
100 103 104

X =Cl, ou R3-COO
Figure 57: Synthése de BODIPY a partir de dérivés d’acides.

Cette voie de synthése présente l'avantage d'éVié¢ampe d’oxydation du
dipyrrométhane, et diminue ainsi les risques deratfdion. Cependant, elle
présente des inconvénients majeurs liés a la gnaaddivité des dérivés d'acide
utilisés comme électrophiles. En pratique, desvdéripyrroles porteurs des
fonctions nucléophiles ne peuvent pas étre utilEési. De plus, les dérivés
d’acides utilisés que sont les anhydrides et lésretes d’acides sont instables,
ce qui rend cette voie de synthése plus difficdarda synthése de BODIPY, en
comparaison avec la premiére.

2.2.1.3. Syntheése par auto-condensation du formyl

pyrrole

Cette derniére voie de synthése a été mise au painBurgess en 2008
Celle-ci se base sur la condensation en conditateade 2-formylpyrrole406
sur lui-méme (Figure 58). L'intermédiaire réactiehriormé 107 est ensuite
déprotonné comme dans les voies précédentes etleoa@mpenfin par du
BFs.E,O pour donner la BODIPY d'intéré08
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H
N POCl; DCM | ) N, | 1) Base
| )—CHO ———> _
25°C, 12h \NH AN
, o 2) BF;.E,0
_ 0107
106 O/IT\CI
Cl

Figure 58: Exemple d’auto-condensation de formyl pyrrole.

2.2.2. BODIPY dissymétriques

Cette stratégie de synthése differe complétemena geécédente (Figure 59).
Elle repose sur la condensation d'une unité deopyir09 sur le second pyrrole
110portant un groupe carbonyle dont la nature dedtayde ou de la cétone est
déterminée par le substituant (X = H ou aromatiquejntermédiaire
réactionnellll formé est ensuite déprotonné, puis chélaté par EBO et
aboutit aux dérivés BODIPY12 correspondants’

1) Base

Figure 59: Synthese des BODIPY dissymétriques.

La difficulté réside dans [l'obtention de [lintermaide 111, et plus
particulierement dans l'obtention de dérivés cétapigues aromatique410

qui sont généralement instables au cours du téffips.
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2.3. Propriétés photophysiques et applications

Les BODIPY sont des fluorophores relativement isg@das a la polarité et au
pH de leur environnement et ils sont raisonnablénstables en conditions
physiologiques. Du point de vue photophysique, BODIPY sont des
fluorophores trés attractifs grace a leur coeffitied’extinction molaire
importants, leur rendement quantique de fluoreseflevée et grace a une
photostabilité remarquabté>**! De moindres modifications & leurs structures
permettent de moduler leurs caractéristiques derdicence. Par conséquent,
'intérét porté aux BODIPY pour des applicationsorbiédicales et
bioanalytiques n'a cessé de crofffe*? Ces fluorophores ont été largement
utilisés pour marquer les protéines et ' ADR34135:136.137

Cependant, les BODIPY ont le principal inconvénidiavoir un déplacement
de Stokes faible, conduisant ainsi a un recouvrérnmeportant des spectres
d’'absorption et d’émission ce qui nécessite I'emgiess bandes de filtres plus
spécifique pour des applications biologiques. Dgspbeaucoup de BODIPY
émettent a moins de 600 nm, et seulement peu delBODbBydrosolubles ont
été synthétisées et utilisées en biotechnoltfikea structure plane du cceur du
noyau BODIPY peut faciliter la formation d’'agrégagisovoquant alors une
extinction de la fluorescence. Pour remédier atE@mpmeéne, des groupements
encombrés sont alors utilis€8.Malgré ces limitations, les BODIPY sont trés
utilisées comme réactifs de marquage, chimiosess@atorants pour lasers,
mais aussi comme switches de fluorescence. llexise revue détaillée pour

ces applications dans la littératdfe.
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3. ldée et origine du projet

Comme nous l'avons détaillé dans les paragraphé&stdents, les métaux de
transition ont été largement utilisés dans plusiedomaines de la biologie
cellulaire pendant ces derniéres années. En 201ahd et son équipnt utilisé
un complexe de palladium (Il) attaché a un ligdodrescent de type BODIPY
comme sonde sélective du CO parmi d’'autres patik@gcules présentes dans
I'environnement biologiqué®® Dans ce complex@&42, la fluorescence du ligand
BODIPY est quenchée par les effets électroniquepaliadium. Ce complexe
142 faiblement fluorescent réagit sélectivement aee€O par insertion de ce
dernier dans la liaison carbone-palladium suivi’dgdrolyse conduisant ainsi
au produit fluorescenil43 incorporant une fonction acide carboxylique en
générant le palladium (0) (Figure 60). Le CO peunal étre détecté
sélectivement par des méthodes de fluorescence i pdiamitres petites

molécules réactives telles,$ HO,, ONO,, NO ou NQ, qui sont présentes

dans le milieu biologique.
\
N/

142 Non fluorescent 143 Vert fluorescent

Figure 60: Détection sélective de CO dans les cellules vivarite

Cette récente application de la littérature moolairement que la fluorescence
du ligand BODIPY est quenchée lorsqu’elle est attacau palladium et qu’elle
peut étre restaurée des qu’une réduction du paftadil) en palladium (0) se

produit. De fagon intéressante, deux études diffésede toxicité qui ont été

réalisées sur les cellulddEK293T ont montré que cette sondd?2 et ses
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métabolites ne sont pas toxiques aux cellules pentizute la durée de
I'expérience (4 heures) a des concentrations derlde allant jusqu’a 5QiM.
Tres récemment, I'analogue de ce complexe immebgis des nanoparticules
d'or a été utilisé pour sonder le monoxyde de aaebparmi d'autres petites
molécules biologiques, sans aucune interférenceedederniére¥® Par un
mécanisme identique, le CO s'insére dans la liaisdhd de ce nanosenseur
d’AuNP/PC par une réaction de carbonylation et @éfimination réductrice
subséquente conduit alors a I'acide carboxyliquesspondant (Figure 61).

|
—N
OH

Figure 61: Détection du CO dans un milieu biologique par AuURE?*

Les méthodes de caractérisation par TEM et XPSsapréubation de ce
nanosenseur avec le CO montrent que la réactiomadeonylation a lieu
effectivement sur la surface de ces nanoparticlesplus, les expériencés
vivo réalisées sur des cellules cancéreuses Hela omttrénajue ces
nanoparticules d’or entrent dans les cellules atcaimulent dans le cytosol par
endocytose, avec une cytotoxicité inférieure a Hpes 12h.

Sur base de ces résultats récents de la littératates avons décidé d'utiliser le
complexe 142 et ses dérivés dans des réactions de réductiattisél de
palladium (Il) en palladium (0), selon le mode tlmfescence on/off. Cette bio-

réduction serait assurée par agents réducteurentsédans les cellules, en
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régénérant ainsi le ligand BODIPY fluorescent, l&aéi suivre par les méthodes
d’'imagerie par fluorescence.

Notre objectif principal est ici de montrer queist possible d’opérer cette bio-
réduction en environnement biologique par des niéges qui resteront a
déterminer, mais également de le faire sélectimérap milieu hypoxique par
rapport a la normoxie, en jouant sur les propri&tEéoélectroniques des
ligands autour du palladium. En effet, le palladiexiste sous deux étages
d’oxydations stables et courants que sont le paitadll) et le palladium (0)
avec des potentiels redox accessibles en milielogigque’** La Figure 62
reprend brievement notre objectif.

\ P hv’\ |

N
N L
Pd,

RPPPPIP
cecees)

PRPPPPR
cececeee
o3}
o3}

Non fluorescent &8 Non fluorescent 130 Vert fluorescent
Membrane cellulaire

Figure 62: Bref rappel du premier objectif.

4. Synthéses des palladacycles au BODIPY

Le premier palladacycle model&l2 incorporant un ligand fluorescent de type
BODIPY a été synthétisé selon le protocole décaitdla littératuré® La
synthése a commencé par alkylation du chlorureetedyle126 avec le 2,4-
diméthyl pyrole125 au reflux du dichlorométhane pendant deux heuxpges
évaporation partielle du solvant, le résidu estisegans le toluéne et complexé
par du Bk éthérate en présence de triethylamine a 50°C pérdaeure. Le
ligand BODIPY 127 est alors isolé sous forme d’un solide orangerésicent

avec un rendement de 46%.
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cl
cl
_— CH,Cl,, Reflux, 2h
NH +
= Puis Et;N, BF;.Et,0
Tol/CH,CLy:10/1, 50°C, Th /T S N\
\_N. Nx
125 B
FF
127, 46%

Me,NH

K,CO; KI, CH;CN
MW 80 a 100°C, 1h

130, 87%

Figure 63: Synthése du ligand BODIP¥30%

Une substitution nucléophile du chlorure a été iséal par un excés de
diméthylamine en présence de Kl dans un mélangeétritrile/eau par
chauffage au four a microonde a 100°C pendant tehé&e produit fluorescent
130 a été obtenu sous forme d'un solide orange avecendement de 87%
(Figure 63).
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Pd(OAc),

CHe, 50°C, 16h

LiCl (exces)

-

Acétone, T.A., 5h

142, 92%

Figure 64: Synthése du complexit2'%

La cyclopalladation du liganti30 a été ensuite réalisée au moyen du Pd(@Ac)
dans le benzéne a 50°C durant une nuit a I'abtademiéere. Le solide orange
non fluoresceni4l est précipité par ajout d’hexane et est filtréspgéché sous
air. Ce dernier co-cristallise avec le benzéne dieumréactionnel et il a été
utilisé comme tel sans autre purification. Un édeade ligand a été ensuite
effectué en traitant le complexe dimg@racétatol4lpar une solution d’acétone
saturée en LiCl pendant 5 heures a températureaabtebApres évaporation, le
brut est filtré sur célite pour donner le compled? orange non fluorescent.
Cette séquence réactionnelle est représentée Biguiae 64.

Les deux palladacycles dimériquedl et 142 ont servi de substrat de départ
pour la synthese de tous les autres complexes deIMBO utilisés dans ce
projet. Différentes variations ont été effectuées ke centre métalligue en
substituant les ligands acétate ou chlorure. Riffés ligands dotés de propriétés

électroniques et stériques différentes ont ét&ésila cette fin. Nous avons opté
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pour ces variations sur le centre métallique claseduraient une influensair
les propriétés redox du complexe combabsorption ou l'internalisation du
complexe au travers de la membrane cellulaire, gjus la distribution et le
métabolisme cellulaire de ces compleXésPour les propriétés redox, nous
avons fait un screening des ligands selon la s@eetrochimique en partant des
ligandstedonneurs comme le chlorure, puis aux ligandnneurs et enfin aux
ligandstraccepteurs ef-donneurs comme les phosphines. Concrétement, nous
avons travaillé avec trois classes de ligands caaialement disponibles et bon
marché.

Nous avons utilisé des ligands avec des effetdréléques différents comme
les ligands bipyridyle qui sont basiques. En effeg ligands diamines sont
connus pour étre des meilleurs ligandsdonneurs, mais des faibles
accepteurs. Par contre, les ligands diphosphinesdas bongtaccepteurs et
devraient donc avoir un comportement différent kbesla réductionn cellulo.
Les propriétéso-donnatrices des diphosphines dépendent des sisipdsiten

place.

4.1. Complexes monodentés de la premiere classe

Les ligands utilisés pour cette premiére classet sms ligands azotés et
phosphines monodentés que sont la pyridine, laz R®hles phosphines
encombrées de type Buchwald. La synthése a éiéééan s’appuyant sur une
synthése similaire développée dans la littéraltire"* Cette premiére classe des
complexes mononucléaires a été obtenue en traitagfuivalent du complexe
chloroyu dimérique 142 par deux équivalents de ligand monodenté dans le
dichlorométhane a température ambiante durant tuteuit a l'abri de la
lumiére (Figure 65). La solution orange est filtste célite de dichlorométhane,
évaporée pour rester avec un minimum de solvantesApjout de I'éther, les

complexes qui précipitent sont isolés par filtratio
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L (2 équiv.)

:
CH,Cl, T.A., 16h

— V)
- L = PPh;, 73% (183)
L = Pyr, 61% (190)

O-iPr
L =PRj3, 62% (200) L =PRj, 71% (202)

Figure 65: Synthese des complexes monodentés de la prentassec

Les rendements de la réaction sont relativemens kowvarient de 60% a 70%
(basé sur le palladium de départ). Dans cette égathun contrdle judicieux de
la quantité des ligands ajoutés est nécessaire dadiviter la formation des
complexes mononucléairé84résultant de I'ouverture de cycle lorsque I'excés
de ligand est ajouté. Ces derniers seraient motéssissants dans notre cas.

Les analyse$H-RMN montrent dans tous les cas que les-SHapparaissent
sous forme de doublets ce qui implique un couptagdaire avec le phosphore
(J(PH) > 1.4 Hz). Le spectre d&{H} montre que le phosphore est un singulet
qui apparait & = 42,9 ppm poull83 35.93 ppm pouR02 et 53.06 ppm pour
200
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4.2. Complexes bidentés de la deuxiéme classe

Nous nous sommes ensuite dirigés vers les ligaitdsigs oxygénés (O, O")
I'acetylacetonate : acacl§0), le dibenzoylmethanate : dbni8f) et le 3-
(Trifluoroacetyl)-D-camphre 106). Nous avons opté également pour le ligand
bidenté (N, O") de type imine portant le nitro coengroupe électro-attracteur
attaché sur le noyau aromatiqud . Ces complexes neutres sont obtenus par
échange de ligands au départ du palladacycle djmgracétateldl dans
I'acétone (Figure 66). Aprés une nuit d’agitatiof.dA.; le solvant est évaporé
et le résidu est refiltré sur célite de dichlordmadie. L'ajout de I'éther permet

d’isoler ces complexes par filtration avec de b@amglements.

L (2 équiv.)
-
Acétone, T.A., 16h

CF O-N x. .B
3 o) N n
_—\_ -
© o}

O tBu
R = CHj, acac, 91% (180) Trifluoro acetyl -D-Camphre, .. e, 82% (218)
R =Ph, dbm, 89% (186)  63% (196)

Figure 66: Synthése des complexes bidentés de la deuxiénseclas
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CHO O,N CHO
HNO,/AcOH
OH - OH
tBu T.A., 1h Bu
216 217, 75%
H,N” > Ph

MeOH, Reflux, 2h

O,N >
2 N >Ph

OH

tBu
218, 92%

Figure 67: Synthése du ligand imirl8,

Le ligand imine utilisé pour la synthese du compl2%8 a été obtenu en deux
étapes a partir du salicylaldéhy@&6. Celui-ci est d’abord nitré en conditions
acides pour conduire a I'aldéhyde nitré correspoh2lh7 avec un rendement de
75%*° Ensuite, la condensation avec la benzylamine fiuxrdu méthanol a
donné le ligand imine d'intér@18dans deux heures avec un rendement de 92%
(Figure 67).
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4.3. Complexes cationiques de la troisieme classe

L (2 équiv.)
NaPFg (2 équiv.)

Y

Acétone/CH,Cl,
T.A., 16h

S —pph,

Ph,P  PPh, Fe

=}

L = dppe L =dppf L =bpy L = phen
75% (204) 65% (192)  85% (189) 84% (191)

Figure 68: Synthése des complexes cationiques de la troisitamse.

A part ces deux premiéres classes, nous avons é&iggthégalement des
complexes cationiques avec des ligands azotésosphmes différents (Figure
68). Nous avons utilisé des ligands bidentés azmiésnme la bipyridinel89),

la phénanthrolinel@1) et les ligands bidentés phosphorés comme la (Ripg
et la dppf 192). Ces complexes cationiques sont stabilisés paFje utilisé en
chimie de coordination comme contre-anion non doard. Ces complexes
sont quant a eux obtenus au départ du dimére ch#féisolés avec de bons
rendements par filtration (Figure 68).

Comme nous l'avons souligné précédemment, cesdpalales devront étre
incubés dans des cellules cancéreuses en conditionsoxiques (sous
oxygene) et hypoxiques (sans oxygéne) pour tegteélectivité de la libération
du ligand BODIPY fluorescerit30 exclusivement en hypoxie. Par conséquent,
il fallait donc synthétiser les complexes de pa&trde réduction différent en

variant le ligand autour du métal.
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En effet, la formation d'un complexe plus stablsdoie le métal est a un degré
d'oxydation élevé favorise l'oxydation et rend leemtiel de réduction plus
négatif. Dans notre cas, le palladium (II) est ation mou et est donc stabilisé
par les ligands mous. De ce fait, I'usage des tigamous comme les
phosphines ou la pyridine stabilisent le compleredaninuant son potentiel
redox ce qui rend le complexe ainsi difficile aui#d. D’autre part, les ligands
durs comme le chlorure augmentent son potentieédection, rendant ainsi le
complexe facile a réduire de sorte qu'il soit fawient réduit en conditions
hypoxiques et normoxiques. Certains de ces compl@aairraient donc étre
réduits en normoxie et en hypoxie alors que leseautie seraient donc réduits

gu'en hypoxie.

5. Propriétés photophysiques

Une fois les complexes synthétisés, nous avonsgisin& leur spectre
d’émission pour vérifier qu’ils sont faiblement diescents pour étre distingués
facilement du ligand libre BODIPY30. Les propriétés photophysiques étudiées
dans un premier temps sont l'absorption et I'éroissiqui sont les deux
paramétres les plus importants pour ce projet. Cemmus pouvons le
remarquer sur la Figure 69, le ligand de dépaB@DIPY 130 présente des
spectres d’'absorption et d’émission usuels, avec ndaxima d’absorption et
d’émission positionnés a 498 et 510 nm respectineifiégure 69).
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400 ~

Excitation-Emission 130

300

200

g Excitation

=l Emission
100

Intensité de fluorescence (a.u.)

420 460 500 540

Longueur d'onde (nm)

Figure 69: Spectres d’excitation (bleu), et d’émission (roude)igand BODIPY
130dans le HO/DMS0:99/1, concentration 1M.

Les mesures des spectres d’émission de fluoresaggEeomplexes ont été
réalisées dans les mémes conditions que précédemnimsrspectres d’émission
obtenus sont regroupés sur la Figure 70. Les madiémission enregistrés sont
positionnés a 530 nm, relativement similaires aquea été observé pour le
ligand libre 130 de départ. Cependant, au vu de la Figuren@0s pouvons

facilement remarquer que les palladacycles symsigtisont faiblement
fluorescents par rapport au ligand de dépaét La diminution de l'intensité de
la fluorescence est beaucoup plus perceptible s les complexes. Elle est
inférieure d'un facteur de 50 par rapport au ligaleddépartl30. Il est donc

possible de suivre le retour de la fluorescenceedepalladacycles.
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800 1_ . .
Emission de 130 et ses complexes de Pd —
- ——180
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% 192
3 196
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Figure 70: Fluorescences du ligadi®0 et ses palladacycles en solution
DMSO/H,0 : 95/5, concentration 5M ; a une longueur d’onde d’excitatidg,~
475 nm.

6. Reéduction in vitro par l'ascorbate de sodium
(AscNa)

Avant de tester le retour de la fluorescence deabadacycles par bioréduction
in cellulo, nous avons réalisé des suivis cinétiques de lacti@h en solution.
Cette étude a été réalisée par spectroscopie deesicence. Nous avons tout
d’abord recherché des réducteurs biologiques quirai@nt réaliser la réduction
des complexes de palladium et apporter des inféonmgsur les mécanismes de
bioréduction. Notre choix s’est tout d’abord post& 'ascorbate (vitamine C)
cofacteur redox bien connu et qui fonctionne pgatdment par des étapes de
transferts mono—électroniquejég.Tout d’abord, nous avons réalisé une courbe
d’étalonnage (Figure 71) qui pourra servir a qudentile retour de la
fluorescence en solution lorsque ces palladacysted mis en présence du
réducteur. La courbe de calibration a été réaksgales solutions aqueuses du
ligand130a des concentrations allant de 0.5 a 5uM, avec excitation a 475

nm.
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Figure 71: Courbe de calibration par fluorescence du ligandBZY 130en
solution aqueuse DMSOB < 1/99 &= 475 nm.

6.1. Role de I'acide ascorbique comme agent réducte  ur

Le réducteur de notre choix a été I'ascorbate daisocar il est non seulement
bon marché, mais également a été largement witisgolution aqueuse dans des
expériences similaires de réduction des complexes dnétaux de
transition'*"148149150.51hang  cette réaction, le fait d’engager un excés
empécherait la réoxydation du palladium (0) de Namntcule (PdNPs) formant
des agrégats en solution (Figure 72). De plusédaiction du palladium (1) en
palladium (0) par le NaAsc peut étre compléte sansun autre agent de
stabilisation**® Nous supposons que sous air, le palladium (0) dopeut se
réoxyder en palladium (II). En absence d’oxygéneréloxydation des espéces
de palladium(0) en palladium (1) ne serait passgige pour peu que I'étude soit

réalisée en solution dégazée et sous argon.
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OH OH
HO HO
) o R
X
HO O
OH
Acide ascorbique Acide dehydroascorbique

Pd*" +2¢ —» Pd’

Figure 72: Réduction des complexes de palladium (1) par acscorbique.

6.2. Principe de la réduction

Non fluorescent 130 Vert fluorescent

Figure 73: Réduction des palladacycles par le NaAsc.

L’équation globale de cette réaction est représeatia Figure 73. Une solution
agueuse d’'ascorbate de sodium (10 équiv.) estégauia solution aqueuse du
palladacycle 2,5uM préparée a partir d’'une solution mere de pM
H,O/DMSO (95/5) et la réaction est suivie par flucmxe. Afin d'évaluer
linfluence de l'oxygéne, les réactions ont étéliséas dans la cellule UV-
visible sous air en enregistrant continuellemessigectres d’émission toutes les
trente minutes. D’autre part, les réactions ont rétisées en batch sur des
solutions dégazées et sous atmosphére inerte d’asgp prélevant des
échantillons sur le mélange réactionnel, mis enesuet analysés par

spectroscopie en fluorescence.
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Dégazage Pour toutes les expériences réalisées en flummescsous argon, les
solutions ont été dégazées d'oxygene comme suit sdlution aqueuse du
palladacycle est introduite dans un ballon rondsuite, celui-ci est déposé dans
I'azote liquide jusqu’a ce que les solvants gél@nbis cycles vides argon sont
réalisés pendant environ deux minutes, le ballannegintenu dans I'azote
liquide. Il est ensuite sorti de I'azote liquidepsirté & T. A. sous atmosphére
d’'argon. L'opération est répétée trois fois. Lauioh du cofacteur est dégazée
de la méme maniéere. La réaction est lancée loregudeux solutions sont a T.
A.

Dans chaque complexe étudié, nous avons superpssgpéctres d'émission
pour les expériences réalisées sous air et cdfltiges en solution dégazée de
maniére a observer facilement linfluence d'oxygérnee retour de la
fluorescence est exprimé en pourcentage par rapdarfluorescence du ligand

BODIPY libre 130 pour la méme concentration, dans les mémes consliti

Tout d'abord, les expériences de contrble négatiféé réalisées pour évaluer
le retour de la fluorescence en absence du rédu&ens surprise, nous n'avons
pas observé d’augmentation de la fluorescence a&xlpcycles en solution au
cours du temps. Cette observation préliminaire iomef que ces palladacycles

sont suffisamment stables en solution aqueuse Rug4uheures.

6.3. Réduction du palladacycle modele

Nous avons commencé par tester la réduction dagzadclel42 par le NaAsc.
Comme nous pouvons le remarquer sur la Figure I'idensité de la
fluorescence augmente graduellement au cours dpstefour ce premier
palladacycle, le retour de la fluorescence a ésemié tant en solution dégazée
gu’en solution non dégazée. Ceci suggére que lazdgg des solutions a une
faible influence sur le retour de la fluorescenbe plus, le retour de la

fluorescence est rapide et la cinétique est lieép@ndant les deux premiéres
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heures et un plateau est observé aprés 10 heuaes. IB suite, ces tests de
réduction seront donc limités a 12 heures sur &isgacycles des trois classes
synthétisés. Ce résultat montre néanmoins queliectién est trés lente pour ce
complexe dimere et reste trés peu efficace caralrserve pas plus de 30% de
la fluorescence théorique avec 10 équivalents dhictéur. Cet arrét de

'augmentation de l'intensité en fluorescence plesrsolutions dégazées serait
probablement d( au fait que les solutions aquesmaistres difficiles a dégazer

d’'oxygéne complétement.

100 -
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\N -
g 80 - \ /Cl
9 - Pd
5 X
2 60 - 2
S
] J
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Figure 74: Réduction du palladacyclet2 traité avec I'NaAsc (10 équiv.)
Conditions opératoiresk,,. = 475 nm, émission 490-600 nm, concentration en
palladacycle 2,M (DMSO/H,O <1/99).
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6.4. Réduction des palladacycles de premiére classe

+ PdOLn
Non fluorescent 130, Vert fluorescent
L =PPh;, 183
L =Pyr, 190

Figure 75: Réduction des palladacycles de premiére classke pNaAsc.

Pour cette classe, les deux palladacyd88 et 190 ont été soumis a des
conditions de réduction préalablement établies poprlladacycle modée42
Comme nous pouvons le remarquer, ces deux palleléacyépondent bien a
I'ajout du réducteur par une augmentation intersdedr fluorescence (Figure
75). Leur intensité de fluorescence augmente jdsatteindre une valeur
maximale allant de 10 a 15 fois la valeur initiale,qui correspond a 65-70% de
l'intensité attendue. Visiblement, une certaineesiNité est observée pour le
palladacyclel 90 comportant le ligand pyridine selon si la réductast réalisée
en présence ou en absence d'oxygéne. Cependantfainfe influence est

observée pour son analogL&3incorporant le ligand triphénylphosphine.
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Figure 76: Réduction des palladacycl&83 et 190traités avec I'NaAsc (10 équiv.).
Conditions opératoireshe,.= 475 nm, émission 490-600 nm, concentration en
palladacycle 2,M (DMSO/H,O <1/99).
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6.5. Réduction des palladacycles de deuxiéme classe

NaAsc
R —_—
H,0, T. A, 12h
Non fluorescent 130, Vert fluorescent
R =Me, 180
R =Ph, 186

Figure 77: Réduction des palladacycles de deuxiéme clasde p&Asc.

L’équation de la réaction de réduction de ces patisicles est représentée a la
Figure 77. De facon surprenante, pour le prod86 comportant le ligand
dibenzoylmethanate (dbm), l'intensité de la fluomxe ne varie quasiment pas
au cours du temps. Ceci serait d0 probablemergredmbrement stérique des
groupements phényles sur le ligand. Ce problémeepductibilité serait da
également du fait que les solutions aqueuses adflissont tres difficiles a
dégazer complétement d'oxygene. Par ailleurs, mmmr analogue bidenté
oxygénél1l80 au ligand acetylacetonate (acac), une augmentedipide de la
fluorescence est observée. Cependant, elle resteenggnt & environ 37%
(Figure 78). Ces complexes portant des ligandsyde &cetylacetonate sont
donc peu réactifs. Une raison peut provenir deadhilgé de ces complexes qui

ne portent pas de ligands labiles sur leur stractur
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Figure 78: Réduction des palladacycl#80et186traités avec I'NaAsc (10 équiv.).
Conditions opératoiresh,,.= 475 nm, émission 490-600 nm, concentration en
palladacycle 2,5M (DMSO/H,0 <1/99).
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6.6. Réduction des palladacycles de troisiéme class e

me |
N
PF
NaAsc
—_—> + PdOLn
H,O, T. A., 12h
S N\
N\ _N_ Nx=
/B\
N F F
Non fluorescent 130, Vert fluorescent
L =Bpy, 189
L = Phen, 191

Figure 79: Réduction des palladacycles de troisieme classt pdaAsc.

Pour les complexes avec les ligands bipyridit@ et phénanthrolinel91
(Figure 79), des fluctuations du retour de la fhsmence ont été observées apres
2 heures. Ceci suggeére soit que le complexe sadégn solution agueuse ou
bien que le systeme serait réversible. Nous posrégalement remarquer que
pour le produit189 le comportement devient plus aléatoire et diffica
rationnaliser. Dans ces deux derniers cas, il sentple lintensité de la
fluorescence ne soit pas influencée par I'ajound’éducteur ou alors par les

conditions opératoires. La Figure #lQstre les résultats obtenus.
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Figure 80: Réduction des palladacycl&89 et191traités avec I'NaAsc (10 équiv.).

Conditions opératoiresh,,.= 475 nm, émission 490-600 nm, concentration en
palladacycle 2,5M (DMSO/H,0 <1/99).
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Au vu de l'allure de ces graphes, nous pouvons mgmes que pour tous les
palladacycles traités avec I'ascorbate de sodiametbur de la fluorescence est
lent et dans certains cas le maximum est obsernés &heures. L'augmentation
de l'intensité de la fluorescence en solution est imdication de I'augmentation
de la concentration de ligad@®0 Dans tous les cas, le retour de la fluorescence
n'atteint pas le maximum. Ces observations sont&ord avec les études
antérieures similaires avec des métaux de transijioi ont montré que la
réduction des complexes métalliques est incompléte les complexes avec de
faibles*’ potentiels redox>**® Ceci montre qu'une certaine proportion du
BODIPY fluorescent30reste coordinné au palladium.

6.7. Test de la réversibilité de la réduction

\ |
N~ N__
N L
Pd
NaAsc
—_— + PdOLn
H,0,T. A., 12h
= A\
N\_N_ Nx
FF F F
Non fluorescent 130 Vert fluorescent

L =Cl, PPh, Pd,dba,

Figure 81: Test de la réversibilité de réduction des palladesypar le NaAsc.

Afin de vérifier si le faible taux de retour de fmiorescence est di a la
réversibilité du systéme, nous avons ajouté laifsd (1 équivalent) en solution
DMSO/H,O 95/5, a la réaction des complexek? et 183 traités avec le NaAsc
(Figure 81). Dans tous les cas, l'influence dydPe; est quasi nulle qu'il soit
ajouté au début ou aprés 12 h lorsque le systemttemt I'équilibre. Ceci

suggeére en fait que le systéme n’'est pas réverdblesolution, le faible retour
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de la fluorescence obserpér rapport a la valeur attendue du ligand 1ib8@
proviendrait probablement d’urfi@ible réduction du palladium (Il) en palladium

(0) dont nous supposons qu'il reste en grandegpaotrdinné sur le BODIPY.

6.8. Bilan et conclusion patrtielle

Au vu de ces résultats de réduction, nous ne paupas prédire a ce stade le
palladacycle qui pourra montrer une bioréductioledi¥e dans les cellules
tumorales en hypoxie. Nous avons un certain nondlerecomplexes qui ne
réagissent pas comme les complexes cationiquesad&oisieme classe.
Cependant, les complexes de deuxieme classe comi@3let 190 ont une
activité et le 190 commence a présenter une sélectivité en milielazieg
d’'oxygene. Cela va nous guider sur les premietts t@slogiques pour trouver
les bonnes conditions et guider sur les structlgesplus intéressantes. Ces
études seront menées en paralléle par I'étude rdaytarametres comme le
temps d’incubation, la concentration, ainsi qudillsation d’autres réducteurs

biologiqgues comme le NADH ou le glutathion.
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7. Bioréduction in cellulo

R = Me, 180 L=Bpy.189 L =PPh;, 183
R =Ph, 186 L =Phen, 191 L = Pyr, 190
R = trifluoroacetyl-D- L = dppe, 204 L =PR; 200
camphre, 196 L = dppf,192 _ ’
L = imine, 218 L =PR3 202

Figure 82: Palladacycles évalués pour la bioréductionellulo.

Les premiéres évaluations biologiques ont été effes pour tester la
potentialit¢ de ces palladacycles quant a la séigctde la réduction en
conditions hypoxiques. La Figure 82 reprend lacstme des palladacycles qui

ont été soumis a la bioréduction en cellules causas.

7.1. Principe de la bioréduction

Figure 83: Chambre a hypoxie.
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Les cellules endothéliales ou cancéreuses ontr&émencées sur des lames
couvre-objet placées dans des boites multi-puiiscancentration d’environ 40
000 cellules/puits. Les palladacycles ont été sliddls dans le DMSO et dilués
dans I'eau puis dans le milieu de culture cellal@rune concentration finale de
0.1 uM. Ces palladacycles ont ensuite été déposés swelleles dans les puits
et incubés a 37°C en conditions normoxiques (21% & en conditions
hypoxiques (1% ¢). Les tests réalisés dans les conditions hyposicaent
réalisés dans une chambre a hypoxie (Figure 83 Bauelle le pourcentage
d'oxygeéne peut étre contrdlé pour mimer les coodgi biologiques de

I'hypoxie.

Culture cellulaire

1. Incubation
[

2. Lavage

Chambre a hypoxie
Analyse

Figure 84: lllustration du protocole d'évaluation du procesdashioréductiorn

cellulo.

Les cellules incubées dans ces conditions vont d@tapter au milieu pauvre
en oxygéene et cette technique permet de mimer deslittons de I'hypoxie
tumorale. Aprés deux heures d’'incubation, le mitleuculture a été enlevé et les
cellules ont été lavées abondamment avec une @oligtimpon phosphatée pour
enlever tous les produits extracellulaires. Enlf@s, noyaux cellulaires ont été
marqués au DAPI (bleu). Les lames contenant ledyitointernalisés dans les
cellules ont été visualisées sur un microscope uardscence utilisant la
technologie pseudoconfocale Apotome (Zeiss) (Fig84d8. Il s’agit d'un
systéme breveté par Zeiss qui, par un artificeqopti permet de prendre des
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photos «en 3D » en conservant la netteté de lémages puits sans
palladacycles, contenant uniquement les cellulés legand fluorescent30 ont
servi de référence. Les premieres expériencesténidlisées d’'abord sur des
cellules endothéliales HUVEC (cellules endothésalde veine ombilicale
humaine) ainsi que sur des lignées cellulaires tates MCF-7 et MDA-

MB231 (cancer mammaire) en réplicats.

7.2. Résultats préliminaires

Une expérience pilote sur des cellules HUVEC alégéie deux complexes
montrent une sélectivité de bio-réduction en hypd¥igure 85). Il s'agit de
183et190 Ces complexes de structure similaire sont intesémet réduits dans
les cellules hypoxiques. Le compds&3 contient la triphénylphosphine PPét

le 190 la pyridine comme ligands attachés au palladiuom@e nous pouvons
le remarquer sur les images, il est intéressamen@rquer que ces complexes
pénétrent bien & l'ntérieur de la celldfé.La fluorescence verte observée dans
la région d’émission du ligand30 montre qu’en conditions hypoxiques les
palladacycles libérent le ligantB0, fluorescent dans le milieu intracellulaire.
Pour les autres complexes, la fluorescence a &&rade aussi bien en hypoxie
gu’en normoxie.

Au vu de ces résultats préliminaires, nous pouyetsser que la sélectivité de
bioréductionin cellulo dépend de la nature des ligands attachés sur teecen
métalligue. Ces complexes ont des potentiels dectixh différents car en
variant les ligands autour du métal, le potenteéetéduction du complexe obtenu

change également.
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]

Figure 85: Cellules HUVEC ensemencées avec les palladacy8g@é = PPh) et
190 (L= Pyr) a 37°C pendant 2 heures ; en normoxiéqZ%) et en hypoxie (1%
0O,). Photos prises avec les filtres des bandes datiam de 470/20 nm et I'émission
a 525/50 nm. (a) et (b) pour 183 respectivememtagmoxie et en hypoxie, et (c) et
(d) pour 190 respectivement pour normoxie et hypoxiour ce dernier la durée
d’exposition était plus longue pour détecter lamfescence verte, raison pour

laguelle les noyaux apparaissent également pltisctsment.

En effet, la formation d'un complexe plus stablsdoe le métal est a un degré
d'oxydation élevé favorise l'oxydation et rend letemtiel de réduction plus
négatif. Dans notre cas, le palladium (ll) est ation mou et il serait donc
favorisé par les ligands mous. Ainsi, 'usage dgands mous comme les
phosphines ou la pyridine stabilisent le compleredaninuant son potentiel
redox, ce qui rend le complexe ainsi plus diffiéleéduire. Donc, les complexes
183 et 190 ne seraient pas facilement réduits en normoxiegquepourrait
expliquer la sélectivité observée.

D’autre part, les ligands durs comme le chloruted@nneur) enrichissent le
centre métallique ce qui augmente le potentielédieiction du métal. Ainsi, le
complexe formé se réduit facilement que ce soit@mditions hypoxiques ou

normoxiques. Ceci expliquerait pourquoi la fluoerste a été observée pour le
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complexel42en hypoxie et en normoxie.

Pour les complexes avec les ligands bidentés o¥gyéomme 1180, 186 et
196 également réductibles en normoxie, leur potendiel réduction serait
également trop faible pour étre réduits en normade ces ligands sort-
donneurs et-donneurs comme les ligands bidentés azotés bipgrid89 et
phénanthroline 91). D’autre part, les complexes dotés de ligandssphimes
encombrés de type Buchwald de la premiere cl@éfeet 202 ne sont pas
sélectifs car ces derniers, bien gidonneurs etraccepteurs, sont basiques et
se réduisent alors facilement en normoxie. Dansagrpareil, aucune sélectivité
de bioréduction n’est observée ; la fluorescent®leservée en normoxie et en

hypoxie (Figure 86).

Figure 86: Cellules HUVEC ensemencées avec le pallada@@ba 37°C pendant
deux heures ; en normoxie (a gauche) et en hygaxdeoite) ; concentration : 0.1
MM. Photos prises avec les filtres des bandes dai@n de 470/20 nm et

I’émission a 525/50 nm.

Un nouveau test a été entrepris en réplicats ssr ligmées cellulaires
tumorales MCF7 et MDA-MB231. Dans ce screening] f& palladacyclet90
avec le ligand pyridine a montré une sélectivité-ddvis de I'hypoxie et
seulement dans les cellules MCF7 (Figure'8Zhmme précédemment, pour les
autres complexes, la fluorescence a été obsengst bign en hypoxie qu’en

normoxie ou la fluorescence n’'a été observée daosn@ des deux conditions.

! Manipulations réalisées par Laurenne PETIT
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L'ensemble des images pour sur ces différentesriexués est incluses dans

'annexe 1.

Figure 87: Cellules MCF7 incubées avec le palladacyd@@a 37°C pendant 2
heures ; en normoxie a gauche (21% & en hypoxie a droite (19,10, une
concentration : 0.uM. Photos prises avec les filtres des bandes dagian de

470/20 nm et I'émission a 525/50 nm.
7.3. Bilan et conclusions

Au début de ce travail, nous avions postulé quedsntiels redox seraient peut
étre importants pour la réduction sélective en auilifaiblement oxygéné.
Cependant, les premiérs tests réalisés montrentegipotentiels redox ne sont
pas déterminants. Ces premiers tests semblent enales effets de sélectivité
en fonction de la structure du complexe des caitigasur I'atome de palladium
mais également en fonction du type cellulaire. Mdé@ins, ces résultats
prometteurs sont encore a considérer comme trébmprdires car des
problemes de reproductibilité ont été rencontrés dte ces manipulations. Il est
donc nécessaire dans la suite de ce projet decsdisfer sur un nombre plus
restreint de complexes tels qu83 et 190 pour étudier de maniére plus
approfondie les parametres des expériericevitro (concentration, temps

d’incubation, lignée cellulaire...).
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8. Réduction invitro par NADH et GSH
8.1. Introduction

L'absence de sélectivité pour certains des paliades BODIPY dans les
expériences préliminaires nous a incités a réalisercriblage de différents
réducteurs cellulaires afin de trouver et expliqlierigine de la sélectivité
recherchée. En effet, le déplacement du fluoropt8@esur le métal peut étre
causé par les réductases et/ou des co-facteurs redodeux mécanismes
différents, soit par la réduction du centre méjali de palladium (Il) suivi du
déplacement du ligand (mécanisme électronique digct@n par I'ascorbate de
sodium), soit par un mécanisme d'échange direct dee ligand'*® Les
réducteurs cellulaires les plus probables pouretei@me mécanisme sont soit
le NADH, le glutathion ou plus généralement degréscystéined® Il nous est
apparu important de déterminer si la sélectivitéseoée pour les deux
complexesl83 et 190 ne proviendrait pas de la bioactivativia ce deuxieme
mécanisme. Cette hypothése nous a été suggérde fadtr que les complexes
qui semblent les plus sélectifs portent un ligandnodenté (phosphine ou
pyridine) sur I'atome de palladium. Ces ligands yesul étre potentiellement
labiles et libérer un site de coordination sur Etahqui pourrait intervenir dans
un mécanisme de réduction n’impliquant pas un os ttansferts mono-
électroniques que nous avions initialement postulé.

Il est connu dans la littérature que les thioldutaites a I'instar du glutathion
sont des donneurs d’électrons. En I'occurrencglutathion (GSH), la cystéine,
(Cys), le dithiothreitol (DTT) et I'hnomocystéine ¢y) ont été utilisés pour
I'activation de prodrogues variées sélectives Hgpoxie tumoralé>**>*Nous
nous sommes donc intéressés a d'autres famillesotieteurs redox, et en
particulier, les composés de la famille des dihggrmines. Nous avons
sélectionné pour ce projet le NADH et le glutathi®appelons que pour ce
projet, l'idéal était d'obtenir de la fluorescengeur les palladacycles incubées

dans des cellules cancéreuses en hypoxie et nonosnoxie. Seuls les
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palladacycled83 et 190 ont donné des résultats allant dans ce sens elooit

été considérés dans la suite des expériences.

8.2. Transfert d’hydrure en chimie biologique

Les réactions de transfert d’hydrure de formatdesicomplexes métalliques de
Ru(ll), Rh(lll) et Ir(lll) par exemple sont connuee la littérature et générent
'hydrure métallique (M-H) correspondante. De facontéressante, les
intermédiaires d’hydrure métalliques (M-H) forméms stables dans I'eau et

isolables.

Aréne—l n+ Aréne—| n+
H

H
O)\O/M"'“N O_W/O:M"“N

\N) \N)

) H,0 .
HCO, 2
Aréne |(n+1)+
M.. NADH Aréne—| n+
H07 '\ N M.
N NAD" \’ ’ )
N

M = Ru(Il), Ir(IT), Rh(IIT)
Figure 88: Transfert d'hydrure sur un complexe métalliqueégénération de
NADH par réduction de NAD

Récemment, I'équipe de Peter Sadler a trouvé quedmplexes de Ru peuvent
perturber I'équilibre NADH/NAD cellulaire par transfert d’hydrure de NADH
sur le métal ; qui le transfére & son tour & destsats biologiques cellulairé¥.
Le mécanisme catalytigue implique la coordinatiaiiidle de NADH sur le
métal suivi du transfert de son hydrure sur le hedtha libération irréversible de
NAD". La méme équipe a trés récemment mis en évideimberdonversion

sélective de NAD en NADH par transfert d’hydrure métallique généré
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utilisant le formate comme transfert d’hydrure (Fig 88)™’

Inspiré par ces travaux, nous développons danse niboratoire une
méthodologie d’hydrogénation d’imine par transitydrure métallique pour
des applicationsn cellulo. Ce sont les travaux de thése en cours de Mathieu
Soetens. Au cours de son mémoire, il a réalis@ftyénation catalytique d'une
imine cyclique par transfert d’hydrure en utilisdetNADH comme donneur
d’hydrure et un catalyseur organométallique d'uidi de typehalf sandwich
(Figure 89)**® Une méthodologie est en cours de développemert datre

laboratoire pour améliorer ces résultats

NADH (1 équiv.)  ne0

MeO
© [Ir] (2 mol%)
_N —> NH
MeO KH,PO, 2.5 equiv. MeO H
H,0, 24h

Figure 89: Transfert d'hydrure sur une imine métallo catalys&e

Nous nous sommes inspirés de ces résultats prali@inde notre laboratoire et
des travaux de Peter Sadler pour les appliquerté@ mooblématique. Notre
hypothése de travail était la suivante : le NADHKg@nt avec des taux élevés
dans les cellules tumorales en hypoxie réduirait galladacycles avec des
ligands monocoordinants faiblement liés au palladgue sont la pyridinel00)

et la triphénylphosphinel83 (Figure 90)**° Vraisemblablement, les autres
complexes ne sont pas réduits par le NADH en hypaxous en discuterons

plus loin.
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L = PPh,, 183 130
L = Pyr, 190

Figure 90: Nouvelle hypothese de travail : Réduction des daligcles- BODIPY
183et190par le NADH.

8.3. Influence de NADH, NAD *, GSH sur la fluorescence du
BODIPY

Avant de suivre la réaction par la fluorescencéalibit d’abord vérifier que la
fluorescence du ligand libre BODIPY30 n’est pas quenchée par la présence de
NADH, NAD" ou le glutathion. Pour ce faire, le ligand libheofescentl30 a

été dilué en solution aqueuse et 10 équivalentsAlBH, NAD"* ou GSH ont
été ajoutés. La réaction a été suivie dans laleelly-vis en enregistrant les
spectres d'émission en fluorescence du mélangetioBael toutes les 15
minutes jusqu'a 6 heures. Au vu des graphiquesgetrés représentés a la
Figure 91, nous avons remarqué que la fluorescdandegand libore BODIPY
fluorescent130 reste stationnaire au temps de réaction, ce guife que sa
fluorescence n’est pas du tout affectée par le NABHe NAD', ni méme le

glutathion.
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Figure 91: Fluorescence du ligand BODIPMOtraité par 'excés de NADH, NAD
et GSH (10 équiv.). Concentration : 45 dans DMSO/HO < 1/100, par

excitation a\ey= 475 nm.

8.4. Réduction des palladacycles par le NADH et le GSH

+ Pd®Ln

Non fluorescent
L =PPh;, 183
L =Pyr, 190

130, Vert fluorescent

Ces premiéres observations nous ont permis deatensjue le NADH, NAD
et GSH ne quenchent pas la fluorescence du ligadBIBY 130 Ceci nous

assure qu'il est possible de suivre le retour du@escence des complexes de
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palladium-BODIPY traités par les réducteurs ceitecomme le NADH ou le
glutathion. Afin de nous assurer de la reprodudghitoutes les expériences ont
été réalisées en trois réplicas sous oxygene d¢hlesence de l'oxygéne. La
moyenne des trois valeurs est reportée ici. L'isiténde la fluorescence
mesurée est exprimée en pourcentage par rapporteqsité de la fluorescence
du ligand libre130 Pour ce faire, les complexes de palladium au BODdvec
les ligands triphénylphosphinE83 et la pyridine190 ont été traités avec un
large excés de NADH (50 équivalents) et le retautadfluorescence a été suivi
par spectroscopie de fluorescence en enregistrardpectres d’émission toutes

les 5 minutes (Figure 92) pendant deux heurestdiment dans la cellule UV-

Vis.

100 -~

\ 190 + NADH
N/
Pyr
_ 80 - Ny
g Pd
% Cl
3 60 -
<
o
2 Bodipy et SOUS Ar
[}
\g 40 - el Sous 02
.g
(=
- 20 A
0 T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Temps (min)
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100 - }\I
\ /PPh3 183 + NADH
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Figure 92: Fluorescence des palladacycl®f et 183 traités par I'excés de NADH
(50 équiv.) sous argon ou sous air. Concentratith4uM dans DMSO/HO <
1/100, par excitation Be.= 475 nm.

Nous avons remarqué que le retour de la fluorescerst rapide, avec des
maxima atteints aux environs d’'une heure. En péuuorescence observée est
d'environ 10 fois plus intense qu'au début de lésence. En présence
d’'oxygene, la fluorescence n’est faiblement quexdeis supérieure a la valeur
du départ. Comme cela a déja été le cas aveddatidn de I'ascorbate comme
réducteur, nous observons que le systéme le phi@rpant est celui qui utilise
le complexel90 porteur du co-ligand pyridine. Dans ce cas, ndusrmns de
maniére reproductible environ 80% de la fluoreseahéorique du fluorophore
BODIPY.

D’autre part, ces palladacycles ont été traitésc aue exces d'une solution
aqueuse de glutathion (50 équivalents) dans les eméponditions que
précédemment pendant deux heures. Nous avons neénqug le GSH n’induit
pas le retour de la fluorescence avec ces pallaltecya sélectivité a été testée
également dans un mélange de NADH avec 50 équisalde glutathion,

comme réducteur potentiel compétitif, et aucun geament d'intensité de
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fluorescence n'a été observé en comparaison didation de NADH seul.
Soulignons cependant que nous n'avons pas testérebathiols dans ces
expériences. Cette observation nous indique guiukathion utilisé dans ces
expériences n'a aucune réactivité et que ces payates183 et 190 montrent
une sélectivité élevée vis-a-vis de la réductiom [ NADH. De facon
intéressante, cette sélectivité vis-a-vis de NADétasimportante pour le
développement des prodrogues sélectives pour Iigptumorale pour les
cellules tumorales hypoxiques. De plus, cette éeenbbservation est en accord
avec ce qui est rapporté dans la littérature pppad a la bioactivation des

prodrogues métalliques par les thiols biologictiés.

8.5. Synthése de dihydropyridines simples, analogue s de
NADH

Comme montré précédemment, nous avons égalemeidigdeie travailler en
paralléle sur des analogues simplifiés du NADH wina sélectionné deux
composésA0l et 402, aisément préparés a grande échelle. Cette sgntsis
bien décrite dans la littérature, et elle se réatis deux étapegrigure 93)***

Tout d'abord l'alkylation des dérivés de pyridinarpe bromure de benzyle au
reflux de I'acétonitrile pendant 16h donne les selsespondants309 et 400).

Ensuite, ces sels sont réduits par le,@, dans l'eau basifiée par du
NaHCG;. Les deux dihydropyridined01 et 402 sont isolées sous formes des

solides jaunes avec de bons rendements.
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X
SR CH;CN | A
| )+ BrBr————— N7.- X =CONH,, 89%, 399
Br
N Reflux, 16h l|3 X =CN, 81%, 400
n
Nazszo4, NaHCO3
H,0, T.A., 4h
X
X = CONHa, 73%, 401 m
X =CN, 71%, 402 N
|
Bn

Figure 93: Synthése des dihydropyridind81 et 402"

8.6. Réduction des palladacycles par des dihydropyr idines

O/CONHz
|

N

L = PPhs, 183
L = Pyr, 190

Figure 94: Réduction des palladacycl&83 et 190 par la dihydropyridinéOL1
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Figure 95: Fluorescence des palladacycl&3 et 190traités par I'excés de la
dihydropyridine401 (50 équiv.) sous argon ou sous air. Concentrat&h4uM
dans DMSO/HO < 1/100, par excitationX,.= 475 nm.

Etant donné le prix élevé du NADH et en vue d’'obtees informations sur le
mécanisme de réduction, nous avons décidé de sigathéun analogue
possédant le méme noyau actif 1,4-dihydropyridib&l®, 401) (8.5). Nous
avons ensuite traité les palladacycd&8 et 190 avec ce dernier dans les mémes
conditions qu'avec le NADH (Figure 94). Les profille réapparition de la
fluorescence sont semblables a ceux observés gradoéeht (Figure 95). Ce
résultat confirme que le noyau dihydropyridine espable d’effectuer la

réduction du complexe de palladium.
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L =PPh; 183
L = Pyr, 190

Figure 96: Réduction des palladacycl&83et190par la dihydropyriding02

Pour montrer I'inmportance de la fonction amide d$arréduction de ces
palladacycles, nous avons utilisé I'analogue dibggiridine @02 porteur de la
fonction nitrile sur la position-3 (Figure 96). N®avons choisi cette fonction
pour conserver un effet électronique capteur iftérocycle, tout en modifiant
les capacités de coordination de la dihydropyridine un atome métallique,
cette coordination pouvant jouer un réle importalains le mécanisme de
réduction. Sans surprise, la faible fluorescencgenkie pour les complexes a
été stationnaire pendant deux heures. Des tempsgagd¢ion prolongés allant
jusqu’a 24 heures ont été employés mais toujoursaém (Figure 97). Ceci
suggére donc l'importance de la coordination defolaction amide sur le
palladium. Dans le cas de la fonction nitrile, tidination reste possible mais,
'hydrure en position 1,4- n'est pas a mesure depmocher du centre
métalligue de coordination et de se transférerlsupalladium par effet de
rapprochement. Ce point sera discuté en détail ldapartie consacrée a I'étude

du mécanisme de bio-réduction.
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Figure 97: Fluorescence des palladacycl&3 et 190traités par I'excés de la
dihydropyridine402 (50 équiv.) sous argon. Concentration : 48vtdans
DMSO/H,0 < 1/100, par excitationX. = 475 nm.

8.7. Conclusion

* Les deux palladacycles prometteur83 et 190 sont réduits par le
NADH et son analogue simple la dihydropyridd#@l. Comme attendu,
nous n'avons pas observé une réduction en utilisadihydropyridine
porteuse d’'une fonction nitrilé02

* Une sélectivité de réduction est observée lorsgsesblutions sont
dégazées d’oxygene.

» Ces résultats montrent qu'une sélectivité de biocdn hypoxique
pourrait étre observée dans les cellules tumonadésentant des taux
élevés de NADH.
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9. Etudes mécanistiques
9.1. Introduction

Dans la section précédente (8) nous avons obsemwédaduction sélective de
deux palladacycle$83et190par le NADH et son dérivé simpl®L1 A présent,
nous allons nous intéresser a la stabilité desgetlycles en solution et des

espéces qui sont présentes dans le mélange réuition

9.2. Synthése des analogues simples des palladacycl es au
BODIPY

Dans le but de simplifier certaines études du méoan nous avons synthétisé
deux nouveaux complexexl8 et 319 qui sont respectivement les analogues
simples des complexes d83 et 190, deux complexes qui sont potentiellement
des marqueurs de I'hypoxie tumorale. La synthésgdééaaccomplie selon une
méthodologie (Figure 98) similaire utilisée poursimthése de leurs analogues
correspondants avec le ligand fluorescent de ty@®IBY. Tout d’abord la
cyclopalladation a été effectuée avec l'acétatpaladium Pd(OAg)au départ
de la diméthylbenzylamin&15, préparée selon une méthode de la littérafiire.
Ensuite, I'échange du ligand acétate par le chdodamne le complexgl6. Ce
dernier traité par deux équivalents des ligands;P&hPyridine dans le
dichlorométhane donne des complexes d'int&®8 et 319 avec des bons

rendements.
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\N _
Me,NH Pd(OAc), N\ OAc
Ph” >l ———— Ph” NMe; ——————» Pd
Et,0/H,0 CgHs, 50°C, 16h A
T.A., 4h 315 85% 216
74%
LiCl (exces)
Acétone, T.A., 16h
\
Ve N
Pd - Le
\ L (2 équiv.) Pd
CH,Cl, T.A., 16h 2

L=PPh;, 318, 89% 317
L= Pyr, 319, 92%

Figure 98: Synthése des complexes simples analogues desgmaitiels au

BODIPY.

9.3. Etude de stabilité par 'H-RMN des palladacycles en
solution

Les palladacycles au BODIPY ont été synthétiség gtne réduitsn cellulo.
Les résultats préliminaires des tests biologiquésligés sur les cellules
cancéreuses HUVEC, MCF7 et MDA-MB231 ont montré desiabilités
importantes pour deux produit83 et 190, qui s'étaient révélés prometteurs a ce
stade quant a la sélectivité vis-a-vis de I'hnypaximorale. Concrétement, pour
des réplicas, nous avons remarqué l'absence deeficence pour les
expériences réalisées avec des solutions stockangesp et gardées au
congélateur. Ces probléemes d'absence de fluoresceacpeuvent pas étre
attribués a l'instabilité de ces complexes en plsaside car tous les complexes
de palladium au BODIPY synthétisés sont stables &urs formes solides. De
plus, une stabilité remarquable de plus d'une seeest également observée en
solution des solvants non-coordinants comme le GHOGh pourrait dés lors
supposer driori que I'absence de fluorescence provienne des sotustocks
en DMSO qui se dégradent au cours du temps pangeties ligands entre la
triphenylphosphine ou la pyridine et le DMSO.
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9.3.1. Synthese du complexe dmba(Pd)CI-DMSO

En vue de nous assurer de la nature du complerg&fen solution, nous nous
sommes intéressés a synthétiser le compligde((dmba)PdCI(DMSO)) pour
réaliser des études de stabilité de nos complexeRIdN. Deux méthodologies

différentes ont été utilisées (Figure 99).

N/ N
N Cl DMSO @ équiv) ]\Pd _Cl
pdT —%——>
N x
X CH,CL, 40°C, 2h DMSO
319 474
| PACLLDMSO (0.7 équiv.) N/
N - \ cl
NaOAc (1.03 équiv.) - s
?
X
MeOH/CH,Cl,, 40°C, 4h DMSO
313 474

Figure 99: Synthése du complex& 4.

La premiére synthése au départ du palladacytiza conduit a I'échec et le
départ319 a été récupéré. Dans le deuxieme cas, une padladdirecte du
ligand313a l'aide du PAGDMSO nous a permis d’isoler le compleXé4 avec

un rendement de 41%, selon une méthodologie medifida littératuré®®

9.3.2. Stabilité du complexe 319 en solution DMSO

A la suite des problemes de reproductibilité rem@mndans les expériencies

cellulo, nous avons vérifié si les palladacycles étaierfissuhment stables en
solution stocks de DMSO. Pour vérifier 'hypothéde I'échange des ligands
triphenylphosphine ou pyridine par le DMSO, nousreyv travaillé avec un

modele simple d&90, il s'agit alors du complex@l9sans le BODIPY.
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Figure 100 : Stabilité du complex819en solution DMSO.

Dans cette étape, un échantillon du comp@ke(60 mM, enDMSO-d) a été
préparé et sa stabilité en solution a été étudaespectroscopie RMRH
(Figure 100). Les expériences RMN sont réaliséesligaolution de 10.8 mg de
319 dans 500uL de solvant deutéré, soit 0,03 mM tandis que diss
expériences bhiologiques, les solutions stocks dertt mM environ. Bien que le

modele ne soit pas tout a fait parfait il d'agit deettre en évidence le

phénomeéne.
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Figure 101: Spectre'H-RMN du palladacycld74 superposé au spectre du

palladacycle319 dissout dans DMSO%prés 20 minutes.
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La Figure 101illustre le spectréH-RMN du palladacycld74 superposé a celui
du palladacycle19 enregistré aprés 20 minutes dans du DM&(Bdns cette
expérience, nous remarquons une substitution digetia pyridine coordonnée
au palladium par le DMSO%dUn équilibre s'établit plus vite & I'échelle de
temps de la mesure de RMN parce que la concemtrdiola pyridine libre
observée aprés dissolution reste identique peridatg la durée de I'expérience
(méme jusqu'a 2 jours). Les pics correspondant pytidine n'évoluent pas
avec le temps. Notons que les signaux du DMSO coowél sur le palladium ne
peuvent pas étre observés car les manipulationshage de pyridine par
DMSO ont été réalisées en DMS®-d

Dans la région aromatique il est facile d'obsenesr pics correspondant a la
pyridine substituée & = 8.59 ppm ed = 7.79 ppm. En plus, des nouveaux pics
correspondants a GHet -N(CH), ont été observés dans la région aliphatique
respectivement & = 4.04 ppm ed = 2.72 ppm (Figure 102). Cette observation
suggérea priori qu'un nouveau complexe est formé en solution. itesreaux

pics qui apparaissent dans la région aliphatiquespondent au complexX&4.

lide

substituée
Pyr

s} 5 5- ] | & (s} B (s)
.1 e
Palladacycle 319 74 -N(CH3),
Pyr Pyr 474 (CH,)- l
substituée ‘ |

lide

204
161
1 rnd
086
15

T T T T T
Q.0 8.5 8.0 7.5 3.5 2.0

Figure 102: SpectreH-RMNdu palladacycl®19dissout dans DMSO%aprés 20

minutes (agrandi).
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9.3.3. Stabilité du complexe 319 en solution
DMSO/HO

Le DMSO est un solvant trés hygroscopique et ipsat que le changement
observé provienne de la dégradation des complexebb®. De plus, pour les
expériences biologiques vitro, le milieu biologique de culture cellulaire dans
lequel sont diluées les solutions méres des paijadizs contient I'eau. Il est
alors important de se demander si les variatiosgm®es ne proviendraient pas
également de l'influence d’eau de dilution. Poufdiee, nous avons réalisé des
études de cinétique en diluant le compl8%8 dans DMSO avec des teneurs en
eau de 0% (en volume), 10% et 90%, avant de etdés mémes expériences
par 'H-RMN. Dans I'hypothése ou l'eau est sans influenies profils des
spectres’H-RMN seraient identiques dans les trois cas de’@aud et notre
hypothése serait rejetée. Pour question de facl@éD,O a été choisi en
remplacement du D qui nécessiterait les techniques de suppressi®pids de
H,O en RMN.

« Dans un premier cas avec 0% I'équilibre est atteint trés vite et il

n'évolue pas jusqu’a deux jours, c'est le cas mténe(Figure 101).

« Dans le deuxieme cas utilisant 10% dgODaprés dissolution deux
produits sont visibles dans le tube RMN. Il s’agicu produit319 et
474 en proportions 50%/50%. Aprés deux jours, I'étpadi évolue vers
la formation du produi74 uniqguement car le complexe de défzi®
disparait completement. Il semblerait alors questc’ee complexe
correspondant a la substitution du DMSO qui ne sad bioréduit par
les réductases cellulaires pour des expérienceliséga sur des
solutions stocks. Les spectres RMN enregistrés séanmoins de

mauvaise qualité et ne sont pas reprodulits ici.
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« Dans le troisieme cas, 90% @, un précipité blanc insoluble dans I'eau
est formé et le complex&l9 est présent sous forme des traces. Avec le
temps celui-ci disparait complétement aprés septsjet les pics

correspondant au comple#@4 sont de nouveau identifiés.

Suite a l'identification de ce probleme d'instatdilides complexes en solution
aqueuse, les futures manipulationscellulo seront systématiquement réalisées

sur des solutions fraichement préparées.

9.4. Réduction des palladacycles par un modele de N ADH :
études en solution par 'H-RMN

Nos hypothéses initiales partent du fait que ldagacycles-BODIPY183 et
190 seraient réduitin cellulo par le NADH, présent avec des taux élevés en
hypoxie tumorale. En vue de faciliter la tache, ieammes partis de nouveau
avec le complex819, qui est le modéle simple du palladacyt®®. Nous avons
donc conduit une étude en tube RMN en analysaattdiment le mélange du
brut réactionnel en traitant le palladacyd&9 par la dihydropyridine401
(Figure 103).

N CONH, CONH,
N m TubeRMN 1"~ B
Pd\/ + —_— + L+ + Pd© + Pyr
Cl ITI Sous Ar T?I Cl
Bn Bn
319 401 313 399

Figure 103:Réduction du palladacycl19 par la dihydropyridiné 01
Ces premiéres expériences ont pour but de nousdaes informations sur la
maniére de réagir de ces complexes avec les régdaae type NADH. Dans ce
premier temps, la connaissance des espéces einisalatis renseignerait sur le
mécanisme réactionnel. De plus, cela pourrait remrsir de sélectionner le

temps d’incubation optimal de ces palladacycleseiules cancéreuses pour
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des futures bio-activatioria cellulo. Anticipativement, la mise en évidence de
la présence du produdl3 en solution devrait nous permettre de valider a ce
stade de la faisabilité de nos hypothéses de départ

Il est important de noter que le manque de sotéhiles complexes en solvants
protiques nous a empéché de réaliser ces exp&ietznes O ou CL-OD.
Nous avons donc décidé de travailler dans desmsshee polarités différentes et

capables de solubiliser les partenaires de laiodact

Réaction
apres 24 h 313 4CHy) 313 -N(CH3),
Pyr Pyr ‘ 2
substituée substituécu P N
L
\\\ 'l f I " A |

\
| v

"

Réaction
apreés 5 min 319 <(CH,) 319 -N(CH3),
IP},Ir Pyr v «
1ce 2
liée .
‘ \
I j, l")w\ ‘\ J‘ " \ I
J U A J \

|
S - . \ ) A

T T T T T T
6.5 5.5 5.0 4.5 40 35 30 25 2.0
f1 (ppm)

Figure 104: SpectreH-RMN dans CDG du complexe19traité avec la
dihydropyridine401sous argon.

Les premiers tests effectués consistaient en latioda de 319 et deux
équivalents de la dihydropyridind01 directement en tube RMN dans des
solvants deuterés (CDCIDMSO-d et CD,CN). Aprés la mise en solution, le

141



Partie Il : Palladacycles-BODIPY, marqueurs degbie tumorale

tube RMN est coloré en jaune a cause des deuwifsédetdépart319 et 401).
Aprés un intervalle de temps de 30 minutes a 2dscume légere formation du
noir de palladium est observée dans le tube RMBneside la présence
d’'especes de palladium (0). La présence de cetilewonoire qui se développe
avec le temps est le signe pour nous que le ménards cette réaction passerait
par un intermédiaire palladium (0) qui se détadhdracomplexe de dépaBia

Le tube RMN a été laissé alors reposé a températateante et la coloration
noire persistante s'est développée avec le temfiis. de s'affranchir des
problemes liés a la présence des espéces de pall§d) paramagnétiques lors
des caractérisations par RMN; le brut noir est filtré sur micro-filtre HPLC
(0.2 um) Teflon et la solution jaune-orange du brut estéte analysée paH-
RMN. Le spectre du mélange réactionnel de ce sutepris a la Figure 104
pour la réaction réalisée dans le CR@ans ces expériences, I'observation
d’'un autre intermédiaire quelconque ou I'obtentiban tel autre produit serait
un autre indice mécanistique supplémentaire.

Le spectre de ce mélange du brut est a analyser atention. La mise en
réaction de ces deux réactifs condujtriori & des réactions reprises a la Figure
103.

Au vu de cette situation, il semblerait que leséesg en solution soient le
complexe de palladiun319 de départ si la conversion n'est pas totale, la
dihydropyridine401 de départ, car elle a été utilisée en excés,ddyir313 la
pyridine et le nicotinium 399 (dont sa concentration serait inversement
proportionnelle a la concentration du complex819 et/ou la
dihydronicotinamide transformé) qui est observédae la réaction est réalisée
dans le DMSO-¥ Soulignons également de la présence des espeécesirce

palladium formées au cours du temps.
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Figure 105 :Palladacycle19traité par la dihydropyridiné01 sous argon dans le
CDCls.

Le spectre'H-RMN agrandi est représenté & la Figure po&r illustrer cette
situation. Les analyses du brut réactionnel sontparfait accord avec la
présence de ces 5 composants dans le mélangeeSapectres superposés,

nous nous sommes intéressés a identifier les nawveias formés, quelques
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informations sont a extraire alors:
« Dans la région aliphatique, un singulet plus intead = 2.25 ppm est

observé et correspond a —N(gHdu produit313 libéré ainsi qu’un
autre singulet observé®= 3.44 ppm correspondant a —8HICHy),.

« Dans la région aromatique, deux pics correspondatd pyridine
libérée sont observésda= 8.63 ppm et 7.68. L'autre pic qui devrait
apparaitre & = 7.30 ppm environ est recouvert des pics aromesiq
des produit819et401de départ.

¢« Le pyridinium 399 non soluble dans le chloroforme et dans
'acétonitrile a été éliminé probablement lors de fllitration sur

milipore. Il n’est pas donc observable dans lestsps d'arrivé.

En plus de ces deux nouveaux produits identifiégs tes autres produits de

départ sont visibles sur le spectre.

1.1.1.1.1 Influence de I'oxygene

N CONH, CONH,
N U TubeRMN 1"~ B
Pd\/ + —_— + L+ + Pd© + Pyr
c N Sous Air Noal
Bn Bn
319 401 313 399

Figure 106: Réduction du palladacyc®l9 par la dihydropyridiné01
L'expérience précédente a été reprise et réalisée air (Figure 106). Comme
précédemment, les espéces de noir de palladiunééssont filtrées sur micro-
filtre HPLC (0.2 um) téflon aprés 24h. Contrairement au cas précgdette
réaction a l'air d'étre lente et semble conduirded sous-produits difficiles a
identifier dans le mélange du brut. Sans surpristte créaction donne un

comportement différent de celui observé lorsquedttion est effectuée sous
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argon (Figure 107).

D (d) F (dd)
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8.88
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Figure 107: Palladacycle319traité par la dihydropyridind01 sous air dans le
CDCls.

En effet, le ligandB13 attendu n’a pas été formé. Cependant, le pallatiacie
départ319 la dihydropyridine de dépa#0l, la pyridine et le nicotiniun399
(observé lorsque la réaction est réalisée en DM3@ent observés. Le spectre

de la réaction n'est pas propre surtout lorsqueddetion est réalisée dans du

DMSO-d°.
« Dans le CRCN comme pour le CDgl nous observons la pyridine

substituée dans la région aromatique, et les piodon identifiés dans

la région aliphatique.

* De plus, les produits de départ, le compl848 et la dihydropyridine

401 sont observés.
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Comme nous pouvons le remarquer sur ces spectgersdR.07), a l'inverse du
cas précédent, le produit de la réactBd8 est observé sous forme des traces
(CH,, s, 0 = 3.44 ppm) et (CH s, 0 = 2.25 ppm) avec des produits de
décomposition non identifiés. Il s'agirait peutettes traces du produit dimére
473 La présence de ce dernier expliquerait donc bliypse de la désactivation
de la réduction. Comme nous le verrons avec le nigt& proposé, cette
réaction passe par la formation de l'intermédiditeydrure de palladium Pd-H
469 Ainsi, en absence d'oxygéne, cet intermédiaireirait une élimination
réductrice rapide pour fournir les ligand80 et 313 qui se détachent du
palladium. Cependant, en présence d’'oxygene mealigeukelui-ci empécherait
I'élimination réductrice. Dans un premier temp¥.l'se coordonne sur le
palladium en donnant l'intermédiair470. Dans la suite, l'insertion 1,2 de
'oxygéne dans la liaison Pd-H conduirait a la fatimn de lintermédiaire
palladium-peroxo471 qui ne peut pas subir délimination réductrice qui
conduirait au ligand libre et le palladium (0). ntérmédiaire peroxal71
instable se dismute en donnant l'intermédiaire bydr correspondant72
(Figure 108). Dans une derniére étape, la diméisatonnerait le complexe
473 Ces mécanismes ont été postulés dans la littératour la réaction de

I'oxygéne moléculaire avec certains hydrures deagaim646%16¢
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Figure 108:Voie de désactivation de I'élimination réductrieeltintermédiaire
469,

Cependant, d’autres investigations devraient &#aisées pour le prouver.
Jusque-la, nous n'avons pas d'arguments pour rhadfi. Ceci expliquerait
pourquoi lorsque nous travaillons sous oxygeneeledement de la réaction
diminue. Pour le mettre en évidence, nous avonthéiiaé et isolé le complexe
dimériquehydroxocorrespondand73 Celui-ci a été synthétisé en modifiant un
mode opératoire de la littérature, pour la synthdes complexes diméres
hydroxo de cette famille (Figure 1085"'%*Le complexe dimére acétadd4 a
été traité par I'hydroxyde de tétrabutylammoniummgidacétone. Aprés 1 h
d’'agitation a température ambiante, le complexerdwyl correspondand73 a

été obtenu sous forme d’un solide blanc avec uterment de 57%.

\./ 4 I
\ /OAC NBu,OH (2 équiv.) \ /O\
Pd’ > Pd\ Pd\
A Acétone, T.A., 1h o~ N
2 A
314 473

Figure 109: Synthése du complexe de palladium 473
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Malheureusement, le dimé#¥3 n'a pas été bien observé sur des spelties
RMN lorsque le palladacycl&l9est traité avec la dihydropyridid@®1 sous air.
Suite a ces informations préliminaires, nous aveaslu réaliser quelques
expériences en batch pour isoler le ligand cormdmat. Pour des raisons
pratiques, nous avons décidé de travailler aveotaplexe-BODIPY190 car le
ligand correspondari30 sera plus facilement isolable sur de petite gteaqtie

la N,N-diméthylbenzylamin@13 correspondant au comple3#&9.

9.5. Isoler le ligand libre BODIPY fluorescent

Figure 110:Réduction du palladacycle au BODIR®0par le NADH.

L’'équation de la réaction que nous voulons réakstrreprésentée a la Figure
110. A la suite des observations en tube RMN, nawens fait plusieurs
tentatives pour optimiser les paramétres de cédietion et isoler le ligand libre
BODIPY 130. Nos premiéeres investigations ont commencé patetrde
palladacyclel90avec le NADH lui-méme. Ensuite, nous avons optér e 1,4-
dihydropyridine 401 (2 équiv.), moins chére, et possédant des propriété
similaires au NADH, mais plus soluble dans les @ols employés. Plusieurs
conditions testées sont reprises dans le Tableau Idépart, la solution du
complexe de palladium-BODIPY90 est orange, et a la fin de la réaction, le
mélange tourne au vert fluorescent avec un solailedéposé sur les parois du

ballon réactionnel. Les meilleurs résultats sortenbs dans un mélange de
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MeOH/H,0O 1/1 a 60°C pendant 8 heures sous argon (entriesbfzau 1).

Entrée Solvant T® Temps Réducteur et Rdt (%)
observation
1 CH,Cl, T.A. 24 NADH insoluble 38
2 H,O T.A. 24 401insoluble -
3 MeOH T.A. 24 401 29
4 THF T.A. 24 401 Traces
5 MeOH/HO T.A. 24 401 42
6 THF/H,0O T.A. 24 401 23
7 MeOH/HO 37 °C 8h 401 56
8 MeOH/HO 37 °C 24h 401 67
9 MeOH/HO 60 °C 8h 401 79

Tableau 1: Conditions opératoires pour isoler le ligand BODIF30.

Nous avons également vérifié que dans ces congljtien méthanol seul ne
réduit pas les palladacycles en l'absence des t&uhsc que sont la
dihydropyridine 401 ou le NADH. Pour ce faire, lemplexe 190 a été
solubilisé dans un mélange MeOH® 1/1 et a été porté a 60°C. Apres 8
heures de réaction, le complexe de dépa@ta été récupéré intact (Figure 111).
Cependant des temps de réaction prolongés allsquiul6 heures ont conduit a
la décomposition du produit de départ, mais aucuwaee du ligand libre
fluorescentl30n’a été observée. Ceci suggere dés lors I'impoeaapitale des
réducteurs le NADH et son analogue la dihydropgediol
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MeOH/H,0:1/1

60°C, 8h

Figure 111:Palladacycle 190 chauffé dans le Me Ok

L’optimisation de cette réaction sera importantarpmtre étude de mécanisme

car nous allons par la suite tenter de I'adapter enarquage au deutérium.

9.6. Mécanisme proposeé

Au départ des informations obtenues par ces éldédMN, et en batch, nous
avons proposé le mécanisme suivant pour cetteioade réduction. Dans la
premiére étape, le NADH se coordonne sur le paitadin déplacant le ligand
pyridine ou triphenylphosphine. Vraisemblablemengs ligands déplacés
seraient faiblement liés sur le palladium. Potdletigent, cette premiére étape
serait trés rapide. L'intermédiaifé7 est alors formé.

Dans la deuxieme étape, le NADH transfére son lgdsur le palladium par un
mécanisme concerté et 'espéce hyddBe8 est formée. Celle-ci évoluera vers
la libération de I'espéece de nicotiniuB99. C’est cette deuxiéme étape qui est
lente et déterminante dans le mécanisme de laiagacbnduisant & I'’hydrure
de palladiumt69.

Dans la troisieme étape et la derniére, une élitimimaéductrice du palladium
(I a lieu, ce qui donne le ligand libre BODIPI30 et le palladium (0) (Figure
112). Cependant, cet hydrure peut évoluer dansutre aens si la réaction est
réalisée sous oxygéene; pour ne pas conduire enifetion réductrice.

Si ce mécanisme postulé est plausible, il est alaits pour notre travail que les
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complexes de 1a“2® et 3™ classe ne seront pas alors réduits parce que le

NADH ne parviendra pas a substituer les liganderimtes alors qu'il est

monodentate.

L = Pyr, PPh,

Figure 112: Mécanisme proposé pour la réduction des palladesyxdr le NADH.

Ce mécanisme est également compatible avec I'eqpeairéalisée avec la
dihydropyridine dans laquelle le groupe amide a <tistitué par un nitrile.
Dans ce cas, on n'observe pas de réduction du eample palladium et la

Figure 113 montre I'hypothése en accord avec mo&eanisme :
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L =Pyr, PPhy
Figure 113: Réduction des palladacycl&83et190par la dihydropyridine

substituée par le nitrilé02

Dans le cas de ce nitrile, la coordination suoba¢ de palladium reste possible
mais l'angle de coordination du cyano sur l'atométatiique montre que
I'hydrure est alors trop éloigné du centre métalicet ne peut pas se transférer
pour former I'hydrure de palladiud69.

Pour renforcer cette proposition de mécanismeqlikreste a montrer qu’un des
hydrures de la dihydropyridind01 est bien transférée sur I'aromatique du
ligand libre aprés I'étape d’'élimination réductrideci peut étre facilement
envisagé par le biais d’'un marquage de la dihydidime de départ par des

atomes de deutérium.
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9.7. Deutération du ligand BODIPY

Afin de soutenir le mécanisme proposé sur la Fighe nous avons donc
entrepris de traiter le complef80 par la dideutéropyridind03 afin d'isoler et
caractériser le ligand BODIPY correspondd®l incorporant un deutérium

(Figure 114).
D D

é/CONHZ
pyr ||

N

Bn
403

Y

Figure 114:Deutération du ligand BODIPY30.

9.7.1. Deutération de la dihydropyridine 401

L'obtention de la dideutéropyriding03 se fait selon une méthodologie décrite
dans la littératuré® Les procédures expérimentales sont néanmoins peu
explicites et nous avons du réoptimiser cette s@rpieCette deutération se
réalise par plusieurs cycles de réduction-oxydaflaut d’abord la réduction du
sel399a été réalisée au moyen d’'une base forte le Na@bdans RO, tel que
décrit dans la littératurg® Dans ces conditions, le produit de réducd@é n’'a
pas été obtenu. Cependant, un solide jaune oramécipité et a été filtré.
Celui-ci est soluble dans les solvants organiqoesnee le CHCI, ou le CHCY.
Nous n'avons pas réussi a le caractériser par RMVi#s rsur base de la
littérature, il serait un diméré21 selon un schéma repris a la Figure 13n
examen plus détaillé de la littérature montre (e réactions de réductions de
dihydropyridine fonctionnent seulement bien en dioks basiques faibles en
utilisant le NaHCQou le NaCOs.

153



Partie Il : Palladacycles-BODIPY, marqueurs degbie tumorale
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Figure 115: Dimérisation de I'intermédiaird99 en conditions aqueuses fortement

basiques.

Nous avons ensuite entrepris la deutération eisaril le NaHCQ@ dansD;0,
conditions faiblement basiques par rapport aux éuléotes. Pour cette
réduction, le produit de réductict26 est obtenu avec un bon rendement par
simple précipitation du milieu réactionnel. A lissde cette étape, le produit est
donc deutéré a 50% environ. Le pourcentage de réiote des composés
dihydropyridine et pyridinium est facilement quéiéti par RMN H.
L'oxydation du produit obten426 est réalisée dans du DMF a température
ambiante pendant 15 minutes en présencg-chloranil. Une solution aqueuse
de HCI 1M est ajoutée a la fin de la réaction stdemposés organiques neutres
et la DMF sont séparés du cation pyridinium pasielurs lavages de la phase
aqueuse. Aprés élimination de l'eau a I'évaporatetatif, la purification du
solide brut se fait par cristallisation. |l est nispdans I'éthanol et trituré a
température ambiante. Le proddi6 précipite sous forme d’'un solide blanc et
est filtré puis lavé avec un minimum d’EtOH froill.est obtenu avec une
sélectivité de deutératior’environ 50%. Pour avoir le produit426
complétement deutéré, plusieurs cycles de réduotigdation dans ces

derniéres conditions exposées précédemment sdisesigrigure 116).
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Figure 116: Deutération de I'analogue de NADH) L

Le carbonyle tourne librement autour de la liaisarbone, ce qui engendre une
chiralité axiale de deux hydrogenes en positioblde équipe de recherche du
Professeur Kawai en 1998 s’est intéressée au nsfeard'échange isotopique
primaire et secondaire qui serait associés a l'atigd de la dihydropyridine par

171
I~ 1l a

des quinones de potentiels redox variés, y comigrig-chlorani
remarqué que le rapport H : D dans le produit oxgstéindépendant du temps
de la réaction, ce qui implique gu’il n'y a pas &ebe isotopique du proton par
le deutérium au cours du temps entre les formeslémyet réduite dans les
conditions réactionnelles.

Finalement, trois cycles de réduction-oxydationasgs sur la Figure 11dnt

été réalisés et le produlb3 a été obtenu avec un rendement global d’environ

25% (sur 6 étapes) avec un rapport D:H de 90:10.
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9.8. Nature des espéces de palladium

Au vu des résultats précédents, nous avons pracédaalyse de la nature des
espéces de palladium générées lorsque le pallddady® est soumis a la
réduction par du NADH. Comme précédemment, cett@ipnéation a été

réalisée sous atmosphére inerte (argon) et sougéory afin d’'évaluer

I'influence de ce dernier. Dans cette étude, nauss intéresserons tout d’abord
a connaitre I'étage d'oxydation du palladium générésity, la taille des

nanoparticules ainsi que leur stabilit¢ au courstelmps en fonction des
conditions réactionnelles. Ainsi, les méthodes wditples comme la DLS

(diffusion dynamique de la lumiére), la TEM (miccope électronique a
transmission) et XPS (spectroscopie de photoélestront été choisies et
utilisées pour caractériser les nanoparticulesodutisn, mais également dans
leur état individuel. Pour obtenir une informatidivecte sur la taille des
nanoparticules, les analyses par DLS ont été é&amlisen solution. Les
expériences TEM et XPS ont été réalisées sur demtitons solides dont les
particules de palladium ont été encapsulées pagent adsorbant pour éviter
une éventuelle interaction avec des ligands orgasigl’équation représentant
la formation des particules de Pd est repriseRglare 117

CONH, |
U N

\ / N NADH
JJW
+ pdO
NAD, CI, Pyr Agrégation
313
Agrégats de PANPs

Figure 117:Nanoparticules de Pd générémsitu par réduction du palladacyctd 9
par NADH.
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9.8.1. Analyses par DLS

La mesure du rayon hydrodynamique moyen apparent{Rdes particules en
solution a été réalisée par la DLS a 25°C. Cesyseslont été réalisées
directement sur une solution aqueuse du pallada8d$€10.56uM traité avec un
excés de NADH (50 équiv.). La réaction a été efféettout d’abord sous
atmosphere inerte d'argon en utilisant des solatisuffisamment dégazées en
oxygene. La courbe enregistrée apres 10 minutedrenqoe trois populations
différentes sont présentes en solutiéiigyre 118.
« La premiere population de tres faible intensité cawen rayon
hydrodynamique moyen apparentginférieur a 1 nm (se forme aprés
dix minutes et disparait).
* La deuxieme population de plus grande intensit& ave R, ;pp = 1.5
nm correspondrait a des nanoparticules unitaireskrtion.
* Une troisieme population de faible intensité avecRy.,, = 80 nm

pourrait étre attribuée a I'agrégation des nanapdes avec le temps.

— 1 T

3

& 0,8 -

o

2

o)

L 06 -

g

P

‘S 0[4 -

c

2

£ 02 -
0 — S ‘ ——F——
1,E-01 1,E+00 1,E+01 1,E+02 1,E+03

Rh (nm)

Figure 118: Nanoparticules de Pd observées par DLS en solpionéduction du

palladacycle819 par le NADH sous argon, aprés 10 min.

Afin d’'évaluer la stabilité de ces nanoparticules slution en fonction du
temps, la méme analyse a été réalisée apres 1 Beune populations de grande
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taille ont été alors observées. La premiere pojpulatavec un rayon
hydrodynamique moyen apparent de 87 nm et une datgrande taille de 188
nm (Figure 119. Clairement, la réduction du palladacy8i#9 par un exces de
NADH conduit a la formation de nanoparticules gagsegent avec le temps.
Malheureusement, ces nanoparticules de grande (ailLlO nm) ont tendance a
étre moins actives en catalyse si aucun agentlistatii n’est utilisé pour

empécher une éventuelle agrégatidn.
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Figure 119:Nanoparticules de Pd observées par DLS en solpionéduction du

palladacycle819 par le NADH sous argon, aprés 1 h.

Afin d’évaluer linfluence de l'oxygéne sur la tail et le comportement de
nanoparticules de palladium en solution, les mémesipulations ont été
réalisées sous air en utilisant des solutions rémazkes en oxygene. Dans ces
conditions, la courbe enregistrée aprés 1 heuretrsmomn comportement
différent de celui observé précédemment. Ainsi,xdpapulations de grande
taille ont été observées, avec des rayons hydrocigu@s moyens apparents de
87 nm et 384Kigure 120.
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Figure 120: Nanoparticules de Pd observées par DLS en solpionéduction du

palladacycled19 par le NADH sous oxygéne, aprés 1 h.

Il ressort de ces premiéres observations quella this particules de palladium
généréesin situ serait fonction du niveau d’oxygene, qui favorigera
I'agrégation et donc la formation des espéces lmguplus volumineuses. De
plus, le temps aurait une influence nette surilie fthale des nanoparticules qui
s’agglomerent en formant des agrégats. Ces obmmrsatres préliminaires

seront dans la suite consolidées par les caraatiéris avec la TEM.

9.8.2. Analyses par la TEM

Les analyses TEM et XPS ont été réalisées sur altisydes adsorbées sur du
noir de carbone. Concretement, une solution aques$uM du palladacycle
319 a été traitée par du NADH (50 équiv.) pendant 30utes. Le noir de
carbone a été ajouté, et la réaction a été agigmdamt 30 minutes
supplémentaires. Les nanoparticules de palladiunéténisolées par filtration et
lavées par de I'éthanol puis analysés par la TERKES.

La TEM est une technique qui permet de visualissr particules, leur état

d’agrégation, de dispersion, ainsi que leur taiiteyenne et permet le comptage
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de particules pour obtenir des statistiques fialiesir obtenir une information
suffisante sur la morphologie des espéces du patlades analyses TEM ont
été ensuite réalisées. Les images TEM réaliséedesuPdNPS obtenues lorsque
la réaction est réalisée sous air sont présentdasFagure 121 Ces images

montrent que les nanoparticules sont de petite tail

Figure 121:Images en TEM de nanoparticules de palladium isgbée réduction
du palladacycl&19 par le NADH sous air

De facon surprenante, dans le cas des nanopastimrteées par réduction sous
atmosphere inerte d’argon, les micrographes de Tawitrent une formation
des nanoparticules également de petite taille pees@milaire au cas précédent
(Figure 122).

160



Partie Il : Palladacycles-BODIPY, marqueurs deftwie tumorale

Figure 122:Images en TEM de nanoparticules de palladium isoddetraitant

le palladacycle 319 par le NADH sous argon.

Ces analyses TEM montrent que des nanoparticules kien formées.
Cependant, aucune différence nette n'est obseéees images. Ces analyses
ont été réalisées dix jours plus tard et il senaliieque bien que les
nanoparticules adsorbées se soient oxydées ou na@ygles. Une future
caractérisation devrait étre envisagée pour condpeerce phénomeéne. Les
analyses avec XPS confirmeront ou nieront une éedlat oxydation du

palladium (0) généria situ pour donner du palladium (II).
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9.8.3. Analyses par XPS

La derniére technique a laquelle nous avons fgitelapour caractériser les
espéces de palladium est I'XPS. C’est une technitiaiealyse de surface qui
permet de détecter la présence des différents atémainsi que leur étage
d’'oxydation. C’est une technique trés utile poupd#ladium qui est une espéce
facilement oxydable. Contrairement & la DLS et lEM[ les analyses par XPS
nous ont permis de connaitre I'étage d'oxydatiorpédliadium. Le spectre XPS
réalisé apres 3 jours sur des nanoparticules lerkgréaction est effectuée sous
argon montre la position des picss3@t 3@, du palladium (0) respectivement
vers 336 eVet 341 eV; ce qui confirme clairemeat formation des
nanoparticules de palladium (0) (Figure 123). Cdpefy deux autres pics
correspondant respectivement a des composaniget38id,ont été également
observés a 338 et 343 eV; ce sont des especedladiypa (I). La proportion
expérimentale du palladium (1) est de 77% conB&o2our le palladium (0).
Ces especes de palladium (Il) proviendraient prienant d'une réduction
partielle du complexe de palladiugi9 par duNADH. Ce résultat n’est pas
surprenant si 'atmosphére n’est pas suffisammentrélée, d’autant plus gu'il
n'est pas facile de dégazer complétement I'eau’aedéne. De plus, une

éventuelle oxydation du palladium (0) durant lekéme n’est pas a écarter.
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Figure 123: Spectre XPS présentant les pics de palladium lerkréaction est

réalisée sous atmospheére inerte d'argon.

Il serait intéressant de réaliser les mémes expEg®e en ajoutant un agent
stabilisant capable d’empécher I'agglomération eincd I'oxydation des
nanoparticules.

Sans surprise, le spectre XPS réalisé sur des adimntes isolées lorsque la
réaction est effectuée sous air montre uniquemerdoublet correspondant au
palladium (ll) (Figure 124). Ces analyses XPS vamirenfin de consolider les
résultats obtenus dans ce ftravail, & savoir uneictiécth sélective des
palladacycles par le NADH en milieu faiblement oé&gg, comme nous I'avons

postulé auparavant.
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Figure 124:Spectre XPS présentant le pic du palladium loréguéaction est

réalisée sous air.

Suite a ces trois études, nous pouvons affirmerlgyalladium générin situ
est sous forme de nanoparticules. Les analysesdDT&EM nous ont permis de
remarquer que la taille des nanoparticules dépeasdngiellement du temps.
D’autre part, I'étage d’oxydation du palladium degequant a lui du niveau
d’'oxygene. Ainsi, pour obtenir des nanoparticules mhlladium (0), il est
important de travailler en absence de I'oxygéene.
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9.9. Conclusion

¢ Les palladacycles sont stables en solution danssédgants non
coordinants mais ne sont pas stables en solutiddbMi®O et donc les
prochaines expériencas cellulo ont été réalisées sur des solutions
DMSO/H,0O fraiches.

e L'étude du mécanisme de réduction du palladacygl® par la
dihydropyridine401 a confirmé nos hypothéses. Les espéeces présentes
en solution a I'équilibre sont en accord avec lduodion de ces
palladacycles par déplacement de ligand coordipgritine. De plus,
cette étude a montré que la réaction va jusqu’att bo

e La réduction du palladacyct&l9 par la dihydropyridinet01 doit étre
réalisée sous atmosphére inerte ; en absence &ogyg

» Cette précédente observation rend compte qu’'unectsélé de
bioréduction sélective des palladacyd&8 et 190 pourra étre observée

dans les cellules cancéreuses présentant desléxés €ée NADH.
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10. Bioréduction dans les lignées cellulaires
présentant des taux élevés de NADH 2

Au vus des informations pertinentes obtennegtro, nous avons poursuivi nos
investigationsn cellulo avec les deux palladacycles promettel83 et 190 En
préambule a ces expériences sur cellules tumoibkst, important de rappeler
que par rapport aux cellules saine, les cellulesotales générent des taux
¢élevés des formes réduites de NADNADH et NADPH, agissant comme
cofacteurs ou éléments redox nécessaires a lafépation cellulaire. En
conditions hypoxiques, le NADH s’accumulent d’adtplus qu'il ne peut plus
étre utilisé pour les phosphorylation oxydativesaiaon du déficit en oxygeéne.
Cet environnement est donc favorable a la bioréoluctes palladacycles dans

les cellules tumorales hypoxiques.

10.1. Détermination des longueurs d'onde d’excitati on-
émission
D’abord, les longueurs d'onde d’excitation/émissionaximales ont été
déterminées. |l ressort que le ligadB0 présente une longueur d'onde
d’excitation vers 490 a 500 nm et I'émission de 23640 nm. Cependant, le
palladacyclel83 présenterait des excitations et émissions a 4809 et 690-
700 nm respectivement. Le compleb@0 présente également un spectre décalé
avec des excitations maximales a 420-430 nm ets@nis maximales a 680-
690 nm. Il est clair que la complexation du ligdrdd au palladium a conduit a
un shift de la longueur d'onde d'émission versftamouge. Les images sont
représentées en annexe 2.

2 Manipulations réalisées par Laurenne PETIT
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10.2. Principe de bioréduction

Les complexes de palladium sont solubilisés darBNESO et ensuite dilués
dans l'eau (DMSO/BD<1/99) a une concentration de 1 mM. Les complexes
dilués dans le milieu de culture cellulaire a laeentration choisie sont ensuite
incubés avec les cellules cancéreuses en conditmmsoxiques ou hypoxiques
a 37°C. Apres, 30 minutes ou 1 heure, le miliecdeure cellulaire est enlevé
et les cellules sont lavées abondamment avec uogosotamponPBS. La
fluorescence est détectée a l'aide d'un lecteupldgue multi-puits de type
SpectraMax i3 Multi-Mode (Molecular devices). Cestgyne permet une mesure
précise de la fluorescence émise par des cellulesilture (maintenues a 37°C)
a une longueur d’'onde déterminée avec un débitriiage suffisant que pour
tester différentes conditions expérimentales. Ctelg est également doté d'un
systeme optique permettant d’'imager les cellule8 dongueurs d'ondes

différentes (émission dans le vert, le rouge étde).

10.3. Optimisation des différents parametres

Nous avons réalisé un premiscreeningen faisant varier les paramétres de
concentrations, de temps d’incubation et le typdigieées cellulaires afin de
trouver des conditions optimales de libérationctéle du ligand fluorescent en
condition hypoxique. Les lignées cellulaires tuntesachoisies présentent des
taux élevés de NADH. Il s'agit des cellules d’onigi humaine suivantes :
UMC3 (cancer de la vessie), HCT116 (cancer du ¢pBiHa (cancer du col de
I'utérus) et BT20 (cancer du sein). Ces expérieince®té réalisées en hypoxie
et en normoxie. Pour chaque lignée cellulairetdimsité de la fluorescence a été
mesurée pour chacun des deux compleb@3 et 190 a trois concentrations
différentes, uM, 10 uM et 50uM aprés 30 et 60 minutes. Les résultats de ces
manipulations sont consignés dans le tableau emexan. La mesure de
changement de lintensité de fluorescence donne inf@mation sur la

cinétique du processus d'internalisation et de rdibén intracellulaire du
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fluorophore. Rappelons que notre but ici est d'olkee la fluorescence
sélectivement pour les cellules traitées avec @mgacycles en hypoxie. La

Figure 125eprend le principe de ces manipulations.
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Figure 125:Bio-réduction sélective des palladacycl@&3 et 190dans les cellules

tumorales présentant des taux élevés de NADH.

La fluorescence observée par incubation de cesujisodlans les cellules
tumorales montre clairement qu'elle provient datig BODIPY130 libéré au
vu du grand niveau de quenching de la fluorescdorsgiue le ligand est
coordonné au palladium. Deux observations impagtasbnt & souligner :

Le complexel83amontré une tres Iégére sélectivité hypoxique pesirguatre
lignées cellulaires évaluées a toutes les condemtsaque ce soit aprés 30 ou 60
minutes.

Le complexel90 a quant a lui montré une meilleure sélectivitédxgue, en
particulier dans les cellules cancéreuses BT20eaaamcentration de 50M
aprés 30 minutes d'incubation. Dans ces conditibinsensité de fluorescence
est multipliée par 4.9 en hypoxie (par rapport adamoxie). L’histogramme
illustré a la Figure 12@eprésente les intensités en fluorescence mesurées

lorsque le palladacycld90 est incubé a 5QuM dans différentes lignées
cellulaires.
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Figure 126: Palladacycldd90ensemencé dans différentes lignées cellulaires

présentant des taux élevés de NADH. Concentrad@dnM pendant 30 minutes.

Comparée a lintensité de fluorescence du ligatdelil30, lintensité du
palladacycle190 est d’environ 30% apres 30 minutes d’incubationsdées
cellules BT20 en hypoxie. De fagon surprenantdedetensité de fluorescence
diminue avec le temps pour atteindre 38 (u.a.)1&t (L.a.) respectivement en
normoxie et hypoxie, ce qui suggere probablemerg atiénuation de la
fluorescence en raison d’'une excitation prolondgee.profil pourrait suggérer
une instabilité et donc une décomposition du lighme BODIPY 130 dans le
milieu de culture cellulaire ou en solution dansidgau cellulaire. Le lecteur de
microplaques Spectramax utilisé pour les mesuresfludgescence permet
également de prendre des photos avec une résollinmiée. Les images
capturées sont représentées a la Figure 27 distingue I'accumulation de la
fluorescence a l'intérieur des cellules sans pauvdéntifier un éventuel

compartiment subcellulaire.
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Normoxie 30 min

Hypoxie 30 min

Figure 127:Cellules BT20 ensemencées avec le palladad@dé 37°C pendant

30 minutes, (a) en normoxie (21%)@t (b) en hypoxie (1% £p concentration : 50
UM. Photos en champ clair (documentant la préseaseéllules) et en fluorescence
prises avec les filtres des bandes d’excitatiod##20 nm et I'émission a 525/50
nm (deux puits représentatifs d’'une méme condgmmt présentés ; la durée

d’exposition est la méme en conditions normoxicgtesypoxiques).

170



Partie Il : Palladacycles-BODIPY, marqueurs degbie tumorale

En paralléle, des expériences de contrble sugdmd130 ont été réalisées dans
les mémes conditions que précédemment. Comme psurdmplexed83 et
190 l'intensité de la fluorescence d80dans les cellules cancéreuses diminue
avec le temps que ce soit en normoxie ou hypoxiar Bne concentration de 50
UM, elle chute de moitié entre la mesure a 30 mmetea 60 minutes pour les
cellules BT20.

11. Conclusion

Trois classes de complexes de palladium avec amdigdluorescent BODIPY
aux propriétés stéréoélectroniques différentegtinsynthétisées et caractérisés.
Ces palladacycles non fluorescents ont alors diééstin cellulo pour tester
leur potentialité a étre bioréduits sélectivememthgpoxie, pour étre utilisés
comme marqueurs de I'hypoxie tumorale. Les acquis Iesumés ici :

-Les complexes de palladium de type palladacydi@erant un ligand pyridine
s’internalisent dans les cellules.

-Ces complexes sont bio-réduits par le NADH pooérer le palladium réduit
qui forme des nanoparticules de la taille du narimmé.’emploi des cellules
tumorales présentant des taux élevés de NADH pedmédavoriser cette bio-
réduction.

-La bio-réduction est possible quand les conceaatraten oxygéne sont faibles
(milieu hypoxique) et semble inhibée en milieu normue.

Il est néanmoins important de noter a ce staddajnature exacte des espéces
de Palladium (0) ne sont pas prouvées car l'ideatibn a été réaliséa vitro

et que la transposition en milieu cellulaire n'psts automatique, de par la
complexité de ces milieux.

Les perspectives de ce travail peuvent dés loesrégumées comme suit:
1-Mettre au point une réaction qui pourra étre lgaéein vitro par les espéces
de palladium (0) généréassitu.

2-Appliquer cette réactiom cellulo et étudier la sélectivité hypoxie/normoxie.
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Et donc choisir une réaction de déprotection dluorbphore protégé pour ces
deux opérations. Ceci permettra d'optimiser leapgtres des réactioimsvitro

etin cellulo.
3-Aprés optimisation, appliquer la réaction palladbalysée au déblocage
d'une molécule cytotoxique pour générer sélectivetman effet biologique a

I'intérieur de la cellule.
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Partie 1l : Application des palladacycles en cggaln cellulo

1. Principe et objectif

La sélectivité de bio-réduction du complexe degahillm BODIPY190dans les
cellules cancéreuses en hypoxie nous a encouragtsstér son activité
catalytique pour la délivrance sélective des dregamti-cancéreuses dans des
cellules tumorales hypoxiques. En reprenant la reigli25, nous pouvons
maintenant la modifier pour arriver a 'objectiftimle de ce travail : Pouvoir
développer une réaction de catalyse organométaltigms une cellule vivante et

réaliser cette réaction sélectivement en miliewoliguie (Figure 128).
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Figure 128: Catalyse organométallique d'un substrat cagé.

Dans ces expériences, nous allons utiliser le cexeptle palladiun319 sans
BODIPY qui est le modeéle simple du complek@0. Notre but majeur est de
montrer que le précatalyse@d9 est capable de libérer I'espece catalytique
active de palladium (0) sélectivement dans desileslitumorales en conditions
hypoxiquesvia le NADH cellulaire. Ensuite, cette espéce catabgi de
palladium (0) sera utilisée dans les réactionsati@lysein cellulo.

Assez naturellement, nous nous sommes tournédavegaction d’allylation de
Tsuji-Trost car son efficacité a déja été prouvémsdquelques études de

catalysein cellulo. De plus, elle est tres facile a mettre en cewompatible
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avec les milieux protiques et trés robuste. Erdile, a été largement développée
en stratégie de groupements protecteurs (groupec)Alet c'est sur cette
stratégie que nous allons nous tourner pour la enisgoint de nos réactions. De
plus, ils ont déja fait preuve de stabilité en euilibiologique mais restent
cependant labiles par action d’'un métal de tramsitCes applications dans le
domaine de la catalyse celluloont été revues récemméht.”

Dans un premier temps, nous allons tester cetigité@atatalytique pour couper
sélectivement la Rhodamimé-Alloc 126 dans les cellules cancéreuses en
hypoxie (Figure 129). La Rhodamine-110 nous serdea rapporteur pour
évaluer l'efficacité du systéme catalytique. Damsluite, la méthodologie sera
appliquée a délivrer sélectivement une drogue cartcéreuse cagée a I'Alloc

dans les cellules tumorales en hypoxie.
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Figure 129: Décageage du profluorophat@6 en probe fluorescent Rhod110 par

catalyse au palladium.

Comme démontré par les études précédectti® sondel26 est pratiguement
non-fluorescente jusqu’a sa conversiorRftodamine-110, composé fortement
fluorescentvia le clivage du groupement protecteur Alloc (Figd29)?® Ce
substrat fluorogénique permet de corréler le rerhtrde la déprotectionia
l'intensité de la fluorescence produite, ce quinpetrune approche facile pour

I'évaluation de l'efficacité de la réactidn vitro. L'efficacité de I'élimination
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catalysée par le complexe de palladiBh® sera évaluée systématiguement en
analysant le retour de la fluoresceimteitro avant de passer dans les études sur
des cellules tumorales. Contrairement au groupenpeatecteur de type
propargyloxycarbonyl (Proc) qui peut étre déprotggéle palladium a tous ses
étages d'oxydation, palladium (0), palladium (lI} palladium (IV), le
groupement protecteur allyloxycarbonyl (Alloc) neup qu’'étre clivé par le
palladium (0Y® Ceci nous a menés & choisir I'Alloc comme groupgme
protecteur afin de s’assurer que c'est réellememtalladium (0) formén situ

qui assure la réaction catalytique et non pasllagiam (II) du précatalyseur de
départ319

2. Test en catalyse in vitro

2.1. Synthése du modéle fluorogénique cagé

La synthese du model26 a été effectuée en reproduisant le mode opératoire
décrit dans la littératuf®.La Rhodamine-110 commerciale est traitée avec 2.5
équivalents de chloroformiate d'allyle dans la DNIFtempérature ambiante
pendant 16 heures. La Rhodamine bis-Al@6 est obtenue sous forme d'un

solide blanc avec un rendement de 50% (Figure 130).
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Figure 130: Protection de la Rhodamine-110 avec I'Alloc.

2.2. Etude du décageage par fluorescence en solutio n

Les spectres d’excitation-émission de la Rhodarhit®@-commerciale sont
représentés a la Figure 131. Une courbe de cadibra été réalisée sur la
Rhodamine 110 commerciale (Figure 132), qui nhoumetra de quantifier le
retour de la fluorescence lorsque la Rhodamine cif#e a I'Alloc126 sera

traité avec les complexes de palladium (Il) engmées de NADH.

120 - Excitation-Emission 125

100 A

80 -
s EMIiSSiON
60

e Excitation

Intensité de fluorescence (a.u.)

390 430 470 510 550 590

Longueur d'onde (nm)

Figure 131:Spectres d'excitation-émission de la Rhodamine-Chhcentration :

1.5pM DMSO/H,0 < 1/100.
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Courbe de calibration 125
8000 -

)

6000 -

Intensité de fluorescence (a.u

4000 -
y =73,324x - 179,22
1 R?=0,9979
2000 -
0 T T T T T T T T T 1
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Concentration (uM)

Figure 132: Courbe de calibration réalisée a partir des salataqueuses
DMSO/H,O < 1/100 de la Rhodamine 110 commerciale par &xait a 450 nm; et

en enregistrant les émissions a 520 nm.

Avant de passer aux expériengescellulo, il est alors important de vérifier
d’abord par la fluorescence en solution s’il estgildle de cliver le groupement
Alloc par le palladium (0) générén situ par réduction des precatalyseurs
étudiés. Concrétement, il faut vérifier si les cterps de palladiurB18 et 319
peuvent induire le retour de la fluorescence raatilde la libération de la
Rhodamine libre 110 lorsqu’ils sont traités aveaénucteur tel que le NADH,

en utilisant ou non un nucléophile capteurslyle (Figure 133).
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o. HN 0 ﬁ \fo
j)/ O O o Pd(IT)NADH
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Figure 133:Décageage de la N-Rhodamine-Allt26 par les complexes de
palladium (11)318 et319 activés par le NADH.

Pour ce faire, la Rhodamine 110 cagée a I'All@é en solution aqueuse DMSO
1% a été traitée avec des complexes de palla@ilsret 319 (0.1 équiv.) et un
excés de NADH (50 équiv.). La réaction a été supé fluorescence par
prélevement d'aliquotes a partir du mélange réantb a des intervalles de
temps réguliers et analyse de lintensité de leorlacence du mélange
réactionnel par excitation a 450 nm. La concermmnatinale en pro-fluorophore
126 est de 45.4M.

Dans un premier temps, la réaction a été effectads ajout du nucléophile,
capteur detallyle. Dans ces conditions, nous avons remargglg cinétique
de la réaction est trés lente et des maxima nesdépapas 1% seront alors
atteints environ apres 24 heures et 10% enviroasaprours (Figure 134). Le
milieu réactionnel, incolore au début de la réaxtmpmmence & tourner au vert
fluorescent aprés 3 jours, ce qui suppose des lors, déprotection de la
Rhodamine-110. Cette premiére observation est ear@@vec les études de
Meggers, qui a remarqué pour la premiére fois guedprotection métallo-
catalysée de ce profluorophorg26 en milieu biologique nécessite un

nucléophile, capteur deallyle?®
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Pour une meilleure expression des résultats, lensités de fluorescence
mesurées sur I'appareil sont exprimées en pourgerétd'aide de la courbe de

calibration réalisée dans les mémes conditions evBtiodamine-110.

100 - 126 + Pd(lIl) + NADH
S
> 80 -
§ ]
§ 60 - et Pd(1l) : 319
= 1 il Pd(11) : 318
T
£ 40 -
£
20 -
0 ———— ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Temps (h)

Figure 134:Décageage de la Rhodamine N-AI26 par les complexes de
palladium (11)318et319(0.1 équiv.) activés par I'exces de NADH (50 équsous
argon. Concentration : 45iM dans DMSO/HO < 1/100, par excitation Xy =
450 nm.

Au vu de cette derniére observation, il semble sallmgique d’ajouter un

nucléophile capteur derallyle pour tenter d'accélérer cette cinétique.ublo
avons opté pour les nucléophiles soufrés qui sabttdrellement utilisés dans
ces genres de réaction de décagéatfé.Trois nucléophiles ont alors été
utilisés : il s'agit du glutathion, la méthioning Bacide thiosalicylique. Le

thiophénol utilisé par Meggers dans des expériesiBitaires a été abandonné
a cause de sa toxicité et sa mauvaise ddelipjout du nucléophile nous a
permis d'obtenir des cinétiques accélérées parorappu cas précédent.
Cependant, la cinétique varie légérement d'un mytlide a I'autre pour ces

trois exemples. Le premier nucléophile utilisé camrapteur detallyle est le
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glutathion. Comparé au cas précédent, celui-ci laeeérés modérément la
réaction (Figure 135). Dans ces conditions, le maxn obtenu est d’environ

4% au bout de 24 heures et de 25 % environ agmsgy.

100 126 + Pd(Il) + NADH + GSH

[0
o
1

e Pl (1) : 319
=g Pd(ll) : 318

D
o
1

Intensité de fluorescence (%)
o
o
1

N
o
1

0 B ——————————
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Temps (h)

Figure 135: Décageage de la N-Rhodamine-Allt26 par les complexes de
palladium (11)318et319(0.1 équiv.) activés par I'exces de NADH (50 équsous
argon en présence du glutathion (2.2 équiv.). Qunagon : 45.44M dans
DMSO/H,0 < 1/100, par excitationX,. = 450 nm.

Nous avons ensuite utilisé la méthionine qui dodes cinétiques un peu plus
rapides qu'avec le glutathion avec des maxima dfenvl0% observés aprées 16

heures (Figure 136) et de 40% environ apres 7.jours
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100 - 126 + NADH + Pd(ll) + Methionine

[0}
o
1

Pd(l): 319
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|
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Figure 136:Décageage de la N-Rhodamine-Allt26 par les complexes de
palladium (11)318et319(0.1 équiv.) activés par I'exces de NADH (50 équsous
argon en présence de la méthionine (2.2 équivic&uaration : 45.4M dans

DMSO/H,0 < 1/100, par excitationX. = 450 nm.

En dernier lieu, nous avons utilisé I'acidehiosalicylique. Ce dernier donne
des résultats similaires a ceux obtenus avec l&atgion avec des maxima
d’'environ 4% aprés 24h (Figure 137) et 25% enviapmés 7 jours. L'acide
thiosalicylique a été utilisé par Jean Pierre Geoét déprotéger les allylamines
protégées a I'Alloc sous forme des carbamates du palladium (0Y* Dans
leurs travaux, ils ont trouvé qu'il est facile dépdotéger les allylamines
secondaires pendant 15-30 minutes a températuréamteb Cependant les
allylamines primaires ne sont déprotégés qu’en itiond fortes soit sous le
chauffage de THF 50°C. lls pouvaient alors réalises déprotection sélective.
Ainsi, nous pouvons remarquer gu'il est possibleddprotéger la Rhodamine
allylcarbamaten cellulo. Cependant, ce modéle catalytique n'étant pasaeff,
nous ne pouvons pas affirmer ou nier une éventypalfsibilité de décageage
sélectif en milieu hypoxique recherché. De plusisui@marquons a ce stade une
activité catalytigue similaire pour les deux pratateurs de palladium testés
318et319
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100 - 126 + Pd(ll) + NADH + Thiosal

(e}
o
1
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Figure 137:Décageage de la N-Rhodamine-Allt26 par les complexes de
palladium (11)318et319(0.1 équiv.) activés par I'exces de NADH (50 équsous
argon en présence de I'acide thiosalicylique (2#) Concentration : 454M

dans DMSO/HO < 1/100, par excitationX. = 450 nm.

En conclusion, nous observons de trés faibles esiores, inferieures a 10%
aprés 24h, peu importe le type de nucléophile éoutfitisé. A ce stade, il est
important de déterminer la cause des faibles ceives observées et si elles
sont dues a une faible réduction des précatalysdargalladium (ll) en
palladium (0) ou bien a un systeme catalytiquegsasz efficace sur le substrat.
Pour vérifier cette hypothése, les mémes expériermd été réalisées en
utilisant une source de palladium (0), le Pd(dlmmmmercial en présence du
ligand phosphine la TPPTS hydrosoluble capabletatgliser le palladium (0)
en solution pendant la réaction de décageage @igg8). Dans ces derniéres
conditions, une faible intensité de fluorescencégalement été observée et
I'allure de la courbe de réaction varie selon gueghction a été réalisée avec ou
sans nucléophile, capteur tdallyle. Cependant, dans tous les cas, le maximum

ne dépassant pas environs 20% est observé apresir@sh Jusque-la, nous
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pouvons affirmer que la déallylation de la Rhoda¥ili0 cagée a I'Alloc est
difficile. De plus, le palladacycl@l8a été synthétisé et utilisé dans la littérature
dans la réaction de couplage de Heck et a donné&édetdtats satisfaisants
(conversion, rendements, TOF) au bout de deux b&tfr€e complexe, qui a
déja fait preuve de son efficacité en catalyseiadfanous permettre d’obtenir
des meilleures conversions. Cependant, cela n'&tgde cas, ce qui montre de

nouveau un mauvais choix du modele fluorogénitR

100 1 126 + Pd(dba), + TPPTS
X 80 -
Q
2
o
g 60 -
El = Sans GSH
é 40 - el + GSH
2
3
£

Temps (h)

Figure 138:Décageage de la N-Rhodamine-Allt26 par le Pd(dba)(0.1 équiv.)
en présence de TPPTS (1 équiv.) sous argon, avsarsuglutathion (2.2 équiv.).

Concentration : 45.4M dans DMSO/HO < 1/100, par excitationX,. = 450 nm.

Notons que cette source de palladium (0), le Pt{ipma été utilisée trés
récemment dans la littérature pour le décageadami@ocoumarine cagée au
propargyloxycarbonyl (Proc). Des cinétiques trgsides sont observées dans
I'ordre des minutes, avec le maximum atteint ag@sninutes (Figure 139>
Cependant, ces résultats de la littérature sontriregp en facteur
d'augmentation de la fluorescence et non en % dppeafrition de la
fluorescence par rapport a la valeur obtenue danad d’'une réapparition totale

de la fluorescence.
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Figure 139: Décageage de la proc-amino coumariné par diffésestarces de

palladium*”

Nous avons en fait réalisé a ce stade que le sgsthwisi n'étais pas adéquat
pour une quantification stricte et une évaluatien ditesses de déprotection. Le
dérivé 126 est bis-protégé et la réaction attendue est dame double
déprotection passant par le dérivé mono-all@@. Si la double réaction est
assez lente, le principal composé qui va étre géasr le dérivé27 (Figure
140). Hors, la quantification est basée sur lebcation de la rhodamine libre et
nous ne connaissons pas lefficacité d'émission cdmposé127 (celui-Ci
pourrait étre beaucoup plus faible que celui dételamine). Nous avons donc
deux solutions: préparer le compod®7 et étudier ses propriétés de
fluorescence ou travailler sur un fluorophore mpnotégé.’> Aux vues de
résultats récents de la littérature, nous avonglééle nous orienter vers cette
seconde solution.
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Figure 140: Hypothése de décageage organométallique pardiellaN-bis alloc

rhodamine 126 par le palladium.

A la suite des faibles rendements de décageagevéssgans cette étude méme
en utilisant une source de palladium (0), nous fomsr supposer a présent que
ces faibles conversions ne peuvent pas étre impai¢systéme catalytique mis
en place mais plutdét du modéle fluorophore utillgs Cette hypothese sera

vérifiée dans la suite en variant le fluorophore.
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2.3. Changement du modéle fluorogénique cagé

Un second modéle de fluorophore protégé a donemti&sagé et nous avons
sélectionné une coumarine cagée qui a pu étre dast®les mémes conditions
gue précédemment. Pendant que nous étions endgamaliser ces tests, le
méme modéle a été utilisé indépendamment par utre &guipe pour le
criblage de catalyseurs de palladium capables derclun groupement

protecteur labile, Alloc ou Poc (propargyloxy camgl) dans un milieu

biologique typiqué’>*"
2.3.1. Synthese du modele fluorogénique
@)
H
H2N©/OH CI)J\OE‘[ EtO\n/N OH
—_—>
THF, T.A.,3h O \©/
299 300
O O
L
(@)
EtOH/H,SO,
T.A., 5h
H,N 0.__0
HZSO4/ACOH
P T
120°C, 4h
310

Figure 141:Synthése de I'aminocoumariga0."®

Le fluorophore310 a été obtenu selon la méthodologie développée ans
littérature (Figure 141)° Dans un premier temps, I'aminophér299 est
protégé par le chloroformate d’éthyle dans le THierapérature ambiante. Le
carbamate300 est obtenu avec un rendement de 79% aprés 3 héuest
ensuite cyclisé par une condensation de Pechmagnugnarine correspondant
308 au moyen d’'acétoacétate d'éthyle et d'acide sigifir & 70% dans

I'éthanol. Le dérivé coumarine corresponda@8 est isolé avec un rendement
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de 73% aprés 5 heures. Le compB68 est ensuite déprotégé pour pouvoir
introduire la fonction allyle carbamate, permettagibbtenir le modéle
fluorogénique d’intérét. La déprotection se fait@mditions fortement acides
au moyen de l'acide sulfurique dans l'acide acé&tigu120°C pendant 4 h.
L’amino coumarine310 légerement soluble dans I'eau est alors isolée ane
rendement de 75%.

L’introduction de l'Alloc sur la coumarin@10 par le chloroformiate
d'allyle a été réalisée dans du diméthylformamaequi nous a permis d'isoler
le produit 440 avec un rendement de 95% aprés 16 heures a teomgérat

ambiante (Figure 142).

Cl O\/\
X
0.__O NI o. o H 5
0O Y \/\
X Pyr N O
310 DMF, T. A., 16h 440

Figure 142:Protection de I'amino-coumarine sous forme d’atlyltamatet40.

2.3.2. Etude de décageage par fluorescence en solution

La Figure 143présente les spectres d’excitation-émission durdjpimore 310
Contrairement au cas précédent, les deux pro@uiset 440 devraient nous
permettre de suivre la réduction des palladacygéesle NADH. Les spectres
d’émission a 450 nm, réalisées par excitation a B#4% montrent que
I'aminocoumarine protégéd40est faiblement fluorescente par rapport a la
amino-coumarine libr&10 (Figure 144). Au départ de cette information,st e
donc possible de suivre par spectroscopie de figeree en solution la
déallylation du produit40 par excitation a 345 nm et en observant I'émission

vers 450 nm.
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Figure 143: Spectre d’excitation-Emission du comp@i®a 1uM dans
DMSO/H,0 : 1/99.
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Figure 144:Spectre d’émission en fluorescenag{= 345 nm) des coumarin840
et440dans le DMSO/ED : 1/99, 4QuM.
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2.3.2.1. Décageage sans ajout du nucléophile capteur

de 7allyle

Comme précédemment, I'amino coumarid0 cagée a I'Alloc en solution
aqueuse (DMSO/HD:1/99) 45uM a été traitée par une source de palladdi®
ou 319 (0.1 équivalent) en présence d'un excés d'unetisaluagueuse de
NADH (50 équivalents). Les solutions ont été dégaz la réaction a été suivie
par mesure de la fluorescence de I'amino coumaBib@ libérée pendant 8
heures (Figure 145). Une courbe de calibrationéaégfalement réalisée tout
comme pour la Rhodamine 110 au moyen du fluoropimanme protégé310
(Figure 146).

HN 0__0 H,N 0__0
/\/0\[( Pd(Il)) NADH ~
R
440 310
}\1/

Pd (1I) : N T
318, L = PPh, Pd
319, L = Pyr Cl

Figure 145: Décageage de I'Alloc-amino coumarifdOpar les palladacycle%18

et319
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Figure 146: Courbe de calibration pour 'aminocoumarBi0 en solution
DMSO/H,0 < 1/99. ExcitationXgy. = 345 nm), émission\(,, = 445 nm).

De nouveau, une cinétique lente et de trés fadmasersions ont été observeées,

avec des maxima ne dépassant pas les 15% aprase8 (feigure 147).

100 - 440 + Pd(") + NADH

S
5 80 -
£ 60 -
E; o Pd(1l) : 319
()]
2 40 - —a—Pd(ll) : 318
5
[
- 20 A

O T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Temps (h)

Figure 147:Décageage de M-aminocoumarine-Alloé40par les palladacycles
318et319activés par I'excés de NADH (50 équiv.). Concetidra 45.4uM dans
DMSO/H,0 < 1/100, par excitationX,. = 345 nm.
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2.3.2.2. Décageage en présence du nucléophile

capteur derrallyle

Le décageage étant lent, nous avons décidé dantitiss nucléophiles capteurs
derrallyle. Dans un premier temps, du glutathion @ggiv. par rapport a Id-
aminocoumarine-Alloal40 a été employé. Les solutions ont toujours été bie
dégazées comme précédemment avec plusieurs cyidesargon. Dans ces
derniéres conditions, des maxima de fluorescensevion 65% et 95% ont été
observés au bout de 4 heures pour les précataty3&8et 319 respectivement

(Figure 148). Il est clair que I'ajout du nuclédplest bénéfique.

440 + Pd(ll) + NADH

100 -

80 -

60 e P (1) : 319 + GSH

e=fli== Pd(ll) : 318 + GSH

40 Pd(ll) : 319

Intensité de fluorescence %

e Pl (1) : 318

20

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

4 5
Temps (h)

Figure 148:Décageage de M-aminocoumaringt40 par les palladacyclexl8 et
319activés par I'excés de NADH (50 équiv.) avec aussglutathion (1.2 équiv.).
Concentration: 45.4M dans DMSO/HO < 1/100, par excitationX,. = 345 nm.
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2.3.2.3. Influence de l'oxygene sur la cinétique de

décageage du fluorophore

Dans le but d’évaluer linfluence de l'oxygéne dar décageage de IA-
aminocoumarine-Allos440 les expériences précédentes ont été reprises sous
oxygéne. Concréetement, le prodditO0 a été traité par 0.1 équivalent du
précatalyseur de palladium (1818 ou 319 et le NADH (50 équivalent) en
présence du glutathion (1.2 équivalent) précéderhotéis€ comme capteur de
Trallyle. Le décageage a été suivi par fluorescendes intervalles de temps
régulier. Sans surprise, une tres faible et leimétique de décageage a été
observée par rapport au cas précédent. Le retdarfilerescence est d’environ
5% dans les deux cas. Ceci indique tres clairenggiet 'oxygene a une
influence notable et laisse présumer une séleefpour I’hypoxie tumorale dans
les manipulationén cellulo. Cependant, comme nous pouvons le remarquer sur
la Figure 149, les deux complexgE3 et319ont montré une activité catalytique
fort similaire. Des temps de réactions prolongéangjusqu’a 24 heures, n'ont
pas apporté d’amélioration, cependant une certdilméuation a été observée

avec les deux complexes.
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440 + Pd(Il) + NADH + GSH
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Figure 149: Décageage IA-aminocoumarine-Allo@40 par les palladacyclexl8
et319activés par I'excés de NADH (50 équiv.) avec letaghion (1.2 équiv.).
Concentration: 45.4M dans DMSO/HO < 1/100, par excitation X, = 345 nm.

Cette fluctuation de lintensité de la fluorescenpeurrait provenir de la
désactivation du catalyseur en milieu suffisamneygéné par réoxydation du
palladium (0) formén situen palladium (11).

195



Partie 1l : Application des palladacycles en cggaln cellulo
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Figure 150: Décageage de Md-aminocoumarind40par le Pd(dba)(0.1 équiv.) en
présence de TPPTS (2 équiv.); avec ou sans glorat@oncentration: 454M
dans DMSO/HO < 1/100, par excitationX. = 345 nm.

Dans le but de comparer I'activité catalytique de précatalyseurs, nous avons
utilisé une autre source de palladium (0), le Payditabilisé par la TPPTS pour
le décageage de Mraminocoumarine-Allo@d40dans les mémes conditions que
pour les complexes318 et 319 (Figure 150).Nous pouvons directement
remarquer un effet d’accéleration avec un maximunfldorescence de 60%
obtenu en une heure. A part cette observation, remarquons également que
la réaction s’arréte directement. De plus, une @oexterne de nucléophile est
nécessaire pour une cinétique plus rapide. Lesltaésuwobtenus avec cette
source de palladium (0) sont similaires avec ceuxermus avec les
précatalyseurs testés ici qui sont les compl&48set319. De plus ces résultats
sont similaires a ceux obtenus dans la littérdtunsjue ce catalyseur est utilisé
pour le décageage de Neaminocoumarine-Prot® Des cinétiques rapides ont

été obtenues et un arrét a été observé directeaapeig une heure.
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3. Applications en catalyse in cellulo

3.1. Décageage du fluorophore 3

Les résultats précedents nous ont encouragésiseuties palladacycles dans
des réactions de catalysecellulo. Notre but ultime est de faire la réaction de
décageage d'un fluorophore cagé par les complexgmitadium (1) réduitsn

situ en palladium (0) par le NADH présent dans lesutedl tumorales. Nos
investigationsin cellulo des prodrogues cagées commenceront par I'activation
du profluorophorel26, qui induira un signal de fluorescence facile &rsuen
microscopie, avant de passer a I'emploi d'une deogDans la série des
manipulations en conditions biologiques décrite6cedemment, nous avons
remarqué que le complexe de palladium (II) avdigbnd pyridinel190 était le
plus sélectif et le plus efficace. Son analoguepkir@l9 a été sélectionné et |l
sera utilisé dans cette réaction de décagmaggiulo. Rappelons également que
le complexe 319 a montré une meilleure sélectivité de décageage de

profluorophores cagéi26 et440lorsque les réactions sont dégazées d’'oxygene.

< \/

N
N0
Pd\
Cl T NH, |
NS H o
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Cellules SiHa

Figure 151:Décageagén cellulod'un fluorophore cagé.

% Manipulations réalisées par Laurenne PETIT
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Ces expériences ont été réalisées sur des cetlalesncer du col de I'utérus
disponibles au laboratoire au moment du test. Colamaupart des cellules
cancéreuses, les cellules SiHa présentent desélaugs de NADH aptes a
réduire facilement le complexe de palladium @09 en palladium (0). Ces

réactions sont illustrées a la Figure 151.

3.1.1. Principe de décageage

Les cellules SiHa ont été laissées mises en culatréncubées avec la
Rhodamine-Allocl26 (5 uL, 20 mM) pendant 30 minutes. Ensuite, le milieu de
culture cellulaire a été aspiré et les cellules2émvy abondamment avec une
solution tampon phosphate saline (PBS) pour élimimgroduit cagél26 non
internalisé. Le complexe de palladi@h9 (4 uL, 5 mM) dilué dans le milieu de
culture cellulaire frais a ensuite été ajouté aips¢l'acide thiosalicylique (10
uL, 100 mM). Les cellules ont ensuite été incubésmiemoxie et en hypoxie.
L'internalisation du complexe de palladium (ll) @udle sa bio-réduction dans
les cellules cancéreuses SiHa devraient induitgtintation de I'intensité de
la fluorescence la ou la sonde fluorogénique cd@j2® est présente. Dans un
premier temps, ce retour de la fluorescence auttesa I'aide du Spectramax

et dans un second temps par microscopie pseudaad@fd fluorescence.
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3.1.2. Résultats obtenus

La Figure 152 montre les résultats bruts obtenus pes expériences.

10

Intensité de fluorescence * 106 (a.u.)

l SiHa + 126
1 B Normo 15 min
J M Normo1h
Il Hypo 15 min
. = Hypo1lh
! \
—ra e RIIE I\ [ W1 I ‘rl g
Ru Ru + Thio 319 Thio 319 + Thio

Figure 152: Histogramme montrant I'intensité de fluorescenesunée lorsque les

cellules SiHa sont incubées avec (de gauche jimjitie fluorogen&26 seul ou en

combinaison b) avec le RuCp*(COD)CI, c) avec le R((COD)CI et I'acide

orthothiosalicylique, d) avec le palladacy8IES, e) avec l'acide

orthothiosalicylique, f) avec le palladacy8&9 et I'acide thiosalicylique. Deux

temps d'incubation, 15 min et 1h ont été considértse en normoxie et en

hypoxie.

Afin de nous assurer de la bioactivation par camlyu palladium, les

expériences de contrdles négatifs ont été réalisées

Premiérement, les cellules SiHa ont été incubées & fluorophore
cagél26 seul. Comme attendu, aucune réapparition de #gerece n'a
été observée que ce soit en normoxie ou en hypoxie.

Deuxiémement, I'incubation des cellules SiHa en loiomison avec le
profluorophorel26 et le complexe de palladiugi9n’a pas donné lieu

a une réapparition de la fluorescence. Pour ungdécee efficace, il
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apparait donc nécessaire d’ajouter le nucléophijetir detallyle.
Enfin, I'incubation des cellules SiHa avec le puoflophorel26 et le
nucléophile seul, I'acide thiosalicylique n'a pamdé lieu a un signal
de fluorescence. Ces trois premiéres observatimmsen parfait accord
avec les résultats des travaux similaires antérietalisés par d'autres

auteurs>?’

Pour les expériences de contrdle positif, nous svatilisé le complexe de

ruthénium décrit par Eric Meggers en 2006 pour deageage de ce méme

profluorophore.

Les contrdles positifs ont donc été I'incubationmtofluorophorel26
avec le complexe de ruthéniu2i Cp*Ru(COD)CI repris a la Figure
153 utilisé par Meggers pour le décageage du pnafhhorel26 dans

les cellules HeL& Cette expérience n’a pas montré non plus le retour
de la fluorescence. Cependant, l'incubation du pitodagé 126 en
combinaison avec ce catalyseur de Ru et l'acidesd#iicyligue a

montré une forte augmentation du signal de fluaese .

X

Ru
I \Cl

Ru 21

g

Figure 153: Complexe de ruthéniuiil utilisé pour les expériences de contrble

positif du décageage du profluorophore 126 dansdisles SiHa.

L'expérience proprement dite a quant a elle codgstl'incubation des cellules

SiHa en présence du profluorophd26, du précatalyseur de palladiBi9 et

de l'acide o-thiosalicylique. Un retour de la fluorescence a été observé

seulement dans les cellules incubées dans la ckaimbypoxie. Comme nous

I'avons montré sur les études de fluorescence knicm également en accord

avec les résultats publiés par d’autres auteurss agons remarqué que I'ajout
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d'un nucléophile soufré, Il'acideo-thiosalicylique capteur deatallyle est

bénéfique pour un décageage efficZde’ Ceci confirme donc que la
fluorescence observée aprés 15 minutes d'incubatiowient seulement d'un
décageage organométallique catalysé par le paftad®) forméin situ par

bioréduction du précatalyseur de palladium@D9 De plus, ces premieres
observations ont permis de constater que ces ceapble palladium traversent
aisément la membrane cellulaire et s’internalisggumts le cytoplasme, pour

catalyser la réaction de déallylation.

3.1.3. Séléctivité normoxie-hypoxie

SiHa + 126 + 319 + Thio

1,5 -

B Normo 15 min

% Normo 1h

Il Hypo 15 min

% Hypo 1h

Intensité de fluorescencee * 106
(a.u.)
[EnY
1

o RN

Figure 154: Sélectivité hypoxie vs normoxie du profluoroph@@sincubé dans les
cellules SiHa en combinaison avec le palladac§tRet I'acide o-thiosalicylique

pendant 15 minutes et 1 heure.

Aprés avoir montré que cette déallylation étaitsiule par le biais de la catalyse
au palladium (0) réduin situ au départ du précatalyseur de palldium 3P,
notre second objectif a été de réaliser cette idkaélectivement dans les

cellules tumorales en hypoxie. Ainsi, nous avomsargué une sélectivité vis-a-
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vis de I'hypoxie de ce systéme organométalliquem@e nous pouvons le
remarquer sur la Figure 154, la sélectivité vissade hypoxie est d’environ 10
fois par rapport a la normoxie aprés 15 min (s8®3008/126983 = 10 fois).
Aprés 1 heure, elle est d’environ 14 fois (soit51868/110870 = 14 fois). Le
rapport d’intensité de la fluorescence hypoxie/roxim étant élevé, ceci nous
indique que le complexe de palladium 319 est réskligctivement en hypoxie.
Des photos de cellules SiHa sont présentées @lad-155 : 'accumulation du
fluorophore décagé est cytosolique comme cell@dlbddamine-110. La Figure
154 montre également que le catalyseur de ruthé@prRu(COD)CI utilisé
par Eric Meggers, qui nous a servi de contrble tposien qu'il induise un
retour de la fluorescence, est significativementinsmisélectif des conditions
hypoxiques ; les ratios de sélectivité s'élevert.96 aprés 15 minutes (soit
2487068/1265586) et de 2.4 aprés 1 heure (so#7®33/3802230).

Figure 155:Images capturées au microscope pseudoconfocaletaosllules SiHa,
aprées une heure d’incubation en hypoxie. A gauRhedamine-110, a droitk26 +

319+ acide o-thiosalicylique.
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3.1.4. Conclusion

Deux objectifs ont été atteints. La bioactivatian ptécatalyseur de palladium
319 et la bioactivation sélective du profluorophdt26 en hypoxie ont été
réalisées avec succes. Ces résultats sont lesguseanimontrer la bioactivation
sélective d’'un fluorophore cagé par le biais dedtalyse organométallique en
conditions hypoxiques dans des cellules cancéreusEsmme la
bioorthogonalité de ce groupement Alloc est déjance, I'incubation d’'une
drogue anticancéreuse cagée sous formg-darbamate—Alloc en combinaison
avec le précatalyseudl9 serviront de systeme biocompatible pour libérer

sélectivement la drogue dans les cellules cancésears hypoxie.

3.2. Décageage du prodrogue

3.2.1. Introduction

Pour montrer la potentialité de ce systéme orgatadliggie bioorthogonal dans
des applications ddrug delivery nous nous sommes intéressés au catalyseur
319 pour décager un systeme allylcarbamate au sedvicee chimiothérapie.
Méme si les thérapies ciblées anticancéreuses dech® génération ont été
initialement développées pour étre plus sélectigas les chimiothérapies
conventionnelles, ces médicaments restent sujetde anombreux effets
secondaires liés a des interactions (spécifiquesnon) avec des voies
signalétiques des tissus sains. L'activation sfgaéiitemporelle de ces thérapies
ciblées modifiées en prodrogues dans les tissuséoaux reste donc une
stratégie attractive pour limiter leur toxicité. rSbase des résultats obtenus
précédemment pour l'activation pallado-catalysgevitro du profluorophore
126 dérivé de la Rhodamine 110, [l'activation catalydiqd'un agent
anticancéreux dans les tumeurs en tirant avantadgi@ypoxie environnante est

envisageable au moyen du complexe de palla@iuén
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La drogue sélectionnée pour cette preuve de penefp le Sunitinib qui est un
inhibiteur des récepteurs a activité tyrosine kingRTK) du facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF). Le factiicroissance endothélial
vasculaire (VEGF) est surexprimé en réponse a kig par la plupart des
cellules cancéreuses de facon & stimuler 'angiesg® En se liant & son
récepteur (principalement le VEGFR2) a la surfaee ckllules endothéliales, le
VEGF stimule la prolifération et la migration desceellules qui s’organisent
pour former de nouveaux vaisseaux sangtit€® Le sunitinib (comme
d’'autres inhibiteurs de type oxindole) en bloquidattivité tyrosine kinase du
récepteur VEGFR2 bloque dés lors les effets angiqgés du VEGF.

Le VEGF n’est toutefois pas aussi spécifique degiagenése tumorale comme
initialement proposé. Le VEGF est nécessaire anitmstasie vasculaire dans
de nombreux tissus sains et il n’est donc pas émngue l'usage du sunitinib
soit associé a des toxicités cutanées séVereswiématotoxicitt®’ et

cardiotoxicité'®®

Des investigateurs ont dés lors développé desqgads des
oxindoles antiangiogéniques afin de réduire cesteffecondaires. De fagon
générale, la fonctionnalisation des oxindoles ®wr latome d'azote bloque
I'activité pharmacologique de ces compo¥8s®® 1l a été décrit par exemple
que les propriétés antiangiogéniques du Semaxanift Hloquées en
introduisant des groupements benzyle ou acyle’'stomte d’'azote de l'indole.
En conditions réductrices cellulaires, le groupenmmotecteur peut étre clivé
par fragmentation réductrice et les propriétés dm&kanib sont alors rétablies

(Figure 156)%°
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Figure 156:Bioactivation du Semaxanib cagé avec des groupenpeatecteurs

nitro.1&

Par une méthodologie similaire, le Sunitinib a é&éemment modifié en
introduisant sur I'atome d’azote de l'oxindole dg®upements protecteurs de
type squalenoyles exploités comme nanotransport&u@ette modification
inactive le Sunitinib et favorise la formation deicelles délivrées
préférentiellement dans les tumeurs (en raisonadglus grande perméabilité
vasculaire). L'internalisation de I'assemblage estivie d'un clivage
intracellulaire libérant le Sunitinib de son groopnt protecteur et restaurant

ainsi la capacité de la drogue a bloquer le VEGHR#ure 157).

NEt, 0 NEt
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—
N
F /N
o
N
H

Figure 157: Bioactivation du Sunitinib cagé avec des groupdmen

squalenoyled®
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3.2.2. Prodrogues anticancéreuses bioactivées par les
métaux de transition

Dans les paragraphes précédents, nous avons rdestexemples des réactions
chimigues catalysées par les métaux de transitaors des cellules vivantes.
Dans cette section, nous allons présenter les a@veients récents de la
littérature d’activation des prodrogues tumoralesr pe palladium et le
ruthénium directement sur le site de la tumeur. t@asux s'inscrivent toujours
dans le domaine de la chimie bio-orthogonale d&ddins la partie introductive.
Selon le méme principe de la bio-orthogonalité,ndevelles stratégies sont
actuellement en cours d'investigation par plusietggipes de recherche pour
permettre la conversion de prodrogues en droguesogjgues correspondantes
en utilisant des catalyseurs métalliques.

Contrairement aux autres prodrogues activées papriecessus intra cellulaire
enzymatiques, les prodrogues de cette classe sffisasnment stables avant de
rencontrer le catalyseur métallique. Par actiométal libéré, les prodrogues ne
sont activées et libérées exclusivement qu’a Fiaté du tissu cancéreux.

De fagon générale, la libération de la drogue threent sur le site de la tumeur
devrait maximiser la dose tout en diminuant lestsefEecondaires aux cellules
saines avoisinantes, ce qui serait tres utile peutraitement des tumeurs
inaccessibles a la chirurgie. Sur le plan thérageet cette approche des
prodrogues impliquant un processus de catalyselligétadoit répondre a un
certain nombre de facteurs pour étre effectiveblffjuer I'activité cytotoxique
de la drogue, (i) minimiser toute susceptibilité civage enzymatique, et (iii)
n'étre clivable que par la catalyse métallique dieax physiologiques®’
Quelques exemples des prodrogues anticancéreysesieit a ces criteres ont
déja été décrits dans la littérature. Ces résudtais toujours de nature purement
académique. Aucune de ces études n’a encore daong tles développements
cliniques. Le premier exemple dans ce nouveau dwmmale la chimie

médicinale a été décrit par Bradley, Unciti-Brocegtileurs collaborateut&®

206



Partie 1l : Application des palladacycles en cggaln cellulo

Dans leurs travauy, ils ont préparé la prodrogfledyo-1-propargyluracilé91

(Pro-5FU) dérivée du 5-fluorouracilé90 (5FU) en protégeant son atome
d’'azote par le groupement propargyle. Ensuite pcegriétés thérapeutiques ont
été rétabliesn situ parN-déalkylation du groupement protecteur par la cataly

au palladium encapsulé dans les microsphéres gstpaine (Figure 158).

NH,
NH,
NH (0)_ F
| PdO-NP . iH
N (@]
Cellules cancéreuses N® "0
H
X
591 (N-Pro-5FU) 590 (5FU)

Figure 158: Décageagén cellulo de laN-Propargyl5-FluoroUracit®®

Par clivage rapide du groupement protecteur daspdice extracellulaire suivi
de linternalisation subséquente de la 5-fluoroileacune diminution de la
survie cellulaire a été observée pour différentgsées cellulaires pendant 5
jours. Cependant, comme le 5FU est un nucléobase cytptexdvec un facteur
de prolifération relativement faible, les dosesuisgs du composé pour obtenir
une réponse thérapeutique suffisante pourraierdriieun facteur limitant pour
des applications clinique&®'%°

Par une méthodologie trés légérement modifiée,nmevelle prodrogue a été
congue en utlisant le méme groupement protect&urpropargyle, pour
désactiver les propriétés de la 5-Floxuridi®®, drogue anticancéreuse utilisée
pour traiter les tumeurs solides (Figure 189)La prodrogueN-Propargyl-5-
Floxuridine593 inactive, a été alors activée par catalyse alagiam dans les
cellules colorectales (HCT116) et pancréatiquesP®B8) avec un rapport 560
fois supérieur & la prodrogue seule. L’incubatiam aktte prodrogue et le
catalyseur dans les cellules cancéreuses en hymoxmontré une méme
cytotoxicité avec la méme combinaison en normofieci a montré que le

niveau d’oxygéne est sans influence sur cette ttivation pallado-catalysée.
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Figure 159: Décageagén cellulode la Pro-FUdR®’

A la suite de ces problémes, d’autres prodroguegténdéveloppées suivant le
méme principe que précédemment. Ainsi Unciti-Bracgtdécrit la prodrogue
de la N-propargyloxycarbonyl N-Poc) gemcitabine602) qui peut surmonter
cette difficulté en affichant une génération rapiteefficace de la drogue
anticancéreuse avec dessJC< 100 nM sur certaines lignées cellulaires
tumorales (Figure 160§° L’avantage de cette prodrogug0p) est qu'elle peut
étre bioactivée a des niveaux satisfaisants posirékeidesin cellulo. La

cytotoxicité de la prodrogue est environ 25 foisimaopar rapport a celle du

gemcitabines01
hiy
NH,
O NH
/\ ﬁN
N
N 0)
ﬁ\/g PdO-NP _ N/go
N™ ™0 - HO
HO Cellules cancéreuses OF
(ONY
OH F
OH F o
602 (N-Poc gemcitabine) 601 (gemcitabine)

Figure 160: Décageagé cellulo de la prodrogudl-Poc-gemcitabind®

Bien qu'elle soit efficace, cette stratégie souffde problemes de

bioorthogonalité pour les applicatioims vivo. En effet, laN-Poc Rhodamine a
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montré une faible stabilité biochimique dans leestins du poisson-z&bt®.
Ainsi, ces problemes constituent des limitationavgs d’expansion de cette
stratégie pour les applications cliniques, surtorgque la voie d’administration

choisie est orale.

|
Ru
o \
_ N\ N L
Ru | <
NN O
H "Ru" O
OMe O OH O, O
¢ g 607

Dans les cellules HeLa
OH 37°C, 24h

0]
606 (N-Alloc doxorubicine)

OH

605 (doxorubicine)

2
Figure 161: Décageage de M-Alloc doxorubicine dans les cellules
cancéreuses Hel4.

Un autre exemple a été décrit tres récemment, paativation de la
doxorubicine cagée a I'Allo€. L'affinité de la doxorubicine a 'ADN a été
diminuée en mimant sa charge positive de I'amimmgire avec un groupement
protecteur allyl carbamate. Comme attendu, la |gue N-
(allyloxycarbonyl)doxorubicine06) n'a pas montré de toxicité, alors que la
drogue libre doxorubicine605 a induit l'apoptose pendant les heures
d’'incubation. Comme le catalyseur de ruthéniumaepriodrogue ne montrent
pas de toxicité, le changement dramatique de kilitéacellulaire observée est
d0 au décageage de la prodrogue dans le cytopkdssneellules Hela utilisées

dans ces travaux (Figure 161).
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Ces résultats montrent qu'il reste toujours duailadans ce domaine en pleine
expansion pour concevoir des prodrogues anticamegsemoins toxiques et

activables a I'endroit précis de la tumeur.

3.2.3. Synthese de la prodrogue

NEt,

Cl)J\O/\/

C52CO37 DMF
0°C-T.A., 16h

N
H

460 (sunitinib) o} /\/NEtz

j8
o O
< 461 (N-alloc sunitinib)

Figure 162: Protection du Sunitinib sous forme Nealloc Sunitinib.

Le Sunitinib cagé46l a I'Alloc a été synthétisé au départ du Sunitinib
commercial460. Celui-ci est traité avec 1.5 équivalents d’atiflloroformate
dans du diméthylformamide basifié par dbu@3; a température ambiante. Le
N-Alloc Sunitinib cagé461 a été isolé sous forme d'un solide orange avec un

rendement de 45% apres 16 heures (Figure 162).
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3.2.4. Analyse structurale de la prodrogue
L'analyse structurale du produi6l a retenu notre attention. La réaction réalisée

pour la protection du sunitinib par I'alloc peuteétellement conduire a @
allylation sur I'oxygene de l'indolinone. Dans cerdier cas, le produit de type
carbonate formé serait moins intéressant car aesede sont connus pour étre
instables et ils s’hydrolysent facilement en mill#alogique Dans notre cas, la
perte du groupement protecteur alloc serait ramidequi conduirait a la
libération du sunitinib460 de départ sans que la réaction organométallique
palladocatalysée ait lieu. Afin de vérifier quepl®duit isolé et caractérisé est le
461 nous avons eu recours a des expériences RMN adifeexisions grace aux
effets NOE WNuclear OverhauserEffect) par une expérience NOESY a 2
dimensions. Cet effet se traduit par un transferf’a@mantation d’un spin H
vers un spin K sous l'effet de leur interaction dipolaire maggéé qui se
transmet de nucléide a l'autre au travers de lesp&et effet permet donc
d’identifier des protons proches I'un de l'autrengd’espace, pour une distance
inférieure a 5A.

Dans ces expériences, une corrélation NOE a éténales entre le proton
aromatique et le proton allyligue, comme montré lsuFigure 163; ce qui
prouve une interaction au travers l'espace. Unefédt serait absent si le

groupement protecteur alloc était sur I'atome digxye de I'indolinone.

23

o

N
/=0
( 461

Figure 163: Effet NOE observé dans la prodrogifl

F /
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3.2.5. Résultats obtenu$

La réaction souhaitée dans les cellules endotbslialkprimant la cible du
Sunitinib, a savoir le VEGFR2, est représentée &itpre 164. L'activité
inhibitrice du RTK est bloquée par [lintroduction ud groupement
allyloxycarbonyl (Alloc) sur I'atome d'azote de riole. Par bioactivation
pallado-catalysée, le clivage de I'Alloc rend lenginib 460 potentiellement
actif.

(o) /\/NEt2

NEt,

Cl 460 (Sunitinib)

461(N-Alloc Sunitinib)

Figure 164:Réaction de décageaipecellulo duN-Alloc Sunitinib.

3.2.5.1. Tests d'inhibition du récepteur VEGFR2 par

la prodrogue

Ces expériences ont été réalisées sur des cetinteghéliales qui expriment le
récepteur au VEGF (VEGFR2), cible du Sunitinib. Béypes de tests ont été
considérés. Tous deux visaient a évaluer l'intobitde la phosphorylation du
récepteur VEGFR2, soit par Western blotting a Badiun anticorps dirigé
contre la forme phosphorylée de la protéine, saityn test Bioplex exploitant
des billes couvertes de l'anticorps anti-phospho¥R& et un systéeme

sandwich de détection a l'aide d’'un second antEarpuplé a un rapporteur

* Manipulations réalisées par Laurenne PETIT

212



Partie 1l : Application des palladacycles en cggaln cellulo

fluorescent, dont le principe est illustré a laukg 165. Des extraits cellulaires

obtenus aprées exposition des cellules endothél@lgdifférents composés ont

) o*
Q

été comparés dans ces deux essais.

PhosphoVEGFR2

Lysat cellulaire ‘ . P ~ &
anticorps de capture anticorps b phycoerithrine

anti phosphoVEGER2 NS\ ﬁ' O bmg']é O m’eptmzdme
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Figure 165: Principe d'analyse par la méthode Bioplex.

Une premiere expérience de Western blot visantluérles effets du Sunitinib
460 a été réalisée (Figure 166). Cette expérience ilsséutdes cellules
endothéliales humaines d'origines différentes HAE@ HUVEC
(respectivement dérivées de I'aorte et de la veinbilicale). Dans les deux cas,
la phosphorylation du VEGFR2 est détectée en répans/EGF et le Sunitinib
460 bloque cette phosphorylation en accord avec sopanigme d'action

d’inhibiteur de I'activité tyrosine kinase du réoegpr.
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Figure 166: Western blot représentatif montrant la détectiofaderme
phosphorylée du récepteur VEGFR2 lorsque les esllHUVEC et HAEC sont
incubées 10 min en présence de VEGF (10 ng/mL)effets d’'une pré-incubation

de 30 min avec 0.1 pM SunitindB0inhibe cette phosphorylation.

Dans une seconde expérience de Western blot, flets dfi produitd61 ont été
évalués (Figure 167). Pour rappel, le sunitinibghl I'autophosphorylation du
récepteur VEGFR2 induite par le VEGF. La bioactvatdu produit461 par
décageage de M-Sunitinib Alloc devrait également révéler une intiiim au

moins partielle de la phosphorylation du récepteur.
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phospho- >
VEGFR2

HUVEC

Figure 167:Western blot représentatif montrant la détectiofaderme
phosphorylée du récepteur VEGFR?2 lorsque les esllHIUVEC sont incubées 10
min en présence de VEGF (10 ng/mL) aprés une mugbimtion de 30 min avec 0.1

UM Sunitinib460, 0.1 uM produit6lseul, 20 uM palladacyc&l9seul ou la
combinaison produi61 et palladacycl&19

* Le contrdle positif avec le Sunitinid60 a révélé une inhibition
compléte de la phosphorylation du récepteur VEGE®&2me obtenu
précédemment.

» Deux expériences de contrle négatif ont été ésdisincuber les
cellules cancéreuses avec le prodéit seul et le palladacyc&l9seul.
Aucun effet significatif sur la phosphorylation décepteur VEGFR2
n'a été observé dans ces conditions.

¢ La combinaison du produi46l et du palladacycl&19 a par contre
abouti a une inhibition partielle de la phosphdigla du récepteur
VEGFR2, en accord avec la bioactivation du prod6i et la libération

du sunitinib.
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Les expériences de Bioplex ont confirmé ces résufféigure 168). Les mémes
contréles positifs et négatifs ont été utiliséndveau, seule la combinaison du
produit 461 et du palladacycl&19 a permis d’inhiber la phosphorylation du
VEGFR2 de fagon similaire au Sunitidb0.

150~ Hl CTL
T VEGF
T VEGF + CF460
1004
VEGF + CF461

B VEGF+ CF319
VEGF + CF461 + CF319

phospho-VEGFR2 (%)
3
[

AN e .
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Figure 168:Immunodétection en sandwich (Bioplex - s V50023M) montrant
la détection de la forme phosphorylée du récept&@GFR2 (Tyr 1175) lorsque les
cellules HUVEC sont incubées 10 min en absence J@llen présence de VEGF
(10 ng/mL). Les effets d'une pré-incubation den@@ avec 0.1 pM Sunitinid60,
0.1 uM produid6lseul, 20 uM palladacyc®l9seul ou la combinaison produit
461 et palladacycl&19 sont présentés.

3.2.5.2. Evaluation des effets anti-prolifératifs de la

prodrogue

Pour valider définitivement un effet fonctionnel Kahibition de I'activité du
récepteur VEGFR2, l'effet du produ#6l sur la prolifération des cellules
endothéliales a été évalué. En parfait adéquatien ks effets inhibiteurs de la
phosphorylation du VEGFR2, le Sunitinib 460 bloqaemplétement la

prolifération cellulaire induite par le VEGF et foduit 461 exerce un effet
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significatif (bien que moins prononcé) lorsqu'it eembiné au palladacycBl9
(Figure 169).

200~
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Figure 169: Histogramme de la densité cellulaire correspondates cellules
HUVEC incubées 24 heures en absence (CTL) ou esepcé de VEGF (10 ng/mL)
seul ou en combinaison avec 0.1 pM Sunitéie, 0.1 uM produit6lseul, 20
UM palladacycle819 seul ou la combinaison proddi®l et palladacycl&19

La méthodologie développée pour I'activation ducptalyseur de palladium
319 qui catalyse ensuite l'activation de la prodrogifl est innovante et
efficace. Les résultats des tests immunologiquésnols dans cette partie sont
trés intéressants. A notre connaissance, il n'gadjautre exemple d’activation
d'une drogue cytotoxique au moyen de la catalystaliigtie dans les cellules
cancéreuses sélectivement en hypoxie reporté dadlitttature. Méme si cette
application est juste notre premier exemple etdoac pas été développée, elle
est cependant prometteuse et pourrait donner defiais intéressants dans le
futur. En effet, la méthodologie développée peut @ppliquée a l'activation
d’autres prodrogues actives sur des lignées cielsl@aancéreuses avec des taux
élevés de NADH. De plus, cibler d’autres patholegi@maines présentant des

rapports NADH/NAD élevés peut étre également envisageé.
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4. Conclusion

Au cours de cette troisieme partie, nous avonssegaine réaction de catalyse
organomeétallique d’'un substrat cagé par le palladid) générén situ au départ
du complexe de palladium (1819 réduit par le NADH cellulaire. La réaction
testée est la déallylation de Tsuji-Trost. La mdtlogie a été d'abord
développéein vitro en utilisant I'aminocoumarin10 comme fluorophore
modele. Les études cinétiques ont mis en évidemdfuénce importante de
'oxygéne pour ces réactions. Pour la réactionigéeal en l'absence de
I'oxygéne, un rendement de 95% a été obtenu aprésudes en utilisant le
glutathion comme nucléophile capteur deallyle. Cependant, un faible
rendement d’environ 5% est obtenu pour la réactatisée sous oxygene. Ces
observations nous ont permis d'orienter les trauatécieurs pour des réactions
de décageagde cellulod’'une drogue anticancéreuse.

Pour des questions de facilité, nous avons d'aliesté ce systéme par le
décageage de ld-Rhodamine 110 -Alloc dans les cellules tumoraiéaSUne
sélectivité d’activation hypoxique d'environ 149a& été obtenue avec succes.
Enfin, pour la validation ultime, nous avons cagé drogue antiangiogénique,
le sunitinib et avons validé une stratégie chimigiecompatible pour décager
le Sunitinib-Alloc dans des cellules endothélialégs effets fonctionnels
attendus ont été observés, a savoir l'inhibition ldephosphorylation du
récepteur VEGFR2 cible du sunitinib et I'inhibiticle la prolifération cellulaire

endothéliale caractéristique des effets anti-arégiagies.
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Partie IV : Prodrogues bioréductibleia la réaction de Tsuji-Trost

1. Introduction et objectifs

Nous avons acquis une expérience dans le domaind'adivation de
prodrogues par des complexes de palladium (Il) edotde potentiels redox
accessibles en milieu cellulaire. Dans I'optiquesdaplifier le systéme, nous
allons coupler de facon judicieuse le rapporteési@ghé dans ce projet comme
le fluorophore ou la drogue) a des dérivés de cexagsl de palladium (ll) en un
seul systeme. Le systeme simplifié serait donc falcide & étudier et & controler

pour des applications potentieliescellulo (Figure 170).

Pas d'activité,

Complexe inactif Bioréduction puis
clivage du protecteur
Rapporteur—P— 7\ =2 Rapporteur—P— L,M** Rapporteur

Rapporteur = fluorophore
ou drogue protégée

complex inactif
Pl LM

fluorescence ou
activité biologique

KRRRARKARKRRKKKERKERKKRKKKRARRKRKKR
T MY NN NN R N R NN VN NN Y

Figure 170: Schéma simplifié de libération du rapporteur.

Sur base de ce raisonnement, nous avons opté pocwniception novatrice
d'une prodrogue capable de libérer le rapporteuellulo suivant la réaction
d’allylation de typeTsuji-Trost Dans cette prodrogud, le rapporteur est
attaché au centre métallique palladium (1) padioker allylique avec un bras
espaceur de taille variable. Une fois le palladidiih réduit in cellulo en
palladium (0) (intermédiaireB) celui-ci sera coordonné a la double liaison
allylique pour conduire a lintermédiaireC). Ce dernier se dissociera
spontanément pour former un compleakallyle palladium et le fragmenD].

Ce dernier subira enfin une décarboxylation pobegérkr le rapporteurE)
(Figure 171).
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Figure 171:Mécanisme d’activation de la prodrogue.

Afin de simplifier la méthodologie, nous avons #@#i¢ d’abord avec un

fluorophore facile a suivre par spectroscopie deréiscence. Une fois le
systeme catalytique optimisé, le fluorophore sesmplacé par des agents
antitumoraux classiques. Pour ce nouveau systéoms, avons la possibilité de
réaliser des modifications autour du centre métadlj ce qui offre I'avantage
d'avoir accés a de nombreux complexes de palladiljmstables a l'air et

faciles a isoler. En outre, ces modifications offréavantage de moduler les
propriétés redox du complexe et ses propriétésplijpes pour le passage

membranaire.
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Aprés leur synthése, ces complexes seront soulaiséguctionin vitro sur des
cellules tumorales incubées en normoxie. Ceci mmarsnettra de trouver le
meilleur systéme catalytique capable de libéreafporteurvia I'allylation de
Tsuji-Trost Si cette bioréduction s’avére efficace, le flygitore sera remplacé
par une drogue antitumorale afin d’en faire desdmrgues au palladium
bioréductibles. Notre objectif majeur n’est pas idans un premier temps,
d’'obtenir une sélectivité hypoxies normoxie, mais plutdt de viser I'efficacité
du systeme de libération du rapporteur (fluoroprmredrogueln cellulo. Une
fois le systéme mis au point, il sera égalemensiptes de faire varier les
paramétres stéréoélectroniques du ligand, pouertedibbtenir la sélectivité
pour I'hypoxie recherchée. Les résultats obtenus ¢k premiére partie de cette
these ainsi que les mécanismes de bioréductiorciassseront déterminants
pour obtenir cette sélectivité et seront appligaiési & ce modeéle plus élaboré
dans lequel la molécule porte a la fois le compketé et la molécule d'intérét.
A notre connaissance, il n’y a pas d’exemples digpe de systéme décrits dans
la littérature.

2. Stratégie de synthese

L
LT,
0 L’)Pfi _Fluo
L 2
_Fl
H;\I W O)]\ ol —
(/s -1
1-Pd HN SN0

Figure 172: Stratégie de synthése de la prodrogue.

Comme nous l'avons dit précédemment, le systemeamnipoint se compose
d'un rapporteur, d'un espaceur clivable et du eemtétallique qui subira la
bioréduction (Figure 172). Clairement, la prodroguéévelopper peut provenir

d’'un alcool allylique, d’un rapporteur comme unditaphore ou une drogue et
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d'un précatalyseur de palladium (ll) connectés eergux par des liaisons
carbamates, suffisamment stables en milieux biglogg. Ces fonctions seront

introduites par des acylations classiques.

2.1. Tallle de I'espaceur

Le principe est d’'attacher le complexe de palladawnrapporteur en les reliant
par un bras espaceur capable de permettre facitdi@iemination de la drogue

par l'attaque intramoléculaire du palladium (0) derfragment allyle de la

prodrogue. Dans cette nouvelle prodrogue, dewoiclyliques de longueur
de chaine différente seront utilisés pour reliecdatre métallique du complexe
de palladium au rapporteur. Les modeles molécdldimdiquent que les deux
longueurs de chaines avec les atomes de carboreat 3 seraient les meilleurs
pour pouvoir permettre la complexation du palladi@nsur la double liaison de
I'espaceur, et ainsi permettre la formation detdimédiairert-allyle permettant

I'élimination du rapporteur.

2.2. Choix du fluorophore

Les fluorophores choisis pour ce projet sont desrawines, composeés faciles a
synthétiser mais également faciles a coupler ssrnmdéles développés.
Comme nous l'avons remarqué également dans le grgmndjet, 'avantage
principal de ces fluorophores est leur absenceludgelscence lorsqu’ils sont
protégés. Ainsi, les prodrogues de ce projet nens@as fluorescentes, facilitant
ainsi les analyses qualitatives et quantitativeditdigation du fluorophore lors
des tests biologiques. La méthyl amino coumait@a été sélectionnée comme

premier modele et son utilisation a été dévelomades nos travaux.
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2.3. Choix des ligands

Le choix des ligands a été dicté par le mécanisiagtidation des prodrogues
lui-méme. Pour ces prodrogues, le palladium (IPaseeduitin situ par les
réductases cellulaires pour former le palladium. (Gglui-ci est instable
thermodynamiquement et nécessite des ligands fatilisants, capables
d’empécher sa décomposition ou son agglomératiantale se coordonner sur
la double liaison allylique. Ainsi, les prodrogudéveloppées dans ce projet
nécessitent I'emploi des ligands multifonctionnefgmilabiles, capables de
stabiliser les espéces catalytiques de Pd(0) €tdigl) dans des conditions
réactionnelles? Il est possible d'y arriver en utilisant des liganorganiques
bidentés qui contiennent des hétéroatomes avegpaire libre. Cependant, ces
ligands doivent avoir une certaine flexibilité inséque, également importante
pour faciliter la coordination du palladium (0) dardouble liaison allylique.
Ainsi, un cycle métallique a 6 chainons sera formé.

Dans un premier temps, nous avons ciblé des ligandganiques
iminophosphines (P, N) contenant deux atomes desnendiphenylphosphino
et une imine. Ces ligands ont été choisis dargdatif d'accroitre la capacité
Traccepteuse de ce systeme. Ce pour@ccepteur est une condition requise
pour stabiliser des complexes de palladium zérowmleCependant, d'autres
hétéro-ligands mixtes peuvent étre utilisés comme lkibands (N, S), voire

méme des ligands carbonés.
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3. Synthese des prodrogues

3.1. Synthése des alcools allyliques
Les deux alcools allylique$73 et 477 ont été obtenus par réduction des esters
correspondants472 et 475 Ces esters sont obtenus en reproduisant des

protocoles développés dans la littérattifé®*Ces deux méthodologies différent

légerement.
CH,Cl,
H,N">"S0H + Boc,0 VRS BocHN™ >""OH
e 470, 83%
(COCl),, DMSO, Et;N
CH,Cl,, -78°C, 2h
(Et0),PO-CH,CO,Et
CO,Et
BocHN " >0 o Boctn ™~ CHO
472, 77%
’ THF, -78°C, 2h 471,97%

Figure 173:Synthése de I'este472%

La synthese de l'estet72 est réalisée en trois étapes (Figure 173). D’abord
I'amino-3-propanol est protégé par le BOcdans le dichlorométhane durant 16
h. Le brut470 est obtenu sous forme d’un liquide incolore afa&age a I'eau.

Il est utilisé comme tel sans aucune autre putiica Une oxydation de Swern
est ensuite réalisée, conduisant a I'aldéhyde sporedant471 Une réaction
d’Emmouns Wadsworth Horner fournit enfin I'estersidé 471 sous forme

d’une huile incolore.
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Boc,O
0 0
DMAP
E——
NH  CH;CN, T. A, 3h NBoc
473, 90%
DIBAL-H

THF, -78°C, 1h30

OH

P PhyP=CHCO,Et
BocHN /\/\/\CO2Et - NBoc

475, 88% Tol, 110°C, 16h
474, 73%

Figure 174:Synthése de I'estef75'%

La synthése de I'estdi76 débute par la protection de la pyrrolidinone alyemo

du BogO en présence d’'une quantité catalytique de DMARS dacétonitrile.

Le produit protégél73 est obtenu aprés 3 h avec un rendement de 90% et es
utilisé comme tel dans les étapes suivantes. Uthectién est ensuite réalisée
par le DIBAL-H (1,2 équiv.) dans le THF a -78°C dant 1h30. L'aminafl74

est obtenu sous forme d'une huile incolore avegantdement de 73% apres
purification sur colonne. Une réaction de Wittig esalisée, donnant ainsi accés

a l'ester476 avec un rendement de 88% apres purification (Eigwd).

DIBAL-H
BocHNEh > copt —— | poennhe~OH
CH,Cl,, -78°C, 2h

n=2, 476, 79%
n=3, 477, 82%

Figure 175: Synthése des alcools allyliqués6 et477.

Les esters ont été réduits en alcools allyliquasespondantg76 et 477 avec
un excés du DIBAL-H (2,5 équivalents) dans le dicbinéthane a -78°C
pendant deux heures. lls ont été isolés sous falinegiles avec des bons
rendements aprés purification par chromatograpash fsur gel de silice (Figure
175).
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3.2. Activation des alcools allyliques

3.2.1. Activation via l'isocynanate
Dans un premier temps, nous avons voulu couplerciment les alcools

allyliques enone potpar activation de I'aminocoumarirl0 en passant par
l'isocyanate correspondant (Figure 176). Celui-ginfé in situ en traitant
I'amino coumarine810dans le dichlorométhane avec le triphosgéne erpcés
d’EtsN. Apres 1 heure d’'agitation a 0°C, l'alcool eshud¢ et la réaction est
agitée pendant 16 heures a T.A. Malheureusemengrliamate désiré n'a pas
été obtenu dans ces conditions.

1) Triphosgene, Et;N

H,N O
- CH,Cl,, 0°C, 1h 0
2 > BocHNW\/ \”NHFIUO
=
2) Alcool allylique 482 o
310 0°C, 16h

Figure 176: Synthése du carbamatia I'isocyanate.
Pour coupler 'aminocoumarind10 aux alcools allylique176 et 477 nous
avons eu recours a d'autres méthodes d'activatiassiques. Nous avons
d’'abord employé le 4-nitrophenylchloroformate, cquisséde le groupe 4-
nitrophénol, excellent groupe partant pour une ti@acde substitution

nucléophile dans la prochaine étape.

3.2.2. Acylation par du p-nitrophényl

chloroformiate
Les alcools allyliquesA73 et 477 ont été acylés avec 1 équivalent ple

nitrophényl chloroformate dans le dichlorométhang@eesence de pyridine pour
donner les carbonates corresponda@®8 et 481 Ces carbonates activés sont
isolés sous forme des solides blancs avec desrbndsements aprés purification

sur colonne (Figure 177).
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L
CI)J\O

-~ _0__0
_~_ _OH =B°°HNW\/\”/\©
NO

BocHN'(/\)}/\/ 0)
b= 476 CH,Cl, Pyr, T. A., 16h 22 480, 75% )
n=3,477 n=3,481, 81%

Figure 177: Acylation des alcools allyliques par genitrophényl chloroformate.

3.2.3. Acylation par du triphosgéne
Une autre alternative était d'activer égalementdiE®ols sous la forme des

chloroformiatesA78 et 479 correspondants. Ainsi, ces alcools ont été aammés
utilisant le triphosgéne (1 équiv.) en présencéadgyridine (1.5 équiv.) dans le
toluene (Figure 178). Aprés 1 h 30 min d’'agita#o@°C, la réaction a été filtrée
et les solvants ont été évaporés. Le brut a él€ seas forme d’huile incolore et

utilisé comme tel sans aucune autre purification.

Triphosgéne
- P (@) Cl
OH __Pyridine N N
BocHN ThA >~ Tol 0°C. 1 BocHN " hig
n=2,476 il n=2,478 O
’ n=3, 479

n=3,477
Figure 178:Acylation des alcools allyliques par du triphosgéene

3.3. Tentatives de couplage

Les premiéres tentatives de couplage des alcodidiqaks activés au
fluorophore ont commencé par les alcools acylés par 4-
nitrophenylchloroformate et ensuite le triphosgé@es derniers sont alors
traités par 1 équiv. du méthyl amino-coumarBi0 en présence de la base
pendant 24 heures pour fournir les carbamatesédé@tigure 179). Différents
essais ont été réalisés mais malheureusement rlesntates482 sont obtenus

avec de tres faibles rendements (Tableau 2).
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H,N 0._0
%

= O X - o)
BocHNM \n/ _Pm»BocHN/W\/ \”NHFluo

n
Solvant, 24h
x=cl,480 © >N n=2,48 ©

X =O@NOZ, 481

Figure 179: Couplage des alcools allyliques activés a I'aminwmgarine.

Entrée Substrat Solvant T Rdt (isolé)
1 481 DMF 0°C Traces
2 480 CHCI, 0°C Traces
3 480 CHClI, TA 15%
4 481 CHClI, 40°C 20%
5 480 THF 50°C Dégradation

Tableau 2: Synthése des carbamates, précurseurs des prodrogues
Pour toutes les tentatives envisagées, les rendsreent tres médiocres. Ces
faibles réactivités ont été simplement attribuéegaible caractére nucléophile

de la méthyl aminocoumarirgd 0, une amine aromatique.

3.3.1. Optimisation sur 'alcool allylique modéle

Au vu de ces difficultés inattendues pour former darbamates, ce couplage a
été optimisé sur un alcool allylique modele : l@t cinnamiqgue. Comme
expliqué précédemment, les différents essais s&salpour le coupler avec
'amino coumarine sous forme de carbamatia le chloroformiate ou
l'isocyanate ont donné de faibles rendements. Nawmns alors opté pour
transformer l'alcool en un carbonate doté d'un lpoupe partant: lg-
nitrophenol (Figure 180). Ce carbondt&ba été obtenu selon la procédure de la
littérature"® Il a été ensuite testé pour la formation du lierbamate. En raison
des problemes de solubilité de I'amino coumaringa déencontrés, les

prochaines manipulations ont été réalisées dasslvant polaire, le DMF.
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c.4 @
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Figure 180: Couplage de I'aminocoumarine a I'alcool allyliqueagéle activé.

Entrée Agent de Temps Rdt Observation
couplage

1 Aucun 16 h 0 Produits de départ récupérés

2 DMAP (cat.) 3jours Traces  Produits de dépatipécss

3 HOBt/Pyridine 3 jours Traces  Produits de dépantipérés

4 HOBUt/EgN 3 jours 0 Produits de départ récupérés +
dégradation du carbonate

5 DMAP/EGN 4 jours 0 Produits de départ récupérés +
dégradation du carbonate

6 E&N 4 jours 0 Produits de départ récupérés +
dégradation du carbonate

7 DMAP/60°C 2 jours 0 Décomposition du carbonate

Tableau 3: Synthése du carbamati le carbonate.
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3.3.2. Conclusion
Malgré plusieurs tentatives réalisées, nous avardges difficultés de coupler la

méthyl aminocoumaringl10 aux alcools allyliqued76et477. D'autre part, des
problemes de caractérisation de ce fluorophioreellulo ont été également
observés dans un autre travail en cours dans laditogatoire (non discuté ici).
Dans ce travalil, il a été impossible de déteci@rainent la fluorescence de ce
fluorophore pour les tests réalisés sur des cslMIBA-MB231 (cancer du sein
métastatique). Le probleme de ce fluorophore e& goe longueur d’'onde
d’absorption de 350 nm, il émet entre 450 et 490 cipst-a-dire dans le bleu,

tout comme le DAPI utilisé pour marquer les noyaeahtulaires.

4. Stratégie utilisant un linker auto-immolant

Suite & ces problémes de synthése et de caratitérida fluorophoren cellulo,
une nouvelle stratégie a été entreprise. Tout dthbocomme
fluorophore, 'ombelliférone a été choisie car eflmet dans le vert ce qui
permettra sa détection lors des téstsellulo par les microscopes confocaux a
fluorescence disponibles au laboratoire. Comme b@litiérone ne posséde pas
de fonction amine, son couplage direct aux alcadlgliques 476 et 477
conduirait alors a des produits de couplage de tygbonate, connus étre
instables dans le milieu biologique parce qu’ileyslrolysent facilement. En
deuxieme lieu, nous pensons que les problemesagéviéd rencontrés lors des
essais de greffage peuvent étre dus a la faibttiviéd de I'amine aromatique
de la coumarine. Ainsi, un dérivé de l'ombelliféeoportant un espaceur
comportant une chaine aliphatique terminée parfonetion amine secondaire
libre, plus nucléophile sera utilisé (Figure 182pur ce faire, un espaceur de
type N, N'-diméthyléthylénediamine, couramment utilisé dansynthése des

prodrogues anticancéreuses, a été chtisi>19197198

nous permettra
également d’attacher 'ombelliférone aux alcoolyliglues en créant un lien

carbamate, plus stable en milieu biologique.
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4.1. Nouvelle structure des prodrogues
La Figure 181 représente la nouvelle structure aleds développés et leurs

mécanismes d’activation pour libérer le rapporiawellulo.
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HN/\M/\/\OJ\N/\/ T
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Figure 181:Mécanisme d’activation des nouvelles prodroguesidgpées.
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Aprés bioréduction du centre métallique et sa doatibn sur la double liaison
allylique, la dissociation conduira asallyle palladium, et au fragmed87. Ce
dernier subira une fragmentation en commencantapdécarboxylation rapide
qui élimine le CQ Elle sera suivie dune réaction de cyclisation
intramoléculaire spontanée de l'intermédiaire amipeur former le dérivé

N,N’-diméthylurée et le rapporteur (fluorophore ou dejgu

4.2. Synthése du rapporteur connecté au linker

H Boc,0 Tll
/N\/\N/ > Bocm N7
H CH2C12, TA. 16h H
490, 62%
Triphosgene/EtsN
Tol,T.A., 16h
P L~
- _N
BOC/N\/\TT]J\ Pyr. T.A.24h  Boc \/\TTI cl
492, 93% 491, 66%

TFA/CH,Cly:1/1

T.A. 3h
A

“® \/\N

TFA? | 493, quant.

Figure 182:Synthése du rapporteur attaché au linker.

Le nouveau départ consiste a synthétiser le fllwmp connecté au linke,
N'-diméthyléthylénediamine. Il a été obtenu en tradtapes selon une
méthodologie modifiée de la littératuf.La synthése démarre par la mono-

protection de laN, N'-diméthyléthylénediamine par addition lente d'ugdé
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défaut de Bog a 0°C dans le dichlorométhane. Apres 16h d'agita T. A. le
produit mono-protégéd90 est obtenu avec un rendement de 62% apres
extraction et lavage aqueux. Le proddf0 est ensuite acylé au moyen du
triphosgéne dans le toluene pour conduire au predaiespondamt91 avec un
rendement de 66%. Ce dernier est directement coangé I'ombelliférone
commerciale dans la pyridine. Apres une nuit d&gn a T. A., le produid92

est obtenu sous forme d'une résine incolore aveceadement de 93%. La
déprotection du boc est réalisée en milieu d'admetel que le TFA. Le sel
d’ammonium493 obtenu est utilisé dans I'étape suivante commesae$ autre

purification. La séquence de ces réactions eséseptée a |gigure 182

4.3. Couplage du linker-rapporteur aux alcools ally  liques

activés
e)
TRAC H,® j)\
/N\/\-N
o_ _O |
BocHN A he > Y \©\ P
_ o}
n=2,480
n= 3, 481 NOZ CHzclz, Pyr ou Et3N
0°C-T. A., 16h

0]

|

O N
BOCHN/H,,\/\/ \n/ \/\TJ\
n=2,495, 58%

0
BocHN“}/\/ \[(

o
n=2,496,30%

Figure 183: Couplage des sels d'ammonium aux alcools allyliqaaisés.
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L'idée est de coupler alors le sel d'ammonid@8 aux carbonates mixté80 et
481 L’addition lente de la base permettrait de dépmoer progressivement ce
sel pour libérer une fonction amine libre pour taglage. Pour ce faire, nous
avons d'abord tenté de solubiliser le carbonate tami¥80 dans le
dichlorométhane et ajouter le sel de TFA. Plac&& Qne base est alors ajoutée
goutte a goutte pour déprotoner le sel de TFA (EidiB83). A notre surprise,
cette réaction a donné des faibles rendementsagtuipide couplage lorsque la
EtN a été utilisée comme base. Cependant, une réagmpndaire conduisant
au produit de couplage de type carbonate aprése pgartinker auto-immolant
(N,N’-dimethylethylenediamine) a été observée. Cell@miviendrait d’'une
élimination compétitive et de I'attaque nucléoplsle les alcools activés. Ces
conditions réactionnelles se sont donc avéréegidaeés pour ces couplages.
Afin de minimiser la formation de ce carbonate, sxavons utilisé la pyridine,
une base faible par rapport a la triéthylamine.D@as conditions, les meilleurs
rendements obtenus sont de l'ordre de 60% lorsguédction est conduite a
0°C ; et le carbonate est isolé avec un rendeméétieur a 30%. Ce carbonate
étant moins intéressant dans les réactions de te@éfiom in cellulo, une
nouvelle stratégie de synthése linéaire a été adojpiour améliorer les
rendements.

4.4. Synthése des prodrogues par activation du link  er

La nouvelle voie consiste alors a activer le lingkar le triphosgéne ou le
nitrophénylchloroformiate et a le coupler directetreux alcooll76et477. La
voie de synthése consiste a déprotonner legl88Isar addition lente de la base

et générer 'amine capable de réagir avec les agkatylationin situ
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| Base
WN\/\NH{' Triphosgeéne ou
O | B //
TFA  p-nitrochloroformiate
493 CH,Cl,, 0°C, T. A.

| 0
N\/\NJkGP
T )

0
OH 500
BocHN/H%\/
n=2,476 - =
, GP=Cl"ou0 NO
n=3,477 ou < > 2
0
b o B
oC
o n=2,495

n=3,497

Figure 184:Synthése des prodrogues par activation du linker.

A notre regret, cette acylation n'a pas réussprtluit 500 n'a pas été isolé. Il
semble a ce stade que les échecs rencontrés dag®ypoviennent des sels
d’ammonium obtenus par déprotection avec le TFAe UWouvelle voie de
déprotection acide pourrait étre envisagée poungdmale contre-anion. Il s'agit
de la déprotection par du HCI 2M dans I'éther arsapar du HCI sec généiré
situ. Cette derniére voie a été testée par MathieveBsqilus tard, en générant
le HCI au départ du chlorure d'acétyle et le méthalans I'éther (Figure 185).
Dans ses travaux, le sel d'ammoni@®l a pu étre facilement couplé a des

électrophiles tels que ceux employés dans ce projet
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Chlorure d'acétyle (10 équiv.)
| MeOH (20 équiv.)

N
\n/ ~"NBoc
3 | Et,0,0°C-T. A, 2h
492
|
N
N
(0] |_
501 Cl

Figure 185: Déprotection du linke92 par le HCI générén situ.

4.5. Synthese linéaire

Cette fois-ci, nous avons tenté une synthése hmédia stratégie consiste
d’abord a traiter les alcools allyliques acy@ et481 avec I'exces de IBl,N’-
diméthyléthylenediamine (1,5 équiv.) dans le diotoéthane a 0°C (Figure
186). Aprés 1 h, les produits correspond&tt® et 503 ont pu étre isolés sous
formés d’huiles incolores aprés une extractionnelavage aqueux basique. Ces

derniers ont été utilisés directement dans I'émeante.

H
N
BocHN'Hn\/\/O\n/O\Q\ H
n=2,480 © No, CH2Cl, 0°C, Th

n=3, 481

Triphosgeéne, Pyr |
BocHN ,(r\)\/\/O\H/N\/\N -
Tol, 0°C-T. A., 16h 8 H

n=2,502, 94% O
n=13,503, 85%

|
O_ N
BocHN T HhI > hig \/\NJ\C]
n=2,504,87% O |
n =3, 505, 83%

Figure 186:Acylation des amineS02 et503 par le triphosgene.
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Cette réaction présente plusieurs avantages estleapide car au bout d'une
heure, elle est complete. De plus elle donne naresent d’excellents
rendements mais également la purification estdi@ple au moyen d’'un work
up basique aqueux. Une fois ces amib@g et 503 en mains, nous avons
entrepris directement leur couplage a I'ombellifiroD’abord, ces amines ont
été traitées avec le triphosgéne (1,1 équiv.) @sqmce de la pyridine. Les
chlorures de carbamoyle correspond&itt4 et 505 ont été isolés avec des bons
rendements apres purification sur colonne (Fig8&).1

Ces derniers ont été directement couplés a l'onfélhe pour donner les
carbamates correspondam@5 et 497 avec d’excellents rendements. Pour ce
faire, les chlorures de carbamoyl€94 et 505 ont été traités avec 0.7
équivalents d’'ombelliférone dans la pyridine peridghh a T. A. (Figure 187).
Signalons également que ces deux derniéres étapesuplage offrent une
purification aisée car il n'y a pas de produits cselaires formés et les

conversions sont totales.

0
I
N
BocHN “n\/\/ © \/\NJ\CI

n=2,5040 l Pyr, T.A., 16h l
n=3,505
0

o X J

BocHNW\/ \n/ ~"N

0 |
n =2, 495, 89%
n=3,497, 96%

Figure 187:Couplage des chlorures de carbaméyd et 505a I'ombelliférone.

Dans le but de ne pas utiliser le triphosgéne plasr raisons de toxicité, une
autre voie de couplage des amib68 et503a I'ombelliférone a été adoptée. La
premiére étape consiste en l'acylation de 'omfigliine par dip-nitrophenyl

chloroformiate. Elle est suivie dans la secondepééta’une réaction de
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substitution nucléophile par des aming®@2 et 503 (Figure 188). Dans un
premier temps, le carbondi86 a été isolé sous forme d’'un solide blanc avec un
rendement de 63%. Cependant la réaction de coupkage la seconde étape a
donné le produit attendd97 avec de tres faibles rendements (12% lorsque la

DMF est utilisée) et beaucoup de sous-produitsodplage.

ON o
\©\OJ\ , THF/Pyr T.A., 16h ©\ PN

C
506, 63%

DMF
0°C-T. A., 16h

503

| 0
N
BocHN/Hn\/\/O\”/ \/\NJ\
0 |
n=3.497. 12%

Figure 188:Couplage du carbonaf®6 a I'amine503

4.6. Synthése des iminophosphines précureurs des
complexes
Une fois ces carbamatetd5 et 497 en mains, le Boc a été déprotégé en
conditions acides par du TFA. Les sels d’ammoniwmrespondants ont été
ensuite repris dans du GEl, et lavés avec une solution aqueuse saturée en
NaCO; en contrélant le pH jusqua 10. Les amines pringidéres
correspondantes obtenues ont été ensuite utilidées I'étape suivante. Les
ligands iminophosphines ont été obtenus par comdiensde ces amines libres
sur le diphenylphosphino benzaldéhyde (Figure 18®tte condensation est
réalisée au reflux du dichlorométhane pendant 4dselLes iminophosphines
509 et 510 sont obtenues sous formes des solides jaunesripillisation a

I'éther avec d’excellents rendements.
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@[CHO
PPh,

| MgS0,
H,N /(V\/OTN\/\NJ\ CH,Cly, 40°C, 4h
|
n=2,507
n=3.508

| 0
©\AN W\/OTN\/\TJ\
PPh, 0

n=2, 509, 90%
n=3, 510, 81%

Figure 189: Synthése des iminophosphines, précurseures depguess.

4.7. Complexation des imines au palladium

Les iminophosphine$09 et 510 étant les premiers ligands que nous avons
obtenus, ils ont été complexés avec 1 équivalenPd{CHCN),Cl, dans le
dichlorométhane. Aprés 16 heures d'agitation a &ratpre ambiante, le brut a
été filtré sur célite. L’ajout de I'éther a perndis précipiter les complex&41 et

512 désirés sous forme de solides jaune péle aveouke fendements (Figure

190).
Ph
Po
@/Ph O PACl,(CH,CN),
H/\/\o ITI/\/ \@/\j CH,CL,. T. A, 16h
n=2,509
n=3,510
Ph Ph al

@Pipd Cl O |
”NTO

n=2,5|1,89%
n=3,512, 74%

Figure 190: Synthése des prodrogues par complexation des imasghines au

palladium.
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5. Vérification de la validité du concept

Afin de valider notre hypothése de départ selondiig ces prodrogues pourront
libérer la drogue par bioréduction par des rédestagllulaires classiques, nous
avons d’'abord réalisé la réduction chimiquement df suivre la réaction par

spectroscopie en fluorescence pour préparer ndls dignalyse. Comme dans
les premiers projets, le réducteur choisi a étéctebate de sodium. Tout
d’'abord, les spectres d'excitation-émission de Beltiférone ont été enregistrés
(Figure 191). Ensuite, une courbe de calibratiétéaétablie sur 'ombelliférone

afin de pouvoir quantifier le retour de la fluoresce (Figure 192). La courbe de
calibration a été réalisée sur des solutions feam@nt préparées dans

DMSO/H,0 <1/100 dans des concentrations diluées de 1 [i®/LeM.

300 1 Excitation-Emission de I'ombelliférone

N

wn

o
1

200 -

150 - o
¢ Excitation

M“M

100 - Emission

Intensité de fluorescence (a.u.)

00 66 00 ¢

O 1 L T T
250 350 450 550

Longueur d'onde (nm)

Figure 191:Spectres d’excitation (bleu), et d’émission (orgrdgel'ombelliférone
dans le HO/DMSO : 99/1, concentration 10M.
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| Courbe de calibration ombelliférone

300 -
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g
§ 200 -
g
5 |
= y = 30,096x + 3,5476
@ 100 R? = 0,9994
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Figure 192: Courbe de calibration par fluorescence réaliséaépart de

I'ombelliférone en solution aqueuse daNl & 10 M.dans DMSO/HO < 1/99 Ay

=325 nm.
300 - Emission de I'ombelliférone et ses
prodrogues
-~ 250 -
2 o\
5 7y
g 200 - P ‘%‘ - Ombelliférone
g : | 511
S 150 - M ¥ 512
z : \" 495
2 100 - H . 497
\
[ | *
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Figure 193:Fluorescence de I'ombelliférone et les prodrogt@s 497, 511et512
en solution DMSO/ED : 99/1, concentration M, Agy. = 325 nm.
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Avant de commencer les expériences de réductiopalislacycles, nous avons
d'abord enregistré les spectres d’émission desaocztes495 497 et des

complexes de palladium correspondabitd et 512 (Figure 193). A la méme

longueur d’'onde d’excitation et a différentes comaions, nous avons
remarqué que tous ces 4 produits ne sont pas $icemes, ce qui montre que la
fonction OH de I'ombelliférone est complétementdulée. Ceci devrait donc
faciliter l'analyse de libération du fluorophore rp#éa spectroscopie en
fluorescence. De plus, ceci nous indique égalenpeiitest possible de détecter

I'ombelliférone par rapport a ces produits.

5.1. Test sur les carbamates simples

Le retour de la fluorescence a été d’abord testdesucarbamate495 et 497

en solution diluées de concentration 5 uM. Cesytednt été traités avec un
équivalent de Pdba, source de palladium (0) et en présence de deux
équivalent de PRHKFigure 194).

o |
BocHN N O O O
ocC WO)J\TI\I/\/ \”/ \©;j
O 7
n=2,495
n=73,497

szdba3 (1 equiv.)
PPh; (1 equiv.)
O

CO, >N" "N—

HO o._@
LT
Figure 194: Activation réductrice des produd95et497.
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Le retour de la fluorescence est lent et faiblerpes deux produits traités. Le
rendement maximal observé est inférieur a 10% apdés 15% aprés 30h
(Figure 195). Ces mesures ont été effectuées diabous agitation continue
dans une cellule UV-vis. Ensuite, nous avons évdliluence de la
température. Pour ce faire, les réactions ontéztisées dans le ballon a 37 °C
avec des prélevements a des intervalles de tergpsiess. Dans ces derniéres
conditions, le retour de la fluorescence a étéotagjlent comme précédemment
et le maximum observé a été de 28% aprés 30 hout'aju nucléophile, le

glutathion a montré un effet positif.

100 -
495 et 497 + Pd(0) + PPh, + GSH
g 80 -
[}
g i
ﬁ 60 - —t— 497
S ,
= 495
S 40 -
2 497 + GSH
5 ,
£ 2 | 495 + GSH
0 '-:‘-:;:::;—;—I—'il I_‘—‘—.‘— — Tﬁw \Aff 7 ™1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Temps (h)

Figure 195: Fluorescence des produit95et497 traités avec le Bdba (1 équiv.)
et en présence de la BRB équiv.), avec ou sans nucléophile glutathio (1
équiv.). Concentration finale | gM en DMSO/HO : < 1/99, excitatiofie,. = 325

nm.
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5.2. Réduction des prodrogues par I'ascorbate de so  dium

Ph Ph
QCPd:;wer joos

NaAsc
H,O, T. A., 4h

o

Figure 196: Réduction des prodroguB4let512par I'excés d'une solution aqueuse
d'ascorbate de sodium (10 équiv.), avec ou saréaphule glutathion (1.2 équiv.).

Concentration finale kM en DMSO/HO : < 1/99, excitatioAg,. = 325 nm.

Ces tests ont ensuite été réalisés sur deux progsdell et 512 Ces
palladacycles en solution aqueuse ont été traiésup excés d'une solution
d’'ascorbate de sodium (10 équiv.) (Figure 196)teCétude nous a permis de
montrer que la cinétique est rapide et que I'éorgliest atteint directement au
bout de 4 heures. Le rendement maximal observé aandernieres conditions
est inférieur a 40 % pour les deux prodroguessdilie entre 30 et 35 % (Figure
197). Au vu de ces faibles rendements, nous avons tengusser la cinétique
en ajoutant un nucléophile capteursdallyle. Nous avons choisi le glutathion
dont I'usage a été développé dans nos travaux. @ienles rendements soient
faibles, nous avons remarqué que ces prodrogudshgEm activées par des
réducteurs comme nous l'avions supposé au dépeperiant, a ce stade nous
ne pouvons pas tirer conclusion quant a l'effetlaletaille de I'espaceur.
Concretement, les prodrogues avec un espaceurrdoraal’atomes de carbone

n = 2 et 3 affichent un méme profil d’activation.
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100 -
511 et 512 + NaAsc + GSH
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3 1 512
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Figure 197:Fluorescence des palladacyblEl et512traités par le NaAsc (10
équiv.) pendant 4 h avec ou sans nucléophile gliatat(1.2 équiv.). Concentration

5 uM dans DMSO/HO 1<99 Agy. = 325 nm.

6. Conclusion

Deux palladacycle511 et512 stables a I'air ont été successivement synthétisés
et caractérisés. Les premiers tests de fluoresaama@®lution nous ont montré
gu'ils ne sont pas fluorescents. La réduction depadladacycles avec un excés
d’'ascorbate de sodium a permis libérer le fluoropltui est le rapporteur. Cette
observation est un premier pas vers des testsbdeation du rapporteun

cellulo.

Au niveau des perspectives a court terme, nousgraudirectement envisager
la mise en évidence de la formationtdallyle et tenter de I'isoler. Nous avons
déja demarré sur ce point. Les alcools allyligdés et 477 ont été acylés au
moyen de l'anhydride acétigue en présence d'unentfj@acatalytique de la
DMAP dans le CHCI,. Les produits acylés ont été obtenus avec d’exuisll

rendements 95% aprés 4 heures d’agitation a temopérambiante. Ensuite le
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Boc a été déprotégé au moyen du TFA et les selesmmndants obtenus ont été
lavés avec une solution aqueuse saturée e@8®aen contrélant le pH jusqu’a

ce qu'il arrive a 10. Les amines libres obtenues emsuite réagi avec 1

équivalent de diphenylphosphino benzaldéhyde (Eigl®8) pour obtenir le

ligand599.

AcyO (1.5 équiv.)
(0]

HN S DMAP (0.1 équiv.)
Boc” N0y - HN A~
CH,Cl,, T.A., 4h Boc” N O)J\
597, 95%
CHO l TFA,T.A., 1h
P S B
0 H2N\/\/MQ
PPh, 599 CH,Cl,, 40°C, 4h

598, Quantitatif

Figure 198: Synthese de I'iminophosphine sim389.

Ici nous avons eu des difficultés d'isoler le coexg de palladiunm-allyle. 1l
faudra peut-étre traiter le ligand seulement avecéquivalent de Rdba;
d’abord en tube RMN pour tenter d'observer le giéf$ protons allyliques. Si le
Trallyle se forme et est observé, nous tenterorsoldi le complexe (Figure
199). Dans ce cas, nous envisageons jouer surtl@endu contre-anion (Cl

PFR) pour mieux stabiliser ce complexe et pour poulisoler plus facilement.

X = (0] X
/\/\/\/
N \H/ Pd,dba; N
0 EE—— Pl Pd

P ~
/ “Ph /
Ph 599 PR 00

Figure 199: Formation du complexe-allyle palladium.
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Conclusion et perspectives

Conclusion générale et
perspectives

Conclusion générale

Dans la premiére partie de cette thése, nous asyprthétisé trois classes des
complexes de palladium (II) complexé a un ligantifescent BODIPY. Ces
complexes non fluorescents ont été soumis a degtiéds dans des cellules
cancéreuses. Aprés un criblage de plusieurs pamsnétous avons trouvé que
seul le complexd 90 avec le ligand pyridine serait un marqueur deddwie
tumorale dans les cellules cancéreuses avec deglawes de NADH (Figure
200). Cette étude nous a permis de remarquer qumroplexe s'internalise

dans les cellules cancéreuses pour libérer ledbaita(0) apres réduction.

Bioréduction
(R .

Hypoxie

+ Pd©

190, Non fluorescent 130, Vert fluorescent

Figure 200: Marqueur potentiel de I'hypoxie tumorale.

L'étude détaillée du mécanisme de réduction sékeattalisée sur 'analogue

simple de ce marque®19 nous a permis de montrer que son activation libére

du palladium (0) dans des conditions faiblemenigéxges. Celui-ci s'agrége en

formant des nanoparticules de palladium. Dans ixidene partie de cette these,

nous avons développé une réaction de catalyse argdallique grace ce

palladium (0) générén situ pour activer une prodrogue cytotoxique dans des
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cellules cancéreuses (Figure 201).

-
N\ /Pyr Bioactivation
Pd
l Hyp0x1e Pd©®

319 Intracellulaire
Ao > Gl ™

catalyse
in cellulo

Figure 201: Déprotection d'une drogue cancéreuse par catalgsmométallique.

Dans la troisieme partie de cette thése nous ad@neloppé un modele
simplifié qui porte a la fois la drogue cytotoxiqut le précatalyseur de

Y

palladium. Ce systeme sera plus facile a contrptarr des applicationf
cellulo par rapport au cas précédent. Dans un premier tdinptwoélliferone a
été utilisé comme rapporteur pour des facilitéstiquas. Les études
préliminaires réalisées par réduction de ces pmore non fluorescentes par un
excés d'ascorbate de sodium nous a permis de restku fluorescence de
'ombélliferone (Figure 202). Ces premiéres obsiova sont encourageantes

pour des futurs tesis cellulo.
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PhPh
P‘Pd c1 o |
)L/\/N 0 0._0
AR S®|
=

n=2,3 Non fluorescents

NaAsc
GSH
Pd%Ln O, \NJ&N/
0 -/
=
Fluorescent

Figure 202: Prodrogues bioactivablesa la réaction de Tsuji-Trost.

Perspectives

Nous avons acquis de l'expérience qui peut ouMtisipurs horizons pour la
suite de ces travaux toujours dans le domaine datidysein cellulo. Dans un
premier temps, il serait intéressant d’'analyserntdure et la distribution
intratumorale des espéces de palladium libérées des cellules lors de
I'activation des complexes de palladium utiliséa. héme réaction réalisée
vitro a mis en évidence la formation des nanoparticddepalladium. Si tel est
le cas également dans les cellules tumorales, aegparticules de palladium
seraient intéressantes ; elles ont déja montrénbambre d’'applications dans le
traitement du cancer depuis plusieurs anh&aien que cette caractérisation ne
soit pas trés aisée, les méthodes analytiques rooeat utilisées comme la
TEM ou la microscopie optique peuvent étre envisagéur des lysats

cellulaires!®

Dans ce dernier cas, nous envisageons d’incubareliules avec
le palladacycle et la prodrogue puis d'ajouter gerda fluorescent capable de

complexer les nanoparticules de palladium généiréestu et de réaliser les
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caractérisations par microscopie a fluorescencedocale EFigure 203. Un

o

ligand soufré connecté au fluorophore peut éttiséiti

R
HS—Linker— 0:;.. S— Lmker—
I o —S — Linker —|_Eluo
In cellul QAR S ~Lin
n cellulo S < ker\@
l])ker
Détection par microscope

confocale

Figure 203: Mise en évidence de la formation des nanopartiqaesine

méthodologie a fluorescence confocale.

Le deuxiéme point & envisager consisterait a lantifiation du palladium
accumulé dans les cellules tumoral€ztte analyse quantitative pourra étre
réalisée par la spectrométrie de masse a plasnmécpar induction (ICP-MS),
une méthode couramment utilisée en analyse éléirefifaPour ce faire, les
cellules seront incubées avec le pré catalyseuRddet la prodrogue dans les
mémes conditions que celles employées dans cée.tliEnfin, 'ICP-MS sera

réalisée sur les cellules lysées.

=

O : Matrice de polymeére @ : prodrogue 461
S5 - vecteur PEG-ylé O : precatalyseur 319

Figure 204:Incapsulation de la prodrogue 461 et précatalydeyralladium 319

dans la matrice de polymeére.
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Dans le futur des applicatiolirs vivo peuvent étre envisagées. Dans un premier
temps, un choix adéquat des vecteurs capablesettacar la prodrogue et le
précatalyseur jusque dans les cellules tumorateséesssaire. Un polymere qui
forme des micelles en milieu aqueux peut étresetiicomme vecteur. La
prodrogue461 et le précatalyseur de palladiBi9 seront encapsulés dans la
matrice polymérique (Figure 204) pour ainsi étrévdé® via un passage passif.
Une fois libérés a l'intérieur de la tumeur, lataesation de I'activité & savoir
I'inhibition de RTK est attendue apres activatianptécatalyseur par le NADH
cellulaire. Cette vectorisation sera facilitée pieffet EPR (Enhanced
Permeability and Retention Effect) plus marquéesdas cellules tumorales
(Figure 205Y%202

Pd précat.
et prodrogue ——._ &
St/ e
A YL
‘!, ‘ﬁ&\m&:?

Q&;//

Détection (fluo) ou
activité biologique

Temps

Figure 205: Suivi dans le temps de la prodrogue et du précaatyde palladium

encapsulés dans les micelles pour une meilleut®rnisation®*

Un autre moyen de vectorisation consisterait & flaidesignd’une prodrogue

601 qui porte 'unité centrale, sur laquelle sont dits en plus de la drogue,
I'acide folique vecteur reconnaissable par lesptmgs de folate, surexprimés
a la surface des cellules cancéreuses et le graupgmotecteur de type alloc
clivable par le biais de la catalyse organométadigUne méthodologie de
vectorisation pareille a été développée par I'éguily Professeur Sébastien
Papot’®® De la méme maniére, le précatalyseur peut &térdément modifié en

attachant le vecteur sur la pyridine (Figure 206).
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s B T g N e | \ /
> | Drogue NH,
NII
601

NADH

In cellulo

)/0
(ecteur) - Sé_/_ 2 J HNJ<_\; @NH N{ )—NH,

HO,C

Figure 206: Prodrogue modifiée portant I'acide folique, vecteaonnaissable par
les recepteurs cellulaires.

Toujours dans le domaine de la catalyse, la métbgao dévéloppée pour
activer la prodrogud61 peut étre testée sur d'autres drogues cytotoxidless
sommes entrain de développer le systetRO5-B pour étre utilisé comme
sonde en FRET (Forster Energy Resonance Tran€feryystéme est composé
d’'une coumarineXP05 qui est un inhibiteur du transport de lactate desg
activités biologiques ont été bloquées en la coupdaun autre fluorophore
connectés par un linker de type all§é.?®L'incubation de ce systéme avec le
précatalyseuB19 dans les cellules cancéreuses aves des taux élewdsDH

restaurera 'activité de la coumarine avec pertERET (Figure 207).
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O

N OW Fluorophore

Et,N o” ~0
XP05-B, sans activité N\‘ d/Pyr

N OH

XPO0S, inhibiteur du
EpN 0 transport de lactate

Figure 207: Activation du systéemXPO05-B par le précatalyseur de palladi®ho.

Pour le systeme simplifié&61ll et 512 une fois son efficacité validée,
'ombélifferone sera remplacé par une drogue cyigte. Dans la suite,
I'activation sélective en hypoxie sera recherchéeraployant le ligand pyridine
sur le palladium. D’autre part, des ligands come ttiazoles ou les ADCs

(carbénes diamino acyliques) peuvent étre envisggigure 208).

/N\

Figure 208: Ligands pouvant étre utilisés pour une prodrogus pimplifiée.

255






Partie V . Experimental section






Partie V : Experimental section

1. Chemistry section
1.1. General information

1.1.1Chemicals, solvents and purifications

Commercial reagents were purchased from Acros, &i§tdrich, ABCR, TCI
or Selleckchem and used without further purificatinless stated otherwise.
Unless otherwise stated, all manipulations werdopmed under an argon
atmosphere using flame dried flasks. Toluene wstilldd on sodium under an
argon atmosphere. Diethyl ether and THF were [Hidtil on
sodium/benzophenone under an argon atmosphere.loRinofethane and
acetonitrile were distilled on Calinder an argon atmosphere. Solvents used for
work-up were of technical gradeézlash Column Chromatography was
performed on ROCC 60 (40-63 um) silica gel. Solseiged are of technical
grade.Thin Layer Chromatography (TLC) was performed on commercially
available MERCK 5179, 250 mesh with fluorescentigatbr 60 k54 and
revealed under UV at 254 nm and with an ethandigtiso of p-anisaldehyde

(10 % wi/v) or with a basic solution of potassiunmpanganate (KMNG).

1.1.2Equipments

All *H and™C NMR spectra were recorded on a Bruker DPX 300 MHz iEour
Transform Spectrometer operating at 300 MHZ'fpand at 75 MHz fof*C in
the deuterated solvents at room temperature. Clésfidts are reported on the
scale in ppm using the residual non-deuteratedeatdvas the internal standard
or the*®C natural abundance of the deuterated solvent.t@pdeatures were
designed as follows: s = singlet, d = doublet, triplet, g = quartet, m =
multiplet and br = broadinfrared (IR) spectra were recorded as a liquid
deposition on a ZnSe crystal on a Shimadzu FTIRO&jiectrometer from 4000
cmi’ to 400 cnit. All samples were run neat and frequencies arerteg in cm

! Only frequencies corresponding to significantctional groups are reported.
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Mass spectra were obtained using a ThermoFinnigan LCQ Quantum
spectrometer for electrospray ionization (ESI) aatnospheric pressure
chemical ionization (APCI) or using a FinniganMaB@7000 for chemical
ionization (ClI).High resolution Mass Spectra(HRMS) were obtained from a
Thermo Scientific QExactive, with accurate mas®orega for the molecular ion
or suitable fragment iondMlicrowave assisted heating was carried out by
irradiating the mixture in a microwave ovdfluorescence experimentsRoom
temperature spectroscopic experiments were recadedVarian Cary Eclipse
scanning spectrofluorometer equipped with a Xerashf lamp. Samples for
excitation and emission were contained in 1 cmormilquartz cuvette (3.5 mL
volume). Measurements were performed with approgpriexcitation and
emission wavelengths for each fluorophore as sHaten.

Dynamic Light Scattering (DLS) analyses were carried out on a Malvern CGS-
3 apparatus equipped with a He-Ne laser. To deternmanoparticle size
distribution, a sample (2 mL) was introduced in lasg tube and DLS was
performed at 25 °C with a wavelength of emissior632 nm. The intensity-
based z-averaged hydrodynamic diameters were egpbased on three scans to
improve the accuracy.

Transmission Electron Microscopy(TEM) images were observed with a LEO
922 OMEGA Energy Filter Transmission Electron Mexope at 200 kV. The
solid samples were suspended in hexane and sahioat® minutes. Thereafter,
they were allowed to settle to discard the biggesticles. One drop of the
supernatant was deposited on a carbon-coated cgpigerwhich was firstly
dried overnight under vacuum at room temperatwerb analyses.

X-ray Photoelectrons SpectroscopyXPS) analyses were performed at room
temperature on a SSI-X-probe (SSX-100/206) speetemfrom Fisons
connected to a computer running the S-probe softweguipped with a
monochromatized microfocus Al X-ray source. The glamwere fixed on small
troughs with a double-face adhesive tape on smadistroughs and placed on a

ceramic carousel (Macor®, Switerland). To avoidrgeaeffects, a nickel grid of
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3 mm O-ring was placed above the samples. Theetteaatrface charges were
neutralized by an 8 eV electron flood gun. The bigdenergies were calibrated
with reference to the C-C, H component of the (péak which was fixed at
284.8 eV. Data interpretation was performed usingCasaXPS software
program. The peaks were decomposed using curvhsawiB5% Gaussian type

and a 15% Lorentzian type after subtraction of @l&htype baseline.

1.2. Synthesis of BODIPY palladium complexes

1.2.1. Synthesis of BODIPY ligand
It was obtained by applying the procedure repairtetie literature'

Cl
Cl
H
N 1) CH,Cl,, 50°C, 1h20
| / + Y
oZ > ¢l Tol, 50°C, 1h \ N\B/N\
FF

129

A 100 mL round bottom flask was charged dry,CH (30 mL) followed by 2,
4-dimethylpyrrole (1.03 mL, 0.951 g, 9.998 mmoll 2quiv.). Under inert
atmosphere of argon, 4-(chloromethyl) benzoyl ¢ter0.9 g, 4.76 mmol, 1
equiv.) was added in small portions. The reacti@xture was then heated in an
oil bath at 50°C during 1h20 min and then allowed warm to room
temperature. The solvent was removiedvacuo until 3-5 mL of CHCI,
remained. Dry toluene (50 mL) was added to thekfasd the solution was put
under an inert atmosphere of argon. Dry triethyfar(3 mL) was added in one
portion and the reaction was allowed to stir atmdemperature. After 15 min,
BF;.ELO was added drop wise. The flask was charged wittater cooled
condenser and the reaction was then heated at 80°C h and subsequently

allowed to cool to room temperature. The solverg veanovedn vacuoand the
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residue was dissolved in GEl, (30 mL). The organic layer was washed with
water (3 x 15 mL) and then dried over S8y, filtered and concentrated. The
crude was purified by flash chromatography on ailiel CHCI,: PE (50:50,
there after 80:20) to provide 129 as an orangeé soli

'H NMR (300 MHz, CDC)) & =

Cl
: 7.52 (d,J = 8.1 Hz, 2H), 7.29 (d] =
| Orange solid 8.1 Hz, 2H), 5.98 (s, 2H), 4.66 (s,
' Vield as% 123H), 2.55 (s, 6H), 1.37 (s, 6H).
< NAL C NMR (75 MHz, CDC)) 5 =
NN N/ | CoH0BCIRN: 155.81, 143.16, 141.10, 138.73,
FF )| MW.=37265gmol| 13523, 13121, 129.41, 12856,
129 ) 121.48, 45.74,14.73, 14.61

MS ESI (+) m/z calcd for §H»BF.N,Cl [M + Na]" 395.64; found 396.18
IR (film, cm'l): 2921, 1541, 1504, 1467, 1407, 1303, 1188, 11664, 1049,
973, 811, 761, 721.

Cl

M,NH (20 equiv.)

129 130
A microwave vial (CEM corp.) was charged with 129§ mg, 1.009 mmol, 1
equiv.), KCO; (278 mg, 2.018 mmol, 2 equiv.), and KI (0.335 2§18 mmol,
2 equiv.). A magnetic stir bar was added and tla wias then charged with
CHsCN (5 mL) and MgNH (2.3 mL ag. 40 wt %, 20 mmol, 20 equiv.). The
microwave vial cap was fixed onto the vial and tbaction mixture was heated
at 80°C (100 W) for 40 min followed by 20 min atOP@. The vessel was

cooled back to room temperature and the mixture dilagsed with CHCI, (30
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mL). The organic layer was washed with water (2xniL) and brine (1 x 20
mL). The organic phase was dried over,3@,, filtered and concentrated
vacua The resulting residue was purified by flash chatwgraph on silica gel
CH.CI/AcOEt/MeOH/EtN (66/30/3/1 and thereafter by 45/45/9/1) to afford

130 as an orange solid.

'H NMR (300 MHz, CDCJ) 5 =
7.45 (d,J = 8.1 Hz, 2H), 7.25 (dJ

Orange solid = 8.1 Hz, 2H), 5.98 (s, 2H), 3.52 (s,
Yield 87% 2H), 2.55 (s, 6H), 2.28 (s, 6H),
1.39 (s, 6H).

C22H268F2N3

¥C NMR (75 MHz, CDC)) § =
MW.=381.27g/mol | 155 4 143.18, 141.86, 139.74,
! 133.97, 131.76, 130.10, 128.02,
121.33, 64.12, 45.32, 14.69, 14.45

MS ESI (+) m/z calcd for §H,6BF,N3[M + Na]™ 404.26; found 404.17

IR (film, cm™): 2927, 2858, 2815, 2769, 1510, 1469, 1407, 13887, 1261,
1191, 1155, 1081, 979, 813, 756, 709.
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1.2.2. Complexation of the BODIPY ligand"*

Pd(OAc), (1 equiv.)
»

CgHe, 50°C, 16h

LiClI (excess)
Acetone, R.T., 5h

A round bottom flask was charged with 130 (90 mg388 mmol, 1.05 equiv.)
and Pd(OAg (50 mg, 0.2227 mmol, 1 equiv.). A magnetic stir has added
and benzene (5 mL). The mixture was sonicated fonirutes, and then argon
atmosphere was established. The flask was wrappfdl ito protect from light
and the reaction mixture was stirred overnight BOAC oil bath. The reaction
was cooled to room temperature and hexane (3 mis) adaed to precipitate
141 as an orange solid. It was collectéd filtration and washed with a
minimum cold hexane to provide the acetate briddiater (120 mg) that co-
crystallized with benzene. It was dissolved in aget(5 mL) that had been
saturated with LICl. This mixture was stirred abmo temperature protected
from light for 5 hours. The solvent was remowedacuoand the resulting solid
residue was dissolved in GEl, (10 mL) and filtered through a pad of celite.

The pad of celite was washed with &Hb until it becomes clear. The solvent
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was removed to provide the chloride dimer 142 asramge solid. Yield 109
mg, 0.209 mmol, 93%.

'H NMR (300 MHz, CDCJ) § =
7.02 (s, 1H), 6.95 (dJ = 7.61

Orange solid Hz, 2H), 6.86 (d,J = 7.59 Hz,

Yield 93% 2H), 5.96 (s, 2H), 3.97 (s, 2H),

b BaCLENGPd, | 283 (5, 6H), 253 (s, 6H), 146
(s, 6H).

MW =1044.27 g/mol | 13~ R (75 MHz, CDC)) § =

| 155.03, 147.77, 144.10, 143.48,
131.84, 131.68, 131.47, 124.19, 121.93, 121.04,77%3.57, 14.68

MS ESI (+) m/z calcd for GHsoB,CloFsNgPdh [(M-M), + Na]* 1067.27; found
1066.88.

IR (film, cm™): 2921, 1541, 1508, 1465, 1305, 1193, 1155, 1982, 815, 756,
703.

1.2.3. Synthesis of complexes of the first class

L (2 equiv.)

CH,Cl,, R.T., 14h

In a dried round bottomed flask 142 (75 mg; 0.07éhat) 1 equiv.) was
solubilized in CHCI, (8 mL) and a monodentate ligand (0.143 mmol; 2ejju
was added. The reaction was stirred overnight@nhrtemperature under argon
atmosphere protected from light. It was concentrate2 mL under reduced
pressure and hexane (5 mL) was added to precigitatproduct. The reaction

mixture was cooled at 0°C and triturated. The oeasgjid formed was collected
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by filtration and washed with a minimum of cold hex.

'H NMR (300 MHz, CDC}) § =
7.67-7.61 (m, 6H), 7.31-7.22 (m,
Orange solid 9 H), 7.08 (s, 1H), 6.72 (d] =
'Vield 72% 7.59 Hz, 1H), 6.08 (dJ = 7.42

| Hz, 1H), 5.84 (s, 2H), 4.11(d,=

 C49H4oBCIF,N;PPd
! 1.45 Hz , 2H), 2.86 (s, 6H), 2.49
| MW = 784.42 g/mol

! (s, 6H), 1.13 (s, 6H).

' ¥C NMR (75 MHz, CDCJ) § =
154.50, 150.89, 149.62, 142.89, 135.76, 135.21,063931.46, 131.25, 131.11,
130.64, 130.46, 128.26, 128.11, 123.42, 122.80,66203.09, 50.50, 14.56

¥P NMR (300 MHz, CDG)) § = 42.9

MS ESI (+) m/z calcd for GH4BCIF,N,PPd [M + NaJ 748.42; found 748.09
IR (film, cm™): 2923, 1541, 1508, 1307, 1193, 1155, 1085, 10054, 973,
756, 692.

.

'H NMR (300 MHz, CDC)) &

= 8.76 (d,J = 5.69 Hz, 2H),
Orange solid 7.77 (d,J = 7.53 Hz, 1H), 7.31
(dd, J = 7.64, 5.76 Hz, 2H),
7.08 (d,J = 7.56 Hz, 1H), 6.86
(d, J = 7.53 Hz, 1H), 5.93-5.91
MW =601.23 g/mol | (m 3H), 4.05 (s, 2H), 2.92 (s,
6H), 2.49 (s, 6H), 1.41 (s, 6H).

Yield 91%

C,;H30BCIF,N,Pd

¥C NMR (75 MHz, CDCJ) § =
155.09, 153.48, 153.34, 150.27, 148.17, 143.03,904438.52, 131.95, 131.56,
131.08, 125.58, 125.11, 124.04, 122.12, 121.03,0/42.83, 14.64, 14.39

MS ESI (+) m/z calcd for §H3zBCIF,NsPd [M + Na] 622.24; found 622.02

IR (film, cm'l): 2956, 2918, 2889, 2854, 1604, 1448, 1409, 13@6p, 1242,
1120, 1074, 1049, 856, 837, 810, 732, 694.
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~

Orange solid
Yield 62%
C43Hs4BCIF,N;PPd

MW = 834.58 g/mol

¥p NMR (300 MHz,
CDCly) 8 = 53.06

MS APCI (+) m/z
calcd
CuaHeBCIF,NsPPd
[M + H]* 835.56;
found 835.13
IR (film,

2968, 2939, 1542,

for

cm™):

1508, 1465, 1409, 1307, 1193, 1155, 1083, 981, B3@, 732.

N

\ s/ |
N\( Cy)zP O oup :
-iPr,
Pd*~ ' Orange solid

\ 1

Cl .

iPr-O Yield 62%
Cs,HegBCIF,N;0,PPd

MW =988.79 g/mol

Cs:HesBCIFN30,PPd [M + HT 989.77; found 990.35
IR (film, cm®): 2972, 2921, 2852, 1591, 1542, 1510,
1193, 1155, 1112, 1056, 983, 850, 759, 730.
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1.2.4. Synthesis of complexes of the second class

L (2 equiv.)

—
Lot

Acetone, R.T., 16 h

In a dried round bottomed flask, the ambidentatgyer ligand (0.733 mmol, 5

equiv.) was suspended in anhydrous acetone (8 md.)tlee complex 141 (80

mg; 0.1465 mmol; 1 equiv.) was added. The flask wiagped in foil to protect

from light and the reaction mixture was stirred@m temperature overnight.

The reaction was concentrated under reduced peesBe orange residue was
diluted in CHCI, (10 mL) and filtered through a pad of celite. Tlitef cake

was washed with Ci€l;, (3 x 5 mL) and concentrated under reduced presgsure

stay with a minimum solvent. Addition of ether affed the desired complex as

an orange solid complex.

%\/ i
pd” \EOrangesolid

A

Yield 91%

: C27H32BF2N302Pd

'MW = 585.79 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDCJ) § =
7.16 (s, 1H), 7.01 (d) = 7.47
Hz, 1H), 6.86 (dJ = 7.50 Hz,
1H), 5.96 (s, 2H), 5.30 (s, 1H),
3.99 (s, 2H), 2.85 (s, 6H), 2.53
(s, 6H), 1.96 (s, 6H), 1.48 (s,
6H).

¥C NMR (75 MHz, CDCJ) 5 =

188.15, 186.87, 154.72, 147.81, 147.28, 144.17,684331.86, 131.03, 129.80,

123.66, 121.26, 120.95, 100.35, 73.47, 51.89, 222567, 14.71
MS ESI (+) m/z calcd for §H3,BF,N3;0,Pd [M + Na] 608.79; found 608.03.
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IR (film, cm): 2921, 1801, 1683, 1579, 1512, 1467, 1394, 1391, 1155,
981, 973, 817, 757, 736.

'H NMR (300 MHz, CDCJ) §

= 7.91 (d,J = 6.66 Hz, 1H),
7.83 (d,J = 6.69 Hz, 1H),

7.42-7.34 (m, 8H), 7.05 (s,
! 1H), 6.93 (d,J = 7.47 Hz,

' C37H34BF,N5;0,Pd

! 1H), 6.91 (d,J = 7.59 Hz,

(MW =709.93 g/moll 4,y g 63 (5 1H), 5.98 (s,
2H), 4.08 (s, 2H), 2.98 (s,

' Orange solid

Phi vield 89%

| 186
6H), 2.56 (s, 6H), 1.54 (s, 6H).
¥C NMR (75 MHz, CDCJ) 6 = 182.76, 182.45, 154.73, 147.83, 147.24, 144.03,
143.49, 140.47, 139.88, 131.84, 131.14, 130.92,6730.30.08, 128.49, 128.44,
127.26,124.11, 121.54, 120.96, 95.39, 73.48, 52474

MS ESI (+) m/z calcd for §H3sBF.N3O,Pd [M + NaJ 732.93; found 732.10

IR (film, cm™): 2921, 1591, 1440, 1265, 1236, 1122, 1022, 986, 838, 813,
757, 723, 696.

L (2 equiv.)
KOfBu (2 equiv.)

-

Acetone, R. T., 16 h

In a round bottomed flask (+)-3-(Trifluoroacetylpgphor (76.42 mg; 0.3078
mmol; 2.1 equiv.) was solubilized in methanol (1)nand sodium methoxide
(16.63 mg; 0.3078 mmol; 2.1 equiv.) was added. mhdure was stirred during
1 hour at 40°C. The complex 141 (80 mg; 0.1465 mrhaquiv.) was added
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and the reaction was stirred at 40°C overnightgmted from light. The reaction
mixture was concentrated under reduced pressur¢hanesidue was dissolved
in CHCI, (10 mL). It was filtered through a pad of celitehe filter cake was
washed with CHCIl, (3 x 5 mL) and concentrated under reduced pressure
Recrystallization of the crude from hexane affordee desired complex as an
orange solid. Yield 71 mg, 0.096 mmol, 66%.

Y *H NMR (300 MHz,
CDCl) & = 7.14 (s,
© 1H), 7.02 (d,) = 7.14
Yiel 66% Hz, 1H), 6.89 (d,) =
C34H3oBFsN;O,Pd | 7.35 Hz, 1H), 5.87 (s,

range solid

MW =733.92 g/mol| 2H), 4.10-3.92 (m,
2H), 2.89-2.83 (m,
5H), 2.55 (s, 6H),

1.47 (s, 6H), 1.32 (s, 6H), 0.95-0.85 (m, 9H).

MS ESI (+) m/z calcd for §H3BFsN3zO,Pd [M + NaJ 756.91; found 756.12
IR (film, Cm'l): 2958, 2925, 1618, 1465, 1458, 1411, 1388, 1388p, 1296,
1108, 1080, 1058, 921, 856, 810, 736, 696.

The nitro derivative 211 was synthesized by apglyive procedure described in
the literature-**

CHO O,N CHO
HNO3/AcOH
—_—
OH R.T.,lh OH
t-Bu t-Bu
211

In a round bottom flask equipped with a magnetic lsar, 3-fert-butyl)-2-
hydroxybenzaldehyde (1 g, 5.61 mmol, 1 equiv.) digsolved in glacial acetic
acid (8 mL) and cooled at 0°C. Fuming HN@ mL, 56.1 mmol, 10 equiv.)
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was added drop wise at which rate the temperatorenat exceed 10°C. The
cooling bath was removed and the reaction mixtuees vgtirred at room
temperature for 1 h. The resulting solution wasrpdunto ice/cold water (30
mL) under vigorous stirring. The orange solid fodnweas filtered and washed
with a minimum of cold water (5 mL). Recrystalligat from ethanol (5 mL)
afforded 211 as an orange solid after filtratioreltf 942 mg, 4.22 mmol, 75%.
'H NMR (300 MHz, CDCJ) 6 =

ON CHO 1 Orange solid
2 ;Yiel 475% 12.36 (s, 1H), 10.04 (s, 1H), 8.42
! (s, 2H), 1.48 (s, 9H).
OH 1 Cj1H3NO, 13
1-Bu : C NMR (75 MHz, CDC)) & =
211 MW =22323 g/mol | 19601, 163.67, 140.69, 140.07,

128.76, 127.02, 119.83, 35.39, 31.43
IR (film, cm): 3074, 3039, 1650, 1625, 1589, 1527, 1429, 13888, 1284,
1271, 1205, 1003, 956, 916, 751, 736.

O,N CHO ~

O,N N
H2N o) N

Ph N° "Ph

.
y

OH  MeOH, 65°C, 2h OH
t-Bu -Bu

211 212

In a round bottomed flask, 211 &«t-butyl)-2-hydroxy-5-nitrobenzaldehyde
(200 mg; 0.896 mmol; 1 equiv.) was solubilized ie®H (4 mL). Benzylamine
(96 mg; 0.896 mmol; 1 equiv.) solubilized in MeOH (nL) was added
dropwise and reaction was refluxed at 65°C for @rboThe reaction mixture
was cooled to room temperature at which point dowelsolid was formed
progressively. It was collected by filtration, awdshed with cold water (5 mL)
to afford 212 as a yellow solid. Yield 256 mg, ®@8timol, 92%.
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'H NMR (300 MHz, CDC})

1Yell lid
0N SN Spht o 5 =8.42 (s, 1H), 8.21 (d, =
' Yield 929
OH e 2.82 Hz, 1H), 8.12 (dJ =
1 C1gHoN7 O3
-Bu | 276 Hz, 1H), 7.41-7.32 (m,
. 212 | MW =312.36 g/mol | - 511y 4 85 (s, 2H), 1.44 (s,
9H).

*C NMR (75 MHz, CDC}J) & = 168.40, 165.14, 140.10, 138.49, 136.58, 129.13,
128.26, 128.15, 126.70, 125.20, 117.02, 61.77,8323.08

MS ESI (+) m/z calcd for GH»oN,O5 [M + H]* 313.36; found 313.33

IR (film, Cm'l): 2956, 2916, 2904, 1635, 1598, 1552, 1487, 14843, 1271,
1215, 1108, 1029, 908, 738.

\ _ \ t-Bu
N, -
N (I . N NO,
d’ 212 (2 equiv.) \Pd O
{ t-BuOK (2 equiv.) N=

-

CH,Cl,, R.T., 14h

To a solution of the imine 212 (30 mg; 0.0960 mniokquiv.) in CHCI, (4

mL) was added KOtBu (10.8 mg; 0.0960 mmol; 1 equswelubilized in MeOH

(1 mL). The mixture was stirred at room temperatdueing 30 minutes. The
bridged dimer complex 142 (50 mg, 0.095 mmol, lieyjuvas added and the
reaction mixture was stirred at room temperatuermight protected from light.
The reaction was concentrated under reduced peesdure residue was
dissolved in CHCI, (10 mL) and filtered over a pad of celite. Theefilcake
was washed with C}€l, (3 x 5) and concentrated under reduced pressure to

afford the desired complex as an orange solid.dvs& mg, 0.079 mmol, 82%.
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1H), 7.28-7.19 (m,
5H), 7.09 (s, 1H),
6.99 (d,J = 7.59 Hz,

MW =798.05 g/mol

t-Bu | 'H NMR (300 MHz,
NO,! CDCl) 5 = 8.15 (dd,
0 ! .
s i Orange solid J = 2.67 Hz, 1H),
AN :
B/N/ | Yield 82% 8.13 (dd,J = 2.67
" ! Hz, 1H), 7.89 (S,
: C40H448F2N503Pd
i

218

Hz, 1H), 6.91 (dJ = 7.50 Hz, 1H), 5.96 (s, 2H), 5.01 (s, 2H), 4.0824d), 2.76

(s, 6H), 2.55 (s, 6H), 1.46 (s, 6H), 1.42 (s, 9H).

*C NMR (75 MHz, CDC}J) & = 171.95, 166.28, 155.28, 151.10, 148.38, 142.97,
142.76, 141.57, 138.42, 134.28, 133.70, 132.38,683129.10, 128.77, 128.23,
128.02, 126.08, 123.61, 122.65, 121.18, 121.0285/37.66, 50.87, 35.63,
29.19, 14.70

MS ESI (+) m/z calcd for gH4BF.NsOsPd [M + H]" 799.04; found 797.03

IR (film, cm™): 2952, 2918, 1618, 1593, 1539, 1463, 1448, 12881, 981,
970, 910, 813, 757.

1.2.5. Synthesis of complexes of the third class
\N _ ®

L (2 equiv.)
NaPF¢ (2 equiv.)

P S
PF,

-

Acetone/CH,Cl,
R.T., 16h

In a round bottomed flask, the complex 142 (57 é§09 mmol; 1 equiv.) was
solubilized in CHCI,/Acetone: 4/2 (6 mL) and the ambidentate nitrogen o
phosphine ligand (0.218 mmol; 2 equiv.) was addée reaction was stirred at

room temperature during 1 hour protected from lighSodium
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hexafluorophosphate (36.7 mg; 0.218 mmol; 2 equolybilized in acetone (2
mL) was added. The reaction mixture was stirragaitn temperature overnight.
The solid formed was collected by filtration andsivad with a minimum of
cold methanol to afford the desired product asrange solid.

v 'H NMR (300 MHz,

N DMSO-d) 5 = 8.77 (d,
N | pr. | Orange solid J =3.54 Hz, 2H), 8.67
NN || Yield 84% (d, J = 8.01 Hz, 2H),

(| | consrNgpra | 836 (63 = 7.05 Hz,

: 2H), 7.84 (t ou dd) =

1 MW = 787.83 g/mol

| 6.39 Hz, 2H), 7.34 (d,
|

J = 7.50 Hz, 1H), 7.13
©(d, J = 7.62 Hz, 1H),
7.03 (s, 1H), 6.19 (s, 2H), 4.37 (s, 2H), 2.95(4), 2.43 (s, 6H), 1.51 (s, 6H).

¥%C NMR (75 MHz, DMSO-g) 5 = 154.46, 152.65, 151.08, 148.76, 142.70,
142.44, 140.92, 131.96, 130.82, 127.83, 124.76,102422.78, 121.39, 74.42,
51.08, 14.24, 14.00

MS ESI (+) m/z calcd for §H33BF.NsPd [M + NaJ 642.87; found 642.22

IR (film, cm): 3978, 1541, 1508, 1407, 1303, 1188, 1159, 1978, 835, 756,
732.

'H NMR (300 MHz,
DMSO-¢s) § = 9.18 (m,
Orange solid 2H), 8.94 (d,J = 6.99
Yield 85% Hz, 2H), 8.30 (s, 2H),
8.15-8.12 (m, 2H),
7.48-7.45 (m, 2H), 7.16
MW = 811.85 g/mol (d, J = 7.11 Hz, 2H),
6.18 (s, 2H), 4.45 (m,

C34H33BFgNsPPd

2H), 2.99 (s, 6H), 2.43 (s, 6H), 1.53 (s, 6H).
MS ESI (+) m/z calcd for §H33BF,NsPd [M + Na] 666.89; found 666.26
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IR (film, cm™): 1541, 1500, 1407, 1305, 1191, 1157, 1074, 1938, 837, 756,
721.

N MS ESI (+) m/z

E calcd for
i Orange solid CseHs3BFFeNsP,
Yield 65% Pd [M + Naf
CsHsyBFgFeN;P;pd | 1041.06;  found
MW = 1186,02 g/mol 1040.17

; IR (flm, cm™):

! ] 3215, 1541, 1508,

1471, 1434, 1409, 1307, 1193, 1157, 1067, 1027, 8¥%3 777, 734.

MS D-APCI (+) m/z calcd

MW =1029.21 g/mol

®
@; for CygHaoBFeNsPsPd [M
PFéiOrangesolid + H]" 1031.06; found
1Yield 84% 1030.15
C,4gH49BFgN;P;Pd

J

1.2.6. Synthesis of simple palladacycles
The ligand313 was synthesized according to the procedure destiit the

literature'®?

|
cl N
Me,NH

-
et

Et,0/H,0,R. T.,4h

313

To a solution of benzyl chloride (2 g, 15.8 mmokduiv.) in ether (15 mL) was
added a solution of 40% wt. aqueous dimethylamatetisn (3.56 g, 79 mmol,
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5 equiv.) at room temperature. After stirring foh 4t the same temperature, the
resulting mixture was transferred in a separatannél. The organic layer was
separated and the organic phase was extractedlWitaqueous hydrochloric
acid solution (15 mL). The aqueous phases werdettewith 2N aqueous
sodium hydroxide solution (15 mL). The mixture veadgracted with ether (2 X
15 mL) and the combined organic extracts were wasghth brine (1 x 15 mL).
The solution was dried over sodium sulfate and eotrated to obtaifN, N-
dimethyl benzylic amine (2.1 g, 15.53 mmol, 98%)cadorless liquid. This

crude product was used in the next step withodthéurpurification.

B '"H NMR (300 MHz, CDC)) & = 7.32-7.25
. | Colorless liquid (m, 5H), 3.43 (s, 2H), 2.25 (s, 6H).
i Yield 98% 13
; C NMR (75 MHz, CDCJ) & = 139.00,
| CoH}sN
MW= 13521 ginol| 12926, 128.36, 127.15, 64.55, 45.50.
313 IR (film, cm®): 1515, 1471, 1421, 1315,

1201, 1155, 1081, 978, 757, 708.

Palladacycl615was obtained by the same procedure as for 142

\~ N~
Pd(OAc)z \ 0 Ac LiCl (excess) N QI
Pd” » Pd
CeHg, 50°C, 16 h )2( Acetone, R. T.,5h )2(
314 315

In a 50 mL round bottomed flask was weighdd N-dimethylbenzylamine,
(dmba), and 313 (87 mg, 0.642 mmol, 1.2 equiv.) wdded followed by
Pd(OAc) (120 mg, 0.534 mmol, 1 equiv.), a magnetic stir dxad benzene (9
mL). The mixture was sonicated for 3 minutes, dmehtinert atmosphere of
argon was established. The flask was then wrappéailito protect from light.
The reaction mixture stirred overnight in a 50°Chaith. The reaction was then
cooled to room temperature and concentrated to ®fntlhe solution and hexane
(6 mL) was added. The flask was cooled to 0°C ahgated. The yellow solid
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formed was collectedia filtration to provide the acetate bridged dimed 3155
mg) as a bright yellow solid. It was dissolved atusated solution of acetone (5
mL) in LiCl. The mixture was stirred at room temgterre protected from light
overnight. The solvent was removed under reducessspre and the residue was
dissolved in CHCl, (10 mL) and filtered through a pad of celite. Tjeed of
celite was further washed with GEl, until it becomes clear. The solution was
concentrateéh vacuoto provide the chloride dimer 315 [Pd(dmba)(u-£1132

mg, 0.478 mmol, 89%) as a yellow solid.

N 'H NMR (300 MHz, CDCJ) § = 7.16 (d,
N Cl; Yellow solid J = 7.71 Hz, 1H), 6.97 (d) = 7.14 Hz,
P& iYie'd 89% 1H), 6.86 (m, 2H), 3.91 (s, 2H), 2.83 (s,
2 i C1sHp4ClN;Pd, 6H).
| 315 MW= gmol) u30 g (75 MHZ, CDGY) & = 147.03,

133.46, 125.22, 124.80, 121.64, 73.38, 52.95

MS ESI (+) m/z caled for GH».CLN.Pd, [(M-M), + Na]' 575.13; found 577.2
IR (film, cm™): 3055, 2914, 1602, 1577, 1446, 1269, 1209, 100a8, 983,
968, 848, 736.

Palladacycles 318 and 319 were obtained followiregygdame procedure as for

their corresponding bearing BODIPY moiety.

\ P \/

N _ NT L
N Cl L(2equiv.) \ d/
Pd > pd

Cl

-

g CH,Cl,, R.T., 16h

315
To a solution of complex 315 (70 mg; 0.134 mmoéduiv.) in CHCI, (5 mL)
was added the ligand (0.27 mmol; 2 equiv.). Thetiea mixture was refluxed
for 3 hours under argon atmosphere. It was filteredugh a pad of celite and
washed with CKECl,. The solvent was reducé@dvacuoto 2 mL. Hexane (5 mL)

was added to precipitate the product. It was catkdy filtration and washed
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with a minimum of cold hexane.

-

J

'H NMR (300 MHz, CDC)) § = 7.75-

\ EYe]]ow solid

N PPha'~,. 7.60 (m, 6H), 7.41-7.32 (m, 9H), 6.98
\ d/ 31Yield 89%
P “ EC27H27C]NPPd (d,J = 7.35Hz, 1H), 6.81 (t) = 7.23

MW = 53836 g/mol| 12 1H), 6.38-6.29 (m, 2H), 4.07 (6=

318 ; 2.03Hz, 2H), 2.85 (s] = 2.49 Hz, 6H).
¥C NMR (75 MHz, CDC)) & = 137.87,

135.06, 134.98, 134.80, 131.20, 129.96, 128.23,082423.85, 121.75, 73.21,

53.53

%P NMR (300 MHz, CDG)) & = 42.96

MS ESI (+) m/z calcd for §H,,CINPPd [M] 538.36; found 538.6

IR (film, cm™): 3049, 1579, 1479, 1433, 1265, 1184, 1093, 1998, 844, 730,

694.

, 'H NMR (300 MHz, CDCJ)) & =

L/ @ iYellow solid 8.87 (d,J = 5.01 Hz, 2H), 7.81 (1)
\Pd"N | Yield 92% = 7.59 Hz, 1H), 7.37 (] = 7.02 Hz,
1l CraHiCIN,Pd 2H), 6.98 (d,) = 4.26 Hz, 2H), 6.79-

319 (MW =335.17gmol} 6 74 (m, 1H), 5.99 () = 7.62 Hz,

1H), 3.97 (s, 2H), 2.93 (s, 6H).
*C NMR (75 MHz, CDC})) & = 153.74, 149.06, 147.68, 137.89, 132.31, 125.46,
125.29, 124.65, 121.74, 74.17, 52.87.
MS ESI (+) m/z calcd for GH1/N,Pd [M]" 319.72; found 319.1
IR (film, cm™): 2914, 2858, 1602, 1577, 1446, 1070, 983, 850, 760, 696
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Synthesis o173
It was obtained following a modified procedure negd in the literaturé®®
\ \
N~ _ N
\ JOAc NBu,OH (2 equiv.) \ OH
Pd > Pd
b Acetone, R.T., 1h X
2 2

To a solution of 314 (100 mg, 0.167 mmoles, 1 eduivacetone (1 mL) was
added NBYOH (222 uL, 0.333 mmoles, 2 equiv.) solution 1.5 M (40%) in
water. The reaction mixture was stirred at roompterature for 1 h at which
time a bright solid was formed. The reaction wasled to 0°C and the solid
was collected by filtration, washed with a minimwihacetone and water; and
dried on air. Yield: 49mg, 0.095 mmoles, 57%.

v 'H NMR (300 MHz,

N gl iWhite solid CDCl) & = 6.90 (m, 8H),
\‘Pd< Ny iYield57% 3.80 (s, 4H), 2.72 (s, 12H),
Q/ \N 1 C1gHa6N>0,Pdy -2.40 (s, 2H).
4‘743 7N\ EMW=515-25 gmoll |R  (film, cm): 3550,

© 1577, 1448, 1375, 1178,
1107, 987, 848, 736.

Synthesis ofi74
It was obtained following a modified procedure negd in the literaturé®®

| \
N__ PdCLL,DMSO (0.7 equiv.) N~

NaOAc (1.03 equiv.) \Pd C

'
X
MeOH/CH,Cl,, 40°C, 4h DMSO
313 474

To a solution of 313 (100 mg, 0.74 mmoles, 1 equivMeOH/CHCI,:1/1 (3
mL) was added PdeDMSO (132 mg, 0.518 mmoles, 0.7 equiv.) followed by
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NaOAc (63 mg, 0.76 mmoles, 1.03 equiv.) and thetun&xwas heated at 40°C
for 4 hours. It was concentrated. The crude complag washed successively
with MeOH and EfO, dried in vacuo to afford 474 as a white solidgelt 75
mg, 0.212 mmoles, 41%.

y *H NMR (300 MHz, CDCJ) § = 7.91

\ |
N\: cl EWhite solid (t, J=7.59 Hz, 1H), 7.16 (dl = 4.26
Pd\/ ' Yield 41% Hz, 2H), 7.01 (m, 1H), 3.92 (s, 2H),
DMSO 1 HigCINOPAS | 351 (s, 6H), 2.84 (s, 6H).
474 'MW = 354.20

1.2.7. Synthesis of dihydropyridines

The reported procedure was appltéd.

X

X X
m < Bropn— L. Na,8,04, NaHCO; UX
—bn—mm>» D I o e sl
N Reflux, 16h Tl\I gr H20.R.T., 4h N
X =CONH,, CN Bn ]'3n

Nicotinamide or 2-pyridinecarbonitrile (17 mmol,efjuiv.) was solubilized in
distilled acetonitrile (20 mL) and benzylbromideQ& mL, 17 mmol, 1 equiv.).
The reaction mixture was refluxed for 16 hours, anghite solid precipitated.
The reaction was cooled to room temperature antdhiether (20 mL) was
added to further precipitate the final productwis collected by filtration,
washed with diethyl ether (5 mL x 3), and air dried

r v 'H NMR (300 MHz, BO) & = 9.31 (s,

CONH, | ...
o , White powder | 411y 9 06 (dJ = 6.29 Hz, 1H), 8.85 (dt
s | Yield 89%
N7g; ! = 8.29, 1.39, Hz, 1H), 8.19 (dd,= 8.20,
Bn OB o Wz, 1H), 7.49 (m, SH), 5.80 (s, 2H)
399 E MW =293.16 ) ' T ' T ' )

. J ¥3C NMR (75 MHz, BO) § = 165.59,
146.21, 144.39, 134.01, 132.19, 130.27, 129.73382928.91, 65.32.
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o 1H NMR (300 MHz, BO) 5 = 9.41 (s, 1H), 9.21
X i White powder _ _
| | (d, J = 6.27 Hz, 1H), 8.95 (dt = 8.27, 1.41,
+2 _ 1 Yield 81%
NTg, 00" Hz, 1H), 8.27 (ddJ = 7.95, 6.48 Hz, 1H), 7.51
Bn 1 C3Hy BrN,
100 E MW = 275.14 (m, 5H), 5.91 (s, 2H).

¥C NMR (75 MHz, BO) & = 149.20, 148.11,
131.29, 130.42, 129.81, 129.70, 129.12, 114.17.27185.62.

Pyridinium bromide salts 399 or 400 (5.12 mmol,qlig.) was solubilized in
distilled water (30 mL) and NaHG{2.15 g, 25.58 mmol, 5 equiv.) was added.
Sodium dithionite Ng5,04 85% (5.24 g, 25.58 mmol, 5 equiv.) was then added
in small portions. The reaction mixture was stiregdroom temperature for 4
hours in the dark. The reaction mixture turned pegively from orange to
yellow as the yellow product precipitated. The fethsolid was filtered, washed
with cold water (5 mL x 3) and dried ovep® under vacuum to afford the

corresponding dihydropyridine.

1

H NMR (300 MHz, CDCJ) 6 = 7.38-7.19
CONH, ! Yellow powder ( <

U (m, 5H), 7.15 (dJ = 1.59 Hz, 1H), 5.75

iYie]d 73%
N N0 | (49,3 = 7.89, 161 Hz, 1H), 5.53 (bs, 2H),
BN o1 |MW=21426 | 4.75 (dtJ = 7.98, 3.41 Hz, 1 H), 4.28 (s,

2H), 3.16 (dd,J = 3.29, 1.58 Hz, 2H).
3C NMR (75 MHz, CDCJ) § = 170.27, 140.41, 137.42, 129.11, 127.91, 127.12,
103.38, 98.68, 57.62, 23.71.

CN! 'H NMR (300 MHz, CDCJ) 6 = 7.51-7.23 (m,

@/ ' Yellow powder 09 (d 32 97 (d

' Yield 71% 5H), 7.09 (d,J = 1.32 Hz, 1H), 5.97 (dqg] =

| 8.32, 1.59 Hz, 1H), 4.65 (di,= 8.23, 3.41 Hz,
1 Ci3H N, ) (
I MW = 196.25 1H), 4.32 (s, 2H), 2.98 (dd, = 3.39, 1.61 Hz,

2H).

3¢ NMR (75 MHz, CDCJ) 6 = 145.12, 137.91, 129.27, 128.97, 127.92, 127.62,
121.72,101.49, 76.12, 56.21, 22.78.
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1.3. Synthesis of bis-allyloxycarbonyl-protected rh odamine
110
It was synthesised from rhodamine 110 as previatessgribed®

H H
/\/O\H/N 0 N\H/O\/\
0 o)

0

O

126

Rhodamine 110 (200 mg, 0.545 mmol, 1 equiv.) wasatved in dry DMF (1.5
mL) under argon and cooled to 0°C. In a separatkflpyridine (154 pL, 1.9
mmol, 3.5 equiv.) was dissolved in DMF (0.5 mL). e solution containing
rhodamine 110 were added simultaneously the solsitontaining pyridine and
allylchloroformate (202 pL, 1.9 mmol, 3.5 equivrppwise. The resulting red
reaction mixture was allowed to warm to room terapee while stirring
overnight. Thereafter, EtOAc (10 mL) was addedhe inetallic red solution
which was transferred to a separatory funnel arnshe twice with 5% HCI (8
mL). Small amounts of saturated NaHC®@ere used to eliminate emulsion
formation. The ethyl acetate layer was collectedl @mbined with two further
ethyl acetate washings (10 mL each), washed witragd NaHC®@ (10 mL),
dried with anhydrous MgS©Qand concentrateich vacuo The resulting oil was
subjected to column chromatography on silica geh ViAE/EtOAc (2:1). The
resulting product 126 was isolated as a white 4a{86 mg, 0.273 mmol, 50%).
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White solid

Yield 50%
CrsH2oN>O7

MW =498.49 g/mol

H H
/\/O\H/N 0 N\H/O\/\
0 0

o)

O

126

'H NMR (300 MHz, DMSO-g) § = 10.08 (s, 1H), 8.02 (d} = 7.08 Hz, 1H),
7.77 (td,J = 7.09, 1.26 Hz, 1H), 7.71 (td= 7.09, 1.1 Hz, 2H), 7.56 (d,= 2.04
Hz, 2H), 7.26 (d) = 7.47 Hz, 1 H), 7.14 (dd,= 8.7, 2.1 Hz, 2H), 6.69 (d,=
8.67 Hz, 2H), 5.97 (m, 2H), 5.36 (ddtz 17.19, 1.65, 1.68 Hz, 2H), 5.23 (ddt,
=10.41, 1.53, 1.53 Hz, 2H), 4.62 (dt 5.43, 1.4 Hz, 4H).

¥%C NMR (75 MHz, DMSO-g) 5 = 168.70, 153.11, 152.53, 150.96, 141.47,
135.73, 133.06, 130.23, 128.55, 125.75, 124.79,812317.84, 114.50, 112.47,
105.13, 81.98, 64.97

MS ESI (+) m/z calcd for §H»,N,0; [M + Na]* 521.47; found 521.12

IR (film, cm™): 3320, 2940, 1762, 1614, 1529, 1521, 1409, 12882, 1054,
990, 870, 763.

1.4. Synthesis of N-allyloxycarbonyl-protected coumarine
The reported procedure was applied for the syrehesto 31037°
Cl OEt

H
H0\©/NH2 o} HO N \n/OEt
—>
THF, R.T., 3h 0

300
Ethyl chloroformate (1 g, 9.2 mmol, 1 equiv.) wakled in one portion to a
stirred suspension aframinophenol (1 g, 9.2 mmol, 1 equiv.) in dry THIO(
mL). A white precipitate (amine hydrochloride) foethafter five minutes. The
reaction mixture was stirred for 3 hours at roomrmperature. The reaction

progress was monitored by TLC. The hydrochloride weamoved by filtration.
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The filtrate was then evaporated to give grey amlorsolid. Further
crystallization from petroleum ether (20 mL) gay#on cooling (0°C) 300 as a
white solid. Yield 1.316 g, 7.26 mmol, 79%.

, 'H NMR (300 MHz, CDC}) &

HO B Rt | ield 9% =7.37 (s, 1H), 7.12 (@ = 8.1
Cf WO( | CoHy NO; Hz, 1 H), 6.91 (s, 1H), 6.72

300 F MW=18L19 g/moll s 11y) 6.63-6.55 (m, 2H),

422 (q,J = 7.14 Hz, 2H), 1.31 (0 = 7.14 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCJ) § = 157.05, 154.16, 138.97, 130.07, 110.81, 110.50,

106.01, 61.80, 14.58.

IR (film, cm)): 3392, 3218, 1693, 1602, 1552, 1532, 1452, 13@84, 1226,

1157, 1093, 1060, 975, 864, 773.

White solid

O O
_Et H
H HacMO 0.0 N_ _OFEt
HO N\n/OEt _ g
\©/ o EtOH/H,SO, : 7/3 X o
R.T., 5h
300 302

3-hydroxyphenylurethane 300 (750 mg, 4.14 mmolgudive) was suspended in
ethanol (14 mL) and cooled to 0°C. Sulfuric acidnig) was added and the
cooler bath was removed. Ethyl acetoacetate (64,768 UL, 4.97 mmol, 1.2
equiv.) was added and the reaction mixture waredtiat room temperature for
5h. The reaction progress was monitored by TLC. dlaar yellow solution was
poured into ice cold water (50 mL). A voluminous¥wn crystalline precipitate
was directly formed. It was filtered and crystadlizfrom ethanol to give 7-
carbethoxy aminocoumarin 302 as a light brown calolid. Yield 746 mg,
3.017 mmol, 73%.
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i , 'H NMR (300 MHz,
H . Brown solid
0.0 N\”/OEti Yield 73% DMSO-d) & = 10.12 (s,
. ) | CisH,NO, 1H), 7.66 (dJ = 8.67 Hz,
| MW =247.25 g/mol| 1H), 7.53 (s, 1H), 7.39 (d,
302 J=8.67 Hz, 1H), 6.20 (s,

1H), 4.16 (qJ = 7.08 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.26 Jt= 7.08 Hz, 3H).

*C NMR (75 MHz, DMSO-¢) 5 = 160.17, 153.92, 153.43, 153.30, 142.96,
126.05, 114.34, 114.32, 111.90, 104.43, 60.79,614.0.47.

IR (film, cm™): 3245, 1716, 1681, 1616, 1599, 1533, 1421, 12880, 848,
721.

H
0.0 N\n/OEt O0x© NH,
N o H,SO,/AcOH: 1/1
302 Reflux, 4h 310

7-carbethoxy aminocoumarin 302 (500 mg, 2.022 mmal refluxed for 4h in
a mixture of concentrated,HO, and glacial acetic acid (1:1, 4 mL). On cooling,
a yellow precipitate was deposited. The reactiortungé was poured into ice
cold water (15 mL) and allowed to stand overnigfite resulting suspension
was made slightly alkaline with 50% aqueous NaOHeurtold conditions. The
brown precipitate formed was then filtered and vealstvith ice cold water (3 x
5 mL). Crystallization from ethanol yielded 310abrown colored solid. Yield
265 mg, 1.511 mmol, 75%.

0 ] 'H NMR (300 MHz, DMSO-g) 8
: Brown solid

Oy O NHy, Vield 75% = 7.39 (d,J = 8.55 Hz, 1H), 6.55
] o
& EC10H9N02 (d,J = 8.49 Hz, 1H), 6.39 (s, 1H),
310 | MW = 175.18 g/mol |  6.11 (s, 2H), 5.89 (s, 1H), 2.29 (s,

3H).
¥C NMR (75 MHz, DMSO-g) 5 = 160.75, 155.46, 153.77, 153.09, 126.22,
111.17, 108.83, 107.46, 98.50, 18.02.
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MS APCI (+) m/z [M + H] 176.3.
IR (film, cm®): 3438, 1695, 1681, 1604, 1542, 1396, 1147, 1862, 829

Synthesis oN-allyloxycarbonyl-protected coumarin

Oy O NH, Y N o o o
_° . ) G
X Pyr N O

7-amino coumarin 310 (500 mg, 2.854 mmol, 1 equival dissolved in dry
DMF (3 mL) and pyridine (575 pL, 7.13 mmol, 2.5 aguwas added. The
mixture was cooled to 0°C and allylchloroformat&44uL, 4.282 mmol, 1.5
equiv.) was added drop wise. The cooler bath wa®ved and the reaction was
stirred for 16 h under argon atmosphere at roompéeature. DMF was
evaporatedn vacuoand the residue was diluted with ethyl acetatenfL). The
organic layer was washed with 1M HCI (1x 10 mL)jedrover NaSQ,, filtered
and concentrated to yield the allyl coumarin 44@ asown solid. Yield 707 mg,
2.727 mmol, 95%.

'H NMR (300 MHz,

0. 0 ETO\/\E Vield 050 DMSO-d) & = 10.23
Q S | C\aH,3NO, (s, 1H), 7.65 (d)) =

| MW =259.26 g/mol| 8:7 Hz, 1H), 7.52 (d,

J = 2.04 Hz, 1H),

7.38 (dd,J = 8.7, 2.13 Hz, 1H), 6.21 (d,= 1.2 Hz, 1H), 5.99 (ddt] = 17.19,

10.41, 5.53 Hz, 1H), 5.37 (dd= 17.19, 1.68 Hz, 1H), 5.25 (ddl= 10.38, 1.62

Hz, 1H), 4.64 (dt) = 5.52, 1.36, 2H), 2.36 (d,= 1.17 Hz, 3H).

¥%C NMR (75 MHz, DMSO-g) 5 = 160.01, 153.79, 153.11, 152.98, 142.69,

132.95, 125.95, 117.95, 114.33, 114.20, 111.89,38045.10, 17.96.

MS ESI (+) m/z GH13NO4 [M + NaJ', 282.1.

IR (film, cm™): 3263, 1724, 1687, 1616, 1537, 1421, 1353, 1983, 844, 709.

i Brown solid

440
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1.5. Synthesis of N-allyloxycarbonyl-protected sunitinib

NEt
2 o)

Cl)J\O/\/

Cs,CO3 DMF
0°C-R.T., 16h

NEt,

In a dried round bottomed flask, sunitinib (100 @51 mmol, 1 equiv.) was
solubilized in dry DMF (3 mL). An argon atmosphemas established and
CsCO; (204 mg, 0.627 mmol, 2.5 equiv.). The mixture vetisred at room
temperature for 15 min. It was cooled to 0°C argl ahloroformate (40 pL,
0.376 mmol, 1.5 equiv.) was added dropwise. Theti@amixture was stirred
at the same temperature for 30 minutes. It waswalioto stir at room
temperature overnight. DMF was removeéd vacuo and the residue was
dissolved in CHCIl,/MeOH: 9/1 (10 mL) and saturated aqueous solutibn o
NH4CI (8 mL) was added. The aqueous layer was exttastth a mixture of
CH.CI,/MeOH: 9/1 (2 x 10 mL). The combined organic layeese dried over
MgSQ,, filtered and concentrated. The orange residue puaified over flash
column chromatograph GBIl,/MeOH (95/5) to give 461 as an orange solid.
Yield 54 mg, 0.112 mmol, 45%.
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'H NMR (300
MHz, CDCH)
Orange solid § = 12.81 (s,
Yield 45% 1H), 7.92 (tJ
Ca6H31FN4O4 = 546 Hz,
W =482.56 g/mol | 1H), 7.72 (dd,
J =894, 456
Hz, 1H), 7.10
(dd, J = 8.43,
2.58 Hz, 1H), 6.86 (td] = 8.97, 2.58 Hz, 1H), 6.09 (ddt= 17.19, 10.44, 5.82
Hz, 1H), 5.53 (dg) = 17.19, 1.41 Hz, 1H), 5.37 (dd= 10.44, 1.17 Hz, 1H),
4.93 (dt,J = 5.82, 1.32, 2H), 3.86-3.81 (m, 2H), 3.24)t 5.55 Hz, 2H), 3.12
(9, =7.29 Hz, 4H), 2.56 (s, 3H), 2.49 (s, 3H), 1.8T € 7.29 Hz, 6H).
*C NMR (75 MHz, CDC})) § =167.46, 165.65, 158.80, 150.80, 140.21, 132.77,
131.80, 131.29, 126.41, 124.78, 120.21, 116.51.421313.01, 111.93, 104.27,
103.93, 67.88, 52.00, 47.50, 36.29, 14.45, 11.6@G11
MS ESI (+) m/z calcd for §H3:FN,O, [M + H]" 483.56; found 483.24.
IR (film, cm™): 3369, 2927, 1768, 1569, 1475, 1315, 1272, 1099,

1.6. Synthesis of bioactivables prodrugs  via the Tsuji-Trost
reaction

1.6.1. Synthesis of allylic esters
The product 470 was synthesized following the reggbproceduré®
Boc,O (1.1 equiv.)

H,N" """ 0H > BocHN” " “OH
CH,Cl, R.T., 16h 470

In a dried round bottomed flask, 3-amino-propan-1 g, 26.62 mmol, 1
equiv.) was solubilized in Ci&l, (35 mL) under an argon atmosphere and di-
tert-butyl dicarbonate (6.4 g, 29.29 mmol, 1.1 equivaswadded at room
temperature. Triethylamine (5.55 mL, 39.94 mmog &quiv.) was added and
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the mixture was stirred at room temperature for. Tgte reaction mixture was
guenched with 3M aqueous HCI (15 mL) and the twaspks were separated.
The aqueous layer was extracted with ethyl ac€Paxe20 mL). The combined
organic layers were washed with saturated aque@i$Cd; (1 x 20 mL) and
brine (1 x 20 mL), dried over MgS@nd concentrateoh vacuo The residue
was purified by silica gel column chromatographi/{&cOEt: 4/1) to afford 3-
[N-(tert-Butoxycarbonyl)amino]-propan-1-ol 3 470 as colssleil. Yield 3.87
g, 22.1 mmol, 83%.

: 'H NMR (300 MHz, CDC)) 6 =

i 3.59 (t,J = 5.79 Hz, 2H), 3.20 (1,
| oty NO; J = 6.12 Hz, 2H), 1.62 (tt) =
; 6.15, 5.70 Hz, 2H), 1.38 (s, 9H).
' 13C NMR (75 MHz, CDCJ) & =

BocHN” >""OH

470

157.11, 79.51, 59.34, 32.73, 28.40, 27.41.
IR (film, cm™): 3434, 3413, 3371, 3359, 3301, 3290, 3093, 29937, 1687,
1519, 1392, 1365, 1249, 1120, 1043.

The aldehyde 471 was synthesized following the ntepgproceduré®?

DMSO (3 equiv.)
(COCI), (1.5 equiv.)

Et;N (5 equiv.)
BocHN™ " OH > BOCHNMO
CH,Cl, -78°C, 2h

470 471

In a round bottomed flask, dimethyl sulfoxide (3rb&, 42.0 mmol, 3 equiv.)
was diluted in CHCI, (70 mL) under argon atmosphere and the flask wakedo
at -78°C. Oxalyl chloride (1.94 mL, 21.0 mmol, &&uiv.) was added dropwise
and the resultant mixture was stirred for 20 mithat same temperature. IS-[
(tert-Butoxycarbonyl)amino]-propan-1-ol 3 470 (2.6 g,84nmol, 1 equiv.) in
a solution of CHCl, (6 mL) was added in a dropwise fashion. The reacti
mixture was stirred at -78°C for 1h30 min and byéamine (9.67 mL, 70.0
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mmol, 5 equiv.) was added. The reaction was allowedvarm to room
temperature and stirred for 30 minutes. It was gbed with 3M aqueous HCI
(10 mL) and the two phases were separated. Theoaguayer was extracted
with ethylacetate (2 x 20 mL). The combined orgdaiers were washed with
saturated NaHC&(1 x 20 mL) and brine (1 x 20 mL), dried over MgSd
concentrated in vacuo to afford the corresponding 8H(tert-
Butoxycarbonyl)amino]-propanal 471 (2.531 g, 14nfihol, 97%) as a colorless
liquid. It was used in the next step without furtparification.

Y 'H NMR (300 MHz, CDC)) & =

i Colorless liquid
| 9.73 (t,J = 6.07 Hz, 1H), 3.38 (td]
! Yield 97%

BocHN ™ "0 Yield 97% = 6.00, 5.94 Hz, 2H), 2.67 (4 =
: C8H15N03

471 5.85 Hz,2H), 1.39 (s, 9H).

¥C NMR (75 MHz, CDG)) & =
199.35, 154.81, 79.41, 44.07, 33.45, 28.26.

IR (film, cm™): 3348, 2977, 1699, 1685, 1517, 1392, 1363, 13303, 1274,
1247, 1145, 995, 860, 767, 651.

I MW = 173.21 g/mol

The aldehyde 584 was obtained from the methodatbdlye literature®

DIBAL-H
Br\/\/ CO2Et > Br\/\/CHO
CH,Cl,, -78°C, 1h 584, 97%

In a round bottomed flask the ester (1.5 g, 7.6%mnequiv.) was solubilized
in CH,CI, (24 mL) and cooled at -78°C. The DIBAL-H (7.77 mima&.01

equiv.) was added in a drop wise fashion. The i@aatas stirred at the same
temperature for 1 h. aqueous solution 3M HCI (20) mlas added and the
reaction mixture was allowed to warm at room terapee and stirred for 1 h.
The aqueous layer was extracted with,CH (20 mL x 3). Organic layers were
washed with saturated solution NaCl (15 mL), diedr MgSQ, filtrated and

concentrated to afford the 584 aldehyde as a eseiiquid. Yield 1.124 g, 7.44

mmol, 97%.
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H NMR (300 MHz, CDC}) 5 = 9.81 (s, 1H), 3.45 (= 6.5 Hz, 2H), 2.68 (dd,
J=7.03, 1.03 Hz, 2H), 2.19 (m, 2H).

Reported procedures were applied for the syntldsisters 472 and 588>’
NaH (1.5 equiv)

Triethyl phosphonoacetate (1.5 equiv)
n THF, -78°C,2 h n
X =NHBoc, Br n=2,3

In a dried round bottomed flask, NaH 60% dispersiomineral oil (859 mg,
21.47 mmol, 1.5 equiv.) was suspended in THF (90) mbder an argon
atmosphere and cooled to 0°C. Triethyl phosphoriateg4.26 mL, 21.47
mmol, 1.5 equiv.) was added and the mixture wamesti at the same
temperature for 10 minutes. The Wittig mixture wamoled to -78°C and a
solution of aldehyde 471 or 584 (14.3 mmol, 1 equir THF (5 mL) was
added. The reaction mixture was stirred at -78%C1lftn and warmed to room
temperature for an additional 1 h. It was quenchétth saturated aqueous
NH4Cl (20 mL) and the two phases were separated. Goeoas layer was
extracted with diethyl ether (2 x 20 mL). The condd organic layers were
washed with brine (1 x 20 mL), dried over MgSéhd concentrateith vacuo
The crude product was purified by silica gel colunshromatography
(PE/ACOEL: 9/1) to afford the corresponding esters.

'H NMR (300 MHz,

| Yellow ol CDCL) & = 6.89 (dt,J =
s COEL! vt 770
BocHN ™ 250 Yield 77% 15.72, 7.11 Hz, 1H), 5.87
1 C1oHyNOy
472 | (dt, J = 15.69, 7.12 Hz,
t MW =243.30 g/mol
! ) 1H), 4.23 (q,d = 7.11 Hz,

2H), 3.26-3.23 (m, 2H), 2.43-2.37 (m, 2H), 1.4198l), 1.27 (tJ = 7.11 Hz,
3H).

%C NMR (75 MHz, CDC})) 6 = 163.37, 155.89, 145.46, 123.51, 79.51, 60.44,
39.15, 32.90, 28.47, 14.35.
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IR (film, cm): 3369, 2977, 1710, 1654, 1521, 1392, 1369, 13269, 1247,
1110, 1041, 975, 854, 705.

'H NMR (300 MHz,

1 Yellow oil
ro CDCl) 6 = 6.91 (dt,J =
BTM/COZEt: Yield 90%
585 EC8H13BT02 15.47, 7.05 Hz, 1H), 5.88

MW =221.09 mol | (dt;J = 15.62, 1.58 Hz, 1H),
4.19 (q,d = 7.35 Hz, 2H),
3.43 (t,J = 6.46 Hz, 2H), 2.39 (dq,= 7.02, 1.63 Hz, 2H), 2.02 (4,= 7.14 Hz,
2H), 1.29 (tJ = 7.23 Hz, 3H).

¥%C NMR (75 MHz, CDCJ) 8 = 166.56, 146.87, 122.75, 60.46, 32.71, 30.94,
30.56, 14.40.

MS APCI (+) m/z GH1.BrO, [M + H]", 223.0.

The product 473 was obtained as described in térafure'*?

Boc,O (1.1 equiv.)
O

DMAP (0.1 equiv) /)
dNH CH,CN, RT, 3h E%NBOC

473

In a round bottomed flask, pyrrolidinone (2 g, 23rBnol, 1 equiv.) was
solubilized in CHCN (45 mL) under an argon atmosphere. tét-butyl
dicarbonate (5.64 g, 25.85 mmol, 1.1 equiv.) wadeddfollowed by DMAP
(287 mg, 2.35 mmol, 0.1 equiv.). The reaction mietwas stirred for 2 h at
room temperature. All volatiles were removed uneeluced pressure and the
residue was diluted with EtOAc (30 mL). The solatiwas washed with 30 (1

x 20 mL) and brine (1 x 20 mL). The organic layeaswdried over N&O,,
filtered, and concentrateth vacuo The residue was purified by silica gel
column  chromatography  (EP/AcOEt: 2/1) to  affordN-tert-
butoxycarbonylpyrrolidinone 473 as a yellow oil.e¥d 3.92 g, 21.1 mmol,
90%.
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o | Yellowoi 'H NMR (300 MHz, CDC}) & = 3.70 (m,
' Yield 90% 2H), 2.49 (m, 2H), 1.98 (m, 2H), 1.49 (s,
ifNBoc CoH;sNO; 9H)
473 Mw=18522 g/imol| © NMR (75 MHz, CDC)) & = 174.40,

150.33, 82.84, 46.56, 33.05, 28.11, 17.49.
IR (film, cm™): 2977, 1778, 1747, 1706, 1458, 1365, 1290, 12328, 1137,
1043, 1016, 939, 846, 777, 700.

The product 474 was synthesized following the pdoce describedf®

?  DIBAL-H(12equiv) 1
E/fNBoc THE, -78°C, 2h o EéNBoc
473 474

In a round bottomed flask, 473 (3.8 g, 20.51 mrhatquiv.) was solubilized in
anhydrous THF (50 mL) under an argon atmospherecaoted at -78°C. A
solution of DIBAL-H 1M in toluene (24.6 mL, 24.61#mol, 1.2 equiv.) was
added dropwise and the reaction mixture was stifed2 h at the same
temperature. The reaction was quenched with satlirpbtassium carbonate
solution (5 mL) at -78°C. The mixture was transdrto the flask containing
saturated aqueous NElI (30 mL) and ether (30 mL). The mixture was akaw
to warm to room temperature and stirred until thigkite gel was formed.
Thereafter, the mixture was filtered through ategliad of ether. The mixture
was separated and the aqueous layer was extradteéther (2 x 30 mL). The
combined organic layers were washed with saturatpeeous NECI (1 x 20
mL), H,O (1 x 20 mL) and brine (1 x 20 mL), dried over,N& and
concentratedin vacuo. The residue was purified by silica gel column
chromatography (PE/EtOAc: 2/1) to afford 474 artess oil. Yield 2.96 g,
1.58 mmol, 73%.
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H NMR (300 MHz, CDCJ) § = 5.47 (LH,

OH | Vield 73% s), 3.51-3.43 (m, 2H), 2.06-1.76 (m, 4H),
EéNBoc | CoH 7NO; 1.44 (s, OH).

4 MW= 18724 g/mol ¥%C NMR (75 MHz, CDCJ) & = 155.20,
81.65, 80.10, 45.92, 33.21, 28.54, 22.47.
IR (film, cm'l): 2980, 1710, 1428, 1375, 1293, 1187, 1045, 1937, 850, 780,
709.

The 475 ester was synthesized following the proeeiiuthe literaturé®®

o
OH Ph3PvJ\OEt(1-2 equiv.)
> BOCHNMCOzEt

E Colorless oil

NBoe o1, 100°C, 16h
474 475

In a round bottomed flask, 474 (2 g, 10.68 mmogqliv.) was solubilized in
toluene (25 mL). Ethoxycarbonylmethylenephosphor@ghé46 g, 12.81 mmol,
1.2 equiv.) was added and the reaction mixture stiaed at 100°C for 16 h.
The reaction was allowed to cool to room tempeeatind diluted with EtOAC
(20 mL), washed with b© (1 x 20 mL) and brine (1 x 20 mL). The organic
layer was dried over N8O, and concentrateih vacuo The residue was
purified by silica gel column chromatography (PEJBt: 1/1) to afford 475 as
a yellow oil. Yield 2.415 g, 9.38 mmol, 88%.

'H NMR (300 MHz,

' Yellow oil
! CDCl) & = 6.94 (dt,J
BocHN. _~ X CO:Et | vield 88% )
i = 15.63, 6.93 Hz, 1H),
1 Ci3Hy3NO,
475 : 5.83 (dt,J = 15.66, 1.7
1 MW = 257.33 g/mol

Hz, 1H), 4.18 (q,J =
7.11 Hz, 2H), 3.15-3.12 (m, 2H), 2.23 (dt= 8.40, 8.1 Hz, 2H), 1.65 (tf, =
7.38,7.17 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.28)& 7.14 Hz, 3H).

%C NMR (75 MHz, CDC})) 5 = 166.62, 156.03, 148.09, 121.96, 79.37, 60.32,
40.11, 29.54, 28.63, 28.49, 14.35.
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IR (film, cm): 3379, 2975, 2933, 1689, 1654, 1519, 1390, 13865, 1249,
1159, 1118, 1097, 1039.

1.6.2. Reduction of allylic esters to their
corresponding alcohols

X CO-Et DIBAL-H (2.3 equiv.) X
T2 > TMN"on
n THF, -78°C, 2 h n=213
X = NHBoc, Br ’

In a dried round bottomed flask, allylic ester 4445 or 585 (10 mmol, 1
equiv.) was solubilized in THF (15 mL) under an@argtmosphere. The flask
was cooled to -78°C and 1 M solution of diisobutytainium hydride (23 mL,
23.0 mmol, 2.3 equiv.) was added dropwise anddhetion mixture was stirred
at the same temperature for 2h. The reaction wanaped with saturated
aqueous potassium carbonate (5 mL) at -78°C. Theurei was transferred to a
flask containing saturated aqueous /AH(20 mL) and ether (20 mL). The
resulting mixture was allowed to warm to room temapgre and stirred until
thick white gel was formed. The mixture was fil@rnrough a Celite pad of
ether. The filtrate was separated and the aqueyes Wwas extracted with ether
(2 x 25 mL). The combined organic layers were weshith saturated aqueous
H,O (1 x 20 mL) and brine (1 x 20 mL), dried over,8&, and concentrateid
vacuo. The residue was purified by silica gel column chatography
(PE/EtOAC: 1/1) to afford the corresponding alhdicohols.

'H NMR (300 MHz,

| Yellow oil CDCl) 5 = 5.69 (tg,J =
“ | Yield 79% 6.62, 5.43 Hz, 2H), 4.11 (d,
BocHN™ >""X""0j |
:C10H19NO3 J =5.43 Hz, 2H), 3.18 (1]
476 | MW =201.26 g/mol | = 6.62 Hz, 2H), 2.24 (d

= 6.48, 6.12 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H).
C NMR (75 MHz, CDCJ) § = 156.13, 131.73, 129.15, 79.43, 63.47, 60.54,
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32.94, 28.53.
IR (film, cm™): 3369, 3346, 3294, 2975, 2927, 1749, 1741, 11837, 1392,
1363, 1334, 1087, 1000.

'H NMR (300 MHz,
| Yellow oil CDCl) § = 5.72-5.62

; Yield 82% (m, 2H), 4.08 (dJ =
BocHN_ _~_ X~ !
OH:C11H21N03 4.23 Hz, 2H), 3.14-

477

| MW =215.29 g/mol | 3:10 (m, 2H), 2.10
(dt,J = 7.57,5.73 Hz,

2H), 1.57 (ttJ = 7.20, 7.08 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H).

C NMR (75 MHz, CDCJ) § = 156.13, 131.91, 130.00, 79.37, 63.60, 40.17,
39.6, 29.47, 28.52.

IR (film, cm®): 3321, 3303, 3292, 2975, 2931, 1687, 1681, 15347, 1392,
1365, 1271, 1249, 1164, 1087, 999.

_ 'H NMR (300 MHz, CDC))
' Yellow oil
. « ! Vield 73% § = 5.70-5.64 (m, 2H), 4.09
NTNN0H! o Bro (d,J = 4.51 Hz, 2H), 3.40 (t,
586 | MW = 179.05 gimol | J = 6.72 Hz, 2H), 2.20 (dd}

= 6.94, 5.68 Hz, 2H), 1.94
(quintet,J = 6.74 Hz, 2H), 1.51 (s, 1H).
*C NMR (75 MHz, CDC}) 5 = 130.81, 130.59, 63.63, 33.22, 32.05, 30.62.
MS APCI (+) m/z GH1:BrO [M + H]", 181.0.
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1.6.3. Activation of allylic alcohols

PNPCI (1.1 equiv.)

X Pyr (2 equiv.) /©/
AN
W CH,Cl, 0°C-R.T., 16 h XM/\/\OJJ\

X =NHBoc, Br n=2,3

In a round bottomed flask, allylic alcohols 476,74@r 586 (2.09 mmol, 1
equiv.) were solubilized in C}&l, (5 mL) under an argon atmosphere. The flask
was cooled to 0°C ang-nitrophenyl chloroformate (410 mg, 2.3 mmol, 1.1
equiv.) was added followed by pyridine (34Q, 4.18 mmol, 2 equiv.)
dropwise. The reaction mixture was stirred at thenes temperature for 40
minutes, warmed and stirred at room temperaturel@@h. The mixture was
transferred in a separatory funnel containing EtQ8@ mL) and saturated
aqueous solution of Y€1 (15 mL). The phases were separated and the agueo
layer was washed with saturated aqueous solutida,@0; (1 x 15 mL), HO

(1 x 15 mL) and brine (1 x 15 mL), dried overJS@, filtered and concentrated
in vacuo The residue was purified by silica gel column ochatography
(PE/EtOAC/CHCI,: 90/5/5) to afford the corresponding carbonates.

| White solid 'H NMR

o Q ! Yield 75% (300

BocHN /\/\/\OJ\O C17H;uN,07 MHz,
480 | MW = 366,37 g/mol CDCL) &

= 8.27 (d,

J = 8.88 Hz, 2H), 7.37 (d] = 8.91 Hz, 2H), 5.90-5.81 (m, 2H), 5.78-5.67 (m,
2H), 4.74 (d,J = 6.33 Hz, 2H), 4.68 (bs, 1H), 3.21 (dt= 6.42, 1.59 Hz, 2H),
2.29 (dt,J = 6.72, 6.66 Hz2H), 1.43 (s, 9H).

13C NMR (75 MHz, CDCJ) & = 155.96, 152.44, 134.93, 125.66, 125.42, 124.86,
121.92, 121.79, 79.81, 69.68, 39.67, 33.06, 28.51.

MS ESI (+) m/z GH»:N,0; [M + NaJ*, 389.13.

IR (film, cm)): 3427, 2977, 1766, 1693, 1616, 1593, 1519, 14852, 1392,
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1365, 1338, 1247, 1201, 1163, 1110, 1039, 1012, ¥, 862, 775, 754.

H
NO, | White solid
rYl1e (4
BOCHN\/\/\/\ |
N7 000 1 C18H24N 07 (300
481 | MW =380.39 g/mol|  MHZ,

CDCl) 6 = 8.25 (d,J = 9.21 Hz, 2H), 7.36 (d] = 9.21 Hz, 2H), 5.91-5.83 (m,
1H), 5.70-5.63 (m, 1H), 4.69 (d,= 5.79 Hz, 2H), 4.67 (bs, 1H), 3.13-3.08 (m,
2H), 2.10 (dtJ = 7.17, 5.67, 2H), 1.58 (tI,= 7.26, 7.23 Hz, 2H)..42 (s, 9H).

%C NMR (75 MHz, CDC}) 5 = 155.66, 152.41, 137.57, 126.22, 125.37, 123.15,
121.91, 115.70, 79.85, 65.38, 40.08, 29.51, 22844,

MS ESI (+) m/z GgH.4N,O7 [M + NaJ', 403.2.

IR (film, cm™): 3411, 2933, 1766, 1685, 1616, 1593, 1517, 15@84, 1450,
1392, 1365, 1338, 1288, 1247, 1205, 1197, 1166],11610, 1039, 1012, 972,
918, 860, 775.

. NO, White solid
i, I /©/ ' Yield 87%
r\w\ I

587 MW = 344.16 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDCJ) & = 8.27 (dJ = 9.33 Hz, 2H), 7.38 (dl = 9.33 Hz,
2H), 5.85 (dtJ = 15.32, 6.66 Hz, 1H), 5.78 (di,= 15.43, 1.57 Hz, 1H), 4.72
(dd,J = 6.39, 1.05 Hz, 2H), 3.41 @,= 6.66 Hz, 2H), 2.26 (4] = 7.11 Hz, 2H),
1.98 (quintet) = 6.69 Hz, 2H).

¥C NMR (75 MHz, CDCJ) 6 = 155.68, 152.46, 145.52, 136.47, 125.46, 123.97,
121.93, 69.78, 32.95, 31.59, 30.65.

HRMS (ESI): Calctd for GH;4/NOsBrNa: 366.01, found 365.99.
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1.6.4. Synthesis of the prodrug through linker
strategy

1.6.4.1. Synthesis of the ligand connected to the
fluorophore

The product 490 was obtained following the procedfrthe literaturé®

g Boc,0 (0.32 equiv.) I%OC
N~ = N~
H CH,Cl,, 0°C-R.T., 16h H
490

In a dried round bottomed flask, the commercialgitable N, N-dimethyl-
ethylenediamine (1 g, 11.34 mmol, 3 equiv.) wasaliged in CHCI, (15 mL)
and the solution was cooled to 0°C by ice water.s@dution of ditert-
butylcarbonate (830 mg, 3.77 mmol, 1 equiv.) in,CH (9 mL) was added
dropwise under an argon atmosphere. As the addiimied, the reaction was
allowed to warm to room temperature and was stifwed 6 h. The reaction was
quenched by the addition o, (15 mL) and the agueous layer was extracted
by EtOAc (3 x 20 mL). The combined organic layeerevwashed with brine (1

x 20 mL) and dried over MgSOAfter filtration, the solvent was removed under
reduced pressure to afford the mono-Bdt- N'-dimethyl-ethylenediamine

compound 490 as a pale yellowish oil. Yield 615 &hg66 mmol, 62%.

Yellowish oil

, H NMR (300 MHz, CDCJ) 6 = 3.30 (t,
Boc i =
/N\/\N/ | Yield 62% J=6.62 Hz, 2H), 2.85 (s, 3H), 2.70 {t,
H i CoHaoN,0, = 6.59 Hz, 2H), 2.42 (s, 3H), 1.43 (s,

490 MW = 18827 g/mol| 9H).

3¢ NMR (75 MHz, CDCJ) § = 156.09,
79.55, 49.78, 48.26, 36.38, 34.75, 28.54.
IR (film, cm): 2974, 2931, 1780, 1689, 1479, 1456, 1427, 13885, 1249,
1157, 1130.
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Triphosgene (1.1 equiv.)

Boc Et;N (1.1 equiv.) Boc j\
/N\/\N/ > /N\/\N cl
H Tol, 0°C-RT, 16h |
490 491

In a dried round bottomed flask, triphosgene (9@f, 8038 mmol, 1.1 equiv.)
was solubilized in toluene (8 mL) under an arganasphere and the solution
was cooled to 0°C. A solution of 490 (520 mg, 2mM&ol, 1 equiv.) and
triethylamine (422 pL, 3.038 mmol, 1.1 equiv.) dised in toluene (5 mL)
were added dropwise. The reaction mixture waseskiat the same temperature
for 1 h and allowed to warm to room temperaturee Téaction was stirred at
room temperature for 16 h. The suspension wasditeff and the solvent was
removedin vacuo The crude product was purified by silica gel oofu
chromatography (PE/EtOAC: 6/4) to afford 491 aslartess oil. Yield 460 mg,
1.83 mmol, 66%. It was quickly used in the nexpste

'H NMR (300 MHz, CDC)) & =
Colorless oil

Boc ; )
N~ gy vield 66% 3.65-3.40 (m, 4H), 3.14 (s, 2H),

| C.oH1oCIN,O 3.06 (s, 1H), 2.89-2.80 (m, 3H),
491 MW =250.72 g/mol| 1.45 (s, OH).

3C NMR (75 MHz, CDCJ) § = 154.83, 145.17, 79.71, 50.49, 48.41, 46.11,
45.26.

MS ESI (+) m/z GoH1sCIN,O3 [M + NaJ', 273.1.

IR (film, cm®): 2975, 1730, 1677, 1479, 1452, 1423, 1392, 13888, 1251,
1209, 1139, 1078, 1054, 1043, 939, 869, 819.
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The produc#92was obtained as described in the literattite.

JOHE
b BT e R O
Y b pyrT, 160 7 N 0 0”70
491 492

In a round bottomed flask, 491 (400 mg, 1.6 mmadgliiv.) was solubilized in
dry pyridine (1 mL) under an argon atmosphere amtballiferone (198 mg,
1.22 mmol, 0.77 equiv.) was added. The reactiorturéxwas stirred for 16 h at
room temperature. The mixture was then diluted VEIOAC (15 mL) and
quenched with aqueous solution of 1M HCI (10 mL)teA separation, the
aqueous layer was washed successively with anqibion of aqueous 1M
HCI (10 mL) and brine (10 mL). The organic layersadried over anhydrous
NaSQy, filtered and concentratdd vacuo The residue was purified by silica
gel column chromatography (PE/EtOAC: 7:3) to affé@® as a colorless resin.
Yield (430 mg, 1.14 mmol, 93%).

, 'H NMR (300
Colorless resin

Boc JCJ)\ /@E\l E Yield 93% MHz, CDCk) 6 =
| MW = 376.40 g/mol| HZ» 1H) 7.46 (d,

J = 8.40 Hz, 1H),
7.12-7.07 (m, 2H), 6.37 (d,= 9.54 Hz, 1H), 3.57-3.47 (m, 4H), 3.14-3.05 (m,
3H), 2.92-2.89 (m, 3H), 1.44 (s, 9H).

13C NMR (75 MHz, CDCJ) § = 170.85, 160.32, 154.41, 153.43, 142.98, 128.40,
118.34, 115.36, 115.30, 109.98, 79.68, 60.14, 33024, 28.4, 20.84, 14.02.

MS ESI (+) m/z GoH24N,05 [M + NaJ*, 399.2.

IR (film, cm™): 3298, 2921, 1778, 1695, 1616, 1581, 1510, 14445, 1352,
11342, 1261, 1188, 1134, 1108, 1095, 1076.

492
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Removal of the Boc protecting group: synthesismifrmnium salts 493

®
AN
J\ /@El CHCL/TFAL 1 j\ m
- \/\N /@\/\N (0] (0) O

R.T., 1h
TFA |

In a round bottomed flask, 492 (380 mg, 1.01 mmal} dissolved in C}Cl, (2
mL) and trifluoroacetic acid (2 mL) was added. Tiesulting solution was
stirred at room temperature for 3h30 min. The feactvas monitored for
completion by TLC and the mixture was concentraleifluoro acetic acid was
removed under high vacuum to afford the correspandiFA salt, N-
methylamino coumarin 493 in quantitative yield. Tdnade product was used in

the next step without further purification.

1.6.4.2. Coupling activated allylic alcohols to the

fluorophore

TFA®
0 N e 111 0 0. _0
N BT Rty
X =NHBoc, Br Pyr (2 equiv.)

CH,Cly 0°C-R.T., 16 h

0]

|
X
n=2,3 O =

In a round bottomed flask, the allylic active carhte (0.918 mmol, 1 equiv.)
was solubilized in CECl, (2 mL) under an argon atmosphere and the flask was
cooled to 0°C. The solution Mi-methylamino coumarin salt 493 (see the last
step) (1.01 mmol, 1.1 equiv.) in GEl; (2 mL) and pyridine (15@L, 1.836
mmol, 2 equiv.) were sequentially added dropwiser @vperiod of 15 min. The

reaction mixture was stirred at 0°C for 1 h andbaim temperature for 16h. The
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reaction mixture was diluted in EtOAC (20 mL) andslked successively with
aqueous saturated solution MH (2 x 15 mL), and bD (1 x 10 mL). The
organic layer was dried over p&O,, filtered and concentrated vacuo The

residues were purified by silica gel column chraygeaphy (PE/EtOAC: 6/4).

(0] | E Colorless resin
N O O O Yield 58%
BocHN /\/\/\OJ\N/\/ hig e
| 0 1 CysH33N30g
= |
495 1 MW = 503.54 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDC)) & = 7.65 (dJ = 9.57 Hz, 1H), 7.41 (dl = 8.40 Hz,
1H), 7.05 (dJ = 1.59 Hz, 1H), 7.01 (dd] = 8.39, 1.67 Hz), 6.30 (d,= 9.54
Hz, 1H), 5.70-5.53 (m, 2H), 4.66 (bs, 1H), 4.47,(@d 6.04, 5.21 Hz, 2H), 3.53
(m, 2H), 3.45 (m, 2H), 3.07 (d,= 7.62 Hz, 3H), 2.98 (ngH), 2.91 (dJ = 4.37
Hz, 3H), 2.17 (dt) = 6.57, 4.56 Hz, 2H), 1.36 (s, 9H).

*C NMR (75 MHz, CDC}J) & = 160.46, 155.88, 154.60, 153.92, 153.58, 149,73,
143.05, 142.95, 135.97, 131.88, 126.88, 125.12,612422.18, 118.49, 116.14,
115.58, 110.25, 78.98, 65.79, 46.94, 46.62, 386815, 32.76, 29.62, 28.37.
HRMS (ESI): Calctd for gHz4N30g: 504.54, found 504.23 .

IR (film, cm™): 3361, 2923, 1782, 1697, 1620, 1521, 1396, 12893, 1163,
1124, 1018, 846, 750.

(0] | E Colorless resin
BOCHN\/\/\/\OJJ\N/\/N\H/O 0) OE Yield 66%
| o) _J 1Ca6H35N;30
497 EMW =517.57 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDCJ) § = 7.65 (dJ = 9.51 Hz, 1H), 7.41 (dl = 8.34 Hz,

1 Hz), 7.05-6.99 (m, 2H), 6.30 (d,= 95.4 Hz, 1H), 5.68-5.58 (m, 1H), 5.56-
5.49 (m, 1H), 4.70 (bs, 1H), 4.46 (dbk 6.13, 5.17 Hz, 2H), 3.48-3.44 (m, 5H),
3.09-2.99 (m, 4H), 2.91 (s, 3H), 2.01-1.97 (m, 2H50-1.47 (m, 2H), 1.36 (s,
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9H).

¥C NMR (75 MHz, CDC)) 6 =160.47, 155.97, 153.94, 153.57, 143.06, 134.97,
134.58, 134.28, 128.42, 125.24, 118.67, 125.24,671416.13, 115.57, 110.43,
78.93, 66.28, 47.40, 47.27, 40.00, 35.40, 35.181349.41, 29.15, 28.38.

HRMS (ESI): Calctd for ggH3sN30g: 518.57, found 518.24.

IR (film, cm™): 3359, 2931, 1726, 1693, 1681, 1620, 1506, 14486, 1425,
1394, 1363, 1265, 1249, 1213, 1161, 1147, 112471988, 972, 891, 875, 846,
825, 769, 734.

0 A E Colorless resin
O Ill J  Yield 77%
Br/\/\/\/ \n/ \/\N o o ol
| 1C

0 21H25BIN>Og

590 MW = 481.34 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDC)) & = 7.67 (dJ = 9.76 Hz, 1H), 7.44 (d} = 8.55 Hz,
1H), 7.09 (d,J = 2.10 Hz, 1H), 7.05 (dd] = 8.46, 2.10 Hz, 1H), 6.34 (d,=
9.50 Hz, 1H), 5.75-5.52 (m, 2H), 4.50 (= 5.92 Hz, 2H), 3.59-3.43 (m, 6H),
3.06 (dd,J = 17.68, 8.84 Hz, 3H), 2.9555 (s, 3H), 2.19-2.483 2H), 1.83-1.77
(m, 2H).

*C NMR (75 MHz, CDC}J) & = 160.56, 154.70, 153.65, 143.06, 134.00, 133.59,
128.45, 126.09, 125.94, 118.55, 116.22, 115.71,361(®6.27, 65.95, 47.37,
46.31, 44.33, 35.40, 31.58, 29.31.

HRMS (ESI): Calctd for gH,sN,O¢Br: 481.34, found 481.09.
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1.6.4.3. Synthesis of carbamates via a linear strategy

~
N H

N j)\
l ] X N
J\ CH,Cl,, 0°C-R.T., lh TN |

n=2,3

X =NHBoc, Br
In a round bottomed flask, th¢, N-dimethylethylene diamine (188 mg, 2.13

mmoles, 1.3 equiv.) was solubilized in &H, (4 mL) and cooled to 0°C. The
activated allylic alcohol carbonate (1.6376 mmolegquiv.) in CHCI, (5 mL)
was added dropwise. The reaction was allowed tormetr room temperature
and stirred at the same temperature for 1 h. It évaged in AcOEt (15 mL)
followed by a saturated aqueous solution e€&; (15 mL). The aqueous layer
was extracted with ACOEt (15 mL x 2). The combinmdanic layers were
washed with H20 (15 mL) and brine (15 mL), driegoiaSQ,, filtrated and
concentrated to afford the corresponding secondamnes which were used

directly in the next steps.

o i Yellow oil
H [ o
N_ ! Yield 94%
BmHN/\\/K§V/\O)LN/\\/ <!
| 1 C1sHaoN304
502 'MW =315.41 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDC}) § = 5.66-5.64 (m, 2H), 4.62 (bs, 1H), 4.52 Jd;
4.11 Hz, 2H), 3.39 (m, 2H), 3.17 (@= Hz, 2H), 2.92 (s, 3H), 2.76 (4,= Hz,
2H), 2.44 (s, 3H), 2.26-2.20 (4= Hz, 2H), 1.42 (s, 9H).

MS ESI (+) m/z GsHogN3O4 [M + H]*, 316.2.

IR (film, cm™): 3332, 2960, 1674, 1517, 1404, 1392, 1272, 12685, 968,
769.
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o i Yellow oil
H
1 Yield 85%
BOCHN\/\/\/\O)J\N/\/N\ : 0
| 1 Ci6H31N304
503 'MW =329.44 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDC}) 6 = 5.71-5.60 (m, 1H), 5.56-5.47 (m, 1H), 4.80 (bs,
1H), 4.40 (dJ = 5.85 Hz, 2H), 3.28 (i = Hz, 2H), 3.00 (g, = Hz, 2H), 2.82

(s, 3H), 2.64 (gJ = Hz, 2H), 2.39 (s, 3H), 1.96 (4,= Hz, 2H), 1.51-1.43 (m,
2H), 1.33 (s, 9H).

%C NMR (75 MHz, CDC})) 5 = 156.47, 155.95, 134.04, 125.39, 78.84, 65.79,
60.97, 49.44, 48.22, 39.96, 36.22, 29.41, 29.23428

MS ESI (+) m/z GeH31N3O4 [M + NaJ', 352.3.

IR (film, cm): 2920, 1778, 1693, 1396, 1253, 1178.

Synthesis of carbamoyl chlorides

0 Triphosgene (0] |
o BN/ Tol L
X N 3 X N Cl
WO)]\N/\/ ~ - WO N/\/ \ﬂ/
| 0°C-R. T., 16h | o
X =NHBoc, Br n=2,3

To a solution of secondary amines (1.43 mmol, lveyin toluene (8 mL) was
added trimethylamine (218L, 1.57 mmol, 1.1 equiv.), and the mixture was
added dropwise to a solution of triphosgene (445 P8 mmol, 1.05 equiv.)
in toluene (3 mL) cooled at 0°C. The reaction wasresl at the same
temperature for 30 minutes and overnight at roamptrature. It was filtrated,
washed with AcOEt (15 mL) and concentrated. Thaderwas purified by
column chromatograph PE/ACOEt: 6/4 to afford theresponding carbamoyl

chlorides.
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0 | E Yellow oil
W )J\ /\/N Cl :Y]e]d 87%
BocHN 0O~ °N j( |
| o | C;6H28CIN3O5
504 'MW = 387.87 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDCJ) § = 5.71-5.59 (m, 2H), 4.71 (bs, 1H), 4.52 Jc&
4.74 Hz, 2H), 3.62-3.51 (m, 2H), 3.48 (b 4.95 Hz, 2H), 3.18-3.07 (m, 5H),
2.93 (d,J = 8.34 Hz, 3H), 2.26-2.20 (m, 2H), 1.41 (S, 9H).

MS ESI (+) m/z GeHsCINgOs [M + NaJ', 400.2.

IR (film, cm™): 3363, 2933, 1697, 1477, 1456, 1402, 1363, 12849, 1191,
1080, 972, 865, 769.

E Yellow oil

| Yield 83%

| Cy7H30CIN;O5
'MW = 391.89 g/mol

0]
|
0" N
| \[O]/

505

'H NMR (300 MHz, CDCYJ) § = 5.71-5.59 (m, 1H), 5.53-5.46 (m,1H), 4.73 (bs,
1H), 4.42 (d,J = Hz, 2H), 3.57-3.49 (m, 2H), 3.41 (d,= 2H), 3.09-3.01
(m,5H), 2.85 (dJ) = Hz, 3H), 1.97 (ddX= Hz, 2H), 1.48 (dt) = Hz, 2H), 1.33
(s, 9H).

IR (film, Cm'l): 3344, 2925, 1728, 1677, 1479, 1454, 1402, 13883, 1247,
1193, 972, 1078, 972, 867, 769.

i Yellow oil
111 cl! Yield 45%
i C12H20BrC12N3
589 'MW = 355.66 g/mol

0
Bf\/\/\/\oj\}ﬁ/\/

'H NMR (300 MHz, CDC}) = 5.72-5.58 (m, 2H), 4.53 (d,= 5.35 Hz,2H),
3.63-3.38 (m, 6H), 3.12 (dd,= 13.33, 11.30 Hz, 3H), 2.94 (d@= 8.70 Hz, 3H),
2.22 (q,J = 6.60 Hz, 2H), 1.99-1.81 (m, 2H).

HRMS (ESI): Calctd for &HooN,03BrCl: 355.60, found 355.04.
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Coupling carbamoly chlorides with umbelliferone

O
O | )J\ |
i X N _O o.__0O
X Jj\ N. ] Umbelliferone X0 N
N0 III/\/ M PeRT,200 " | If P
O
n=273

X =NHBoc, Br
To a solution of carbamoyl chloride (1.16 mmol, quie.) in dry pyridine (3
mL) was added umbelliferone (189 mg, 1.16 mmolgdiv) and the reaction
mixture was stirred at room temperature for 16thwds diluted in AcCOEt (15
mL) and quenched by the addition of 1IN HCI (15 nilhe aqueous layer was
extracted with AcCOEt (15 mL x 3). The combined origdayers were washed
with brine (15 mL), dried over Na2S04, filtered acmhcentrated. The crude
was purified by column chromatograph PE/AcOEt:387atford the desired

coupling carbamates.

1.6.4.4. Synthesis of imines
0]

|
BocHN N__O 0.__0O
e O]
n=2,3 | o Pz

PPh, o
@/N P 1|\1 0 0.__0
SOy
n=2,3 O =
A solution of carbamates 495 or 497 (0.3 mmol) K,Cl, (3 mL) was cooled
to 0°C and TFA (3 mL) was added drop wise. The anxtwas stirred at the
same temperature for 10 min and warmed at roomeeatyre for 1 hour. It was
guenched by adding 3M NaOH (ag.) until the pH>90&C. The reaction
mixture was extracted with GBl,, washed with saturated NaCl, dried over

NaSQy, filtrated and concentrateid vacuoto afford the corresponding free

308



Partie V : Experimental section

amine. To a solution of the last amine in £H (4 mL) was added 2-
(diphenylphosphino)-benzaldehyde (78 mg, 0.27 mid@,equiv.) and MgSO
(100 mg) was added. The reaction mixture was alfow@ stir at room
temperature for 16h. It was filtrated and conceattaThe crude product was
solubilized in AcOEt (2 mL) and ether (5 mL) waglad. It was cooled to 0°C
and triturated. The product was collected by filtna and washed with ether to

afford the corresponding imine.

PPh E Yellow solid
@ ’ | o N Yield 90%
/N\/\/\/O\H/N\/\N JJ\O 0] 0) E C39H38N306P
0 | 'MW = 675.72 g/mol
509 ;

'H NMR (300 MHz, CDC}) & = 8.87 (s, 1H), 7.96 (dd, = 6.99, 3.9 Hz, 1H),
7.67 (d,J = 9.57 Hz, 2H), 7.47 (d] = 8.46 Hz, 2H), 7.35-7.24 (m, 9H), 7.16-
7.09 (m, 2H), 6.91 (td) = 6.66, 3.72 Hz, 1H), 6.35 (d,= 9.54 Hz, 1H), 5.71-
5.61 (m, 2H), 4.57-4.48 (m, 2H), 3.57-3.52 (m, 68{)L7 (s, 3H), 3.08-2.96 (m,
4H), 2.29-2.25 (m, 2H).

%C NMR (75 MHz, CDC}) 5 = 160,40, 160,10, 159.83, 154.57, 142.97, 139.46,
139.23, 137.35, 137.09, 136.51, 136.39, 134.00,743333.31, 130.15, 128.81,
128.78, 128.57, 128.48, 127.63, 125.98, 118.45,081415.52, 110.19, 66.22,
60.56, 53.45, 46.88, 35.31, 33.51, 29.60.

%P NMR (300 MHz, CDG) ) & = -13.17.

MS APCI (+) m/z GgH3gN3OgP [M + HJ', 676.4

IR (film, cm™): 2925, 1726, 1693, 1620, 1460, 1434, 1396, 12633, 1122,
983, 748, 732.

PPh, o | Yellow solid
@;/N L 111 o o o Yieldsi%
R N T NI \n/ m | C4oHoN;04P
| 0 2 'MW = 689.75 g/mol

510 i
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'H NMR (300 MHz, CDCJ) & = 8.89 (d,J = 4.75 Hz, 1H), 7.99 (m, 1H), 7.67
(dd,J = 9.62, 2.81 Hz, 2H), 7.48 (d,= 8.46 Hz, 1H), 7.38-7.26 (m, 10H), 7.16
(t, J = 2.96 Hz, 1H), 6.90 (ddd,= 7.6, 4.7, 1.0, 1H), 6.36 (d,= 9.54 Hz, 1H),
5.75-5.65 (M, 1H), 5.58-5.47 (m, 1H), 4.54 Jdk 6.41 Hz, 2H), 3.63-3.49 (m,
7H), 3.15 (d,J = 13.24 Hz, 2H), 3.07 (dl = 12.30 Hz, 2H), 3.01 (s, 3H), 1.91
(dd,J = 14.56, 7.35 Hz, 2H), 1.62 (ddi= 14.41, 7.65 Hz, 2H).

*C NMR (75 MHz, CDC}J) & = 160.39, 160.01, 159.59, 154.06, 153.52, 142.65,
139.76, 139.28, 137.35, 137.04, 136.60, 136.48,1934.33.92, 133.39, 132.03,
130.25, 128.91, 128.71, 128.62, 118.34, 115.72,4D1066.36, 60.76, 53.54,
47.48, 47.05, 46.38, 35.51, 29.72.

%P NMR (300 MHz, CDGJ) & = -13.28.

MS ESI (+) m/z GoH4oN3OgP [M + NaJ, 713.5.

IR (film, cm™): 2921, 1776, 1724, 1697, 1396, 1267, 1159, 1983, 730.

1.6.4.5. Synthesis of palladium complexes

Synthesis of PAGICH;CN), complex

PdCl, » PdCl(CH;CN),
CH,CN, R.T., 16h

PACL(CH;CN), C4HeCI,N,Pd. MW = 259.43 g/mol
Palladium dichloride (124 mg, 0.7 mmol) was suspehith acetonitrile (4 mL)
and the mixture was stirred for 12 h at room termapee. The yellow precipitate
formed was filtered and dried. Yield 167 mg, 0.6430l, 91%.
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n
n=2,3 o
lpd(cmo\l)za2

PPh,
9y L
/NWOJ\T/\/N\H/O\Q/\O;/I/O
=

In a round bottomed flask the imine (0.207 mmogduiv.) was solubilized in
CH.CI, (3 mL) under an inerte atmosphere of argon. PdEDLCl, (53 mg,
0.207 mmol, 1 equiv.) was added and the mixture wtiged at room
temperature for 16 h. The crude was filtrated @edite of CHCl,. The volume
was reduced to 2 mL and ether (5 mL) was addedreoigitate the desired
complex. The corresponding yellow solid was coddctby filtration, and

washed several times by ether and dried over air.

b !
Ph i Yellow solid

P\ '
@Pd fa | JOL m | Yield 89%
N NSO N0 070! C39H34C1,N;06PPd

0 | | MW = 853.04 g/mol
511 :

'H NMR (300 MHz, CDC}) & = 8.14 (dJ = 10.41 Hz, 1H), 7.79-7.65 (m, 3H),
7.56-7.52 (m, 4H), 7.46-7.42 (m, 7H), 7.07-7.05 @H), 6.94 (tJ = 9.71 Hz,
1H), 6.33 (d,J = 9.48 Hz, 1H), 5.71-5.59 (m, 1H), 5.24-5.11 (H)14.51-4.39
(m, 2H), 4.23 (dJ =5.19 Hz, 2H), 3.56-3.43 (m, 3H), 3.13-2.88 (1H),72.53-
2.35 (m, 2H).

¥P NMR (300 MHz, CDG) & = 31.59

MS ESI (+) m/z GgH3sCl,NsOsPPd [M - CI, 813.8
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Ph Ph ' Yellow solid

P‘Pd Cl 0 | | Yield 74%
N\/\/\/\O)J\N /\/N\ﬂ/o 0 Oi C40H,40CLN;06PPd
| P

'MW = 867.07 g/mol

%P NMR (300 MHz, CDG) § = 31.62
MS ESI (+) m/z GoH40CLN;OgPPd [M - CIT, 830.3

1.7. Invitro reduction of BODIPY palladium complexes

1.7.1. Calibration curve
A calibration curve was established by recording fluorescence intensity

emission at 510 nm, of the free BODIPY ligand 18Galution DMSO/HO <
1/99 at different concentrations (0.4 to 5 uM), and excitation at 475 nm.
This obtained linear equation y = 41.241 x + 3.87B% = 0.9963 (y =
fluorescence intensity at emission and x = the eontration of BODIPY ligand)
130 will be used to quantify the amount of releaB&DIPY ligand 130.

1.7.2. Reduction using NaAsc

Cl NaAsc (10 equiv.)
S
H,O,R. T, 12h

130

BODIPY palladium complexes were prepared as @@ solutions in
H,O/DMSO (95/5), and diluted later to 2.5 pM in wateranother flask, NaAsc
was diluted in water to 10%.
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For reactions carried out under air: To a solutmin BODIPY palladium
complex (3 mL, 2.5uM) in a UV cell was added sodium ascorbate (0.1 mL,
10%) and allowed to stir to R. T. The progresshefrieaction was monitored by
fluorescence directly by excitation at 475 nm amiseion detected at 510 nm.
For reactions carried out under an argon atmosplfdrehe reactions were
carried out by mixing in a round bottomed flask a&ged solutions. Small
aliquots samples were taken from the reaction mexand analyzed at regular
intervals of time as previously done.

Degassing solutions

Separately solutions of BODIPY complexes and retyicagent (sodium
ascorbate) were freezed and degassed with threzefump-thaw cycles under
argon gas (without oxygen). They were allowed torvéo room temperature
under inert atmosphere of argon. Later on, theyewesezed and degassed as

previously done. This procedure was repeated timess.

1.7.3. Reduction using NADH

1.7.3.1. Test of quenching of the fluorescence by
treating BODIPY ligand with NADH, GSH
and NAD"

BODIPY ligand 130 was initially solubilized in DMS@nd later on diluted in
water to 2uM (DMSO/H,0 < 1/99). Commercial NADH, NADor GSH was
solubilized in water to a concentration of 20. To a solution of the BODIPY
ligand 130 (1.5 mL, 1 equiv.) in a UV cell was adde solution of NADH,

NAD" or GSH (1.5 mL, 10 equiv.) and the mixture waswad#d to stir at room
temperature. The final concentration of 130 in tméxture was 1puM.

Fluorescence measurements were made continuousgar intervals of time
30 minutes by excitation at 475 nm and emissiofectdd at 510 nm for 435

minutes.
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1.7.3.2. Reduction of BODIPY palladium complexes
using NADH

L = PPh,, 183
L = Pyr, 190

BODIPY palladium complexes (183 or 190) were predaas 10 mM stock in
dimethyl sulfoxide solution, and diluted later td63uM in water. In another
flask, NADH or GSH was diluted in water as 8 mMJ fiese materials were
prepared right before usage and degassed as mbvidone. These reactions

were performed by mixing reagents in a round bogimftask.

To a solution of BODIPY complex 183 or 190 (60 mizhs added NADH or
GSH (2 mL) and the mixture was flushed with argod allowed to stir at room
temperature. The progress of the reaction was orenitby fluorescence with
aliquots of 2 mL from the mixture analyzed by eatdn at 475 nm and
emission detected at 510 nm. As a control sampleplation of BODIPY

complex 183 or 190 was stirred and analyzed in rail&i manner. All

fluorescence intensities recorded were expressedoinaccording to the
fluorescence intensity of BODIPY ligand 130 at teme concentration. All
experiments were performed in triplicates and treamvalue is reported. To
highlight the influence of oxygen, the same experita were performed in

triplicates by using non-degassed solutions.
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1.8. Invitro deprotection of N, N’-alloc rhodamine 110

H
Oﬁ/HN 0 N\]&o
Pd(II)yNADH
DL T
O L NuH
s, s
126 ©
\ H,N o)
-
N L
\ ’ >
Pd(D): Pd
¢l Nu: GSH, Methionine,
o-thiosalicylic acid

L = PPh;, 318
L = Pyr, 319

1.8.1. Calibration curve
Commercially available rhodamine 110 was solubilime DMSO and diluted in

water; the ratio was DMSOM < 1/99. The calibration curve was established
for 0.1 uM to 10 uM aqueous solutions with excitation at 450 nm, exilhg
emission at 520 nm. The linear equation y = 76 ¥26.7992, R= 0.9988 was
used for quantification of released rhodamine-XirQuhcaging rhodamine-alloc
126.

1.8.2. Cleavage with palladium (llI) precursors and

NADH
All experiments were performed in triplicates ahé tmean value is reported.

The manipulations were performed under air and nuadeargon atmosphere to
highlight the influence of the oxygen. For manigiolas performed under an
argon atmosphere, all solutions in separate rowotidined flasks were degassed
before use as previously done with three pump-thggles under argon gas

(without oxygen).
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Preparation of solutions
The caged rhodamine-alloc 126 was initially solabil in dimethylsulfoxide

(DMSO) and diluted in water to a concentration 60 1lM (DMSO/H,0O <
1/99).

Palladium complexes 318 or 319 were initially sdlabd in DMSO and later
on diluted in water to a concentration of @@ (DMSO/H,0 < 1/99).
Commercial available NADH was solubilized in watera concentration of 500
uM or 0.75 mM.

The commercial available nucleophile, glutathiorthjosalicylic acid or

methionine was diluted in water to a concentratib.6 mM.

Procedure A without a nucleophile

To a solution of palladium complex 318 or 319 8@ (3 mL, 1 equiv.) was

added a solution of NADH 0.5 mM (15 mL, 50 equiar)d the reaction mixture
was allowed to stir at room temperature for 2 hotlihe caged rhodamine-alloc
126 in solution 0.1 mM (15 mL, 10 equiv.) was addedhe mixture and the
reaction was allowed to stir at room temperaturgudts samples were taken
from the reaction mixture and analyzed by fluoreseespectrophotometry at
regular intervals of time; excitation 450 nm andismion at 520 nm. The final
volume of the solution was 33 mL and the conceiotnatof the caged

fluorophore-alloc 126 in the mixture was 4pM.

Procedure B with a nucleophile

To a solution of palladium (1) complex 318 or 339uM (3 mL, 1 equiv.) was
added NADH in solution 0.75 mM (10 mL, 50 equivndathe mixture was
stirred at room temperature for 2 hours. In a sspaflask, a mixture of
rhodamine-alloc in solution 0.1 mM (15 mL, 10 equiand the nucleophile in
solution 0.6 mM (5 mL, 20 equiv.); was added to thaction mixture. The
reaction was stirred at room temperature and madtdby fluorescence

spectrophotometry at regular intervals of time wlgir24 hours. Aliquots were
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taken from the reaction mixture and analyzed byitatton at 450 nm and
emission at 520 nm. As previously, the final conion of the caged

rhodamine-alloc was 45¢M.

1.8.3. Cleavage with palladium (0) complex

Procedure C without a nucleophile

To a solution of caged rhodamine-alloc 126 0.1 n22.%5 mL, 10 equiv.) was
added Pd(dba)in solution 50uM (4.5 mL, 1 equiv.) followed by a solution of
TPPTS 50uM (22.5 mL, 5 equiv.) and the reaction mixture vadlswed to stir
at room temperature. The reaction was monitored fhyorescence
spectrophotometry at regular intervals of time.gabts were taken from the
reaction mixture and analyzed by excitation at A0and emission at 520 nm.
As previously, the final concentration of the caghddamine-alloc was 45.4
puM.

Procedure D with a nucleophile

To a solution of caged rhodamine-alloc 126 0.1 n22.% mL, 10 equiv.) was
added Pd(dba)in solution 50uM (4.5 mL, 1 equiv.) followed by a solution of
TPPTS 75uM (15 mL, 5 equiv.) and the nucleophile in soluti@® mM (7.5
mL, 20 equiv.). The reaction mixture was allowedstw at room temperature
and monitored by fluorescence spectroscopy at aegimtervals of time.
Aliquots were taken from the reaction mixture andlgzed by excitation at 450
nm and emission collected at 520 nm. As previoubly,final concentration of

the caged rhodamine-alloc was 4hM.
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1.9. Invitro deprotection of N-alloc coumarin

HN 0. _0O HN 0__0O
/\/0\[( Pd(II) NADH  °
(0] = s —» A +pdO®
H
440 \ 310
N/

L
: N\ ¥
Pd (11) : Y
318, L =PPh, l
319,L = Pyr

All solutions were prepared by diluting solid compds in water to appropriate
concentration. For non-soluble water compoundsy, Were firstly solubilized in
DMSO and diluted later in water at a ratio of DM8@D < 1/99. All solutions
were prepared before use. For manipulations pegdrmnder an argon

atmosphere, solutions were degassed as previooisé d

1.9.1. Calibration curve
A calibration curve was established by recording fluorescence intensity

emission at 425 nm, of the free aminocoumarin 3iLl8olution DMSO/HO <
1/99 at different concentrations gM to 50 uM), and excitation at 345 nm. For
uncaging the aminocoumarin-caged 440 with palladithv amount of released
free aminocoumarin 310 was quantified by usinglithear equation y = 16.469
X + 48.361, R = 0.9947 y = fluorescence intensity at emissiod an= the
concentration of aminocoumarin 310 from this calilon curve. All

manipulations were done in triplicates and the mede is reported.

1.9.2. Cleavage with palladium (llI) precursors and

NADH
Procedure without a nucleophile

Procedure A was applied by using the caged aminoadn-alloc 440 in
solution 0.1 mM (15 mL, 10 equiv.), palladium coewl318 or 319 5@M (3
mL, 1 equiv.) and NADH 0.5 mM (15 mL, 50 equiv.)hd progress of the
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reaction was monitored by fluorescence spectrophetiy with excitation 345
nm, and emission collected at 425 nm from aliqusamples taken from the

reaction mixture every 30 minutes during 8 hours.

Procedure with a nucleophile

Procedure B was applied by using caged aminocounraddc 440 in solution
0.1 mM (15 mL, 10 equiv.), palladium complex @ (3 mL, 1 equiv.), NADH
0.75 mM (10 mL, 50 equiv.) and the nucleophile agfuton 0.3 mM (5 mL, 10
equiv.). Aliquots samples were taken from the rieaamixture and analyzed by
fluorescence spectrophotometry with excitation &5 3am and emission

collected at 425 nm every 30 minutes during 8 hours

1.9.3. Cleavage with palladium (0) complex
Procedure without a nucleophile

Procedure C was applied by using aminocoumarirc-@#d in solution 0.1 mM

(22.5 mL, 10 equiv.), Pd(dbajn solution 50uM (4.5 mL, 1 equiv.) and a
solution of TPPTS 5@M (22.5 mL, 5 equiv.). The reaction was monitorgd b
fluorescence spectrophotometry. Aliquots sample® waken from the reaction
mixture and analyzed by excitation at 345 nm, anision collected at 425 nm

every 30 minutes during 8 hours.

Procedure with a nucleophile

Procedure D was applied by using caged aminocouaradidc 440 in solution
0.1 mM (15 mL, 10 equiv.), Pd(dbain solution 50 uM (3 mL, 1 equiv.),
TPPTS in solution 0.75 mM (10 mL, 5 equiv.) and theleophile in solution
0.3 mM (5 mL, 10 equiv.). Aliguots samples wereeakirom the reaction
mixture and analyzed by fluorescence spectrophdtgmexcitation at 345 nm

and emission collected at 425 nm every 30 minuteid 8 hours.
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1.10. Nature of palladium species generated in situ

\pd\/ wa» + Pd®

NADY, CI', Pyr 313 lAggregation

&

PdNPs aggregates

Palladium complexX319 (4 mg, 0.01126 mmoles) was diluted inQH(100 mL)
(some drops of DMSO were used to solubilize thepier) to make a 1.12 70
M solution. In another flask, NADH (21 mg, 0.027 wies) was diluted in $O

(5 mL) to a concentration of 5.5 mM solution. Thadter, NADH (1 mL, 50
equiv.) was added to the solution of palladium clex@19 (1 mL, 1 equiv.) in
a glass tube to make a final palladium solutionceotration of 0.5M. The
reaction was stirred at RT and analyzed directhDis in solution. For TEM
and XPS analyses, after 30 minutes of stirring Bt, fhe absorbing agent, the
carbon black (20 mg) was added. The reaction wakefuallowed to stir 30
minutes, filtrated, washed with water and etharidle metallic palladium

adsorbed was analyzed by TEM and XPS techniques.
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1.11. In vitro decouging activable prodrugs via the Tsuiji-
Trost deallylation

1.11.1 Calibration curve on umbelliferone
The standard curve for umbelliferone was establisf@lowing the same

procedure as described for methyl amino coumafié was established (see

section 1.9.1) with excitation at 325 nm.

1.11.2 Activation of allylic carbamates with Pd.dbas

and PPh
BocHN j)\ Tl\l (0) o__0O
oc WO N \”/
| o) P
n=2, 495
n=3, 497

szdba3 (] equiv.)
PPhs (1 equiv.)
H,O,R.T.,12h O

Procedure without a nucleophile

Allylic carbamates 495 or 497 were solubilized iMBO and diluted in ED to
15 uM (DMSO/H,O < 1/100). Triphenylphosphine was solubilized iM80
and diluted in HO as 3* 1M solution, and Pglba was solubilized in a
minimum DMSO and diluted in # as 15uM. To a solution of 495 or 497 (1
mL, 1 equiv.) in a UV cell was added Jdtda (1 mL, 1 equiv.) followed by
PPh (1 mL, 2 equiv.) and the reaction was stirredcginm temperature for 4
hours. The final concentration of the allylic cartzdie was 5uM. The reaction
was monitored by fluorescence spectrophotometeedmytation at 325 nm,

every 10 minutes for 4 hours.
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Procedure with a nucleophile

Allylic carbamates 495 or 497 were solubilized iMBO and diluted in ED to
10 uM (DMSO/H,O < 1/100). Triphenylphosphine was solubilized iM&0
and diluted in HO as 10uM solution, and Pglbg was solubilized in a
minimum DMSO and diluted in 3@ as 10uM. Glutathione was diluted in 4@
as 4 * 10°M. To a solution of 495 or 497 (1.5 mL, 1 equin)d UV cell was
added Pgilba (150 pL, 1 equiv.) followed by PPh(750 uL, 5 equiv.) and
glutathione (90QuL, 25 equiv.). The reaction was stirred at roomgerature
for 4 hours. The final concentration of the allygarbamate was pM. The
reaction was monitored by fluorescence spectropheter by excitation at 325

nm, every 10 minutes for 4 hours.

1.11.3 Activation of palladium prodrugs with sodium

ascorbate
Ph Ph ¢y
Pxpd—ci o
13 L 111 0 0. _0
AARANRE A e e,
n | O
n=2,511 =
n=3,512
NaAsc (10 equiv.)
H,0, R.T., 4h

HO 0] 0]
|0@
Procedure without a nucleophile
Palladium prodrugs were solubilized in DMSO anditeidl in HO to 1* 10°M
(DMSO/H,0 < 1/100) and sodium ascorbate was diluted i® s 1 1M

solution. To a solution of palladium prodrug 511542 (1.5 mL, 1 equiv.) in a

UV cell was added sodium ascorbate (1.5 mL, 10vepaind the reaction was
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stirred at room temperature for 4 hours. The fircalecentration of the prodrug
was 5uM. The reaction was monitored by fluorescence spphbtometer by

excitation at 325 nm, every 10 minutes for 4 hours.

Procedure with a nucleophile

Palladium prodrugs were solubilized in DMSO anditgd in HO to 1M
(DMSO/H0O < 1/100). Sodium ascorbate was diluted igOHas 15* 16M
solution and glutathione was diluted in@®as 18.M solution. To a solution of
palladium prodrug 511 or 512 (1 mL, 1 equiv.) iV¥ cell was added sodium
ascorbate (1.5 mL, 10 equiv.) followed by glutatféql mL, 1.2 equiv.) and the
reaction was stirred at room temperature for 4 fioline finale concentration of
the prodrug was 5uM. The reaction was monitored by fluorescence

spectrophotometer by excitation at 325 nm, evergnitfutes for 4 hours.
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2. Biology section

2.1. General information
Media, Sera and antibiotics were purchased front&ir Sigma-Aldrich. Cell
cultures were performed in a 5% g@mosphere at 37°C in a SteriCult 200
(Hucoa-Erloss) incubator. The cells were culturedulbeco’s modified Eagle
media (DMEM) supplemented with 10% foetal bovineuse (FPB), glutamine
(4 mM), sodium pyruvate (50 mM) and antibioticsr{jdlin and streptomycin,
100 units/mL). The day before the assay, media wemeoved and the cells
were washed twice with phosphate buffered saliigS{PTo remove the cells
from the flask, trypsin/EDTA 0.25% (3 mL) was added then incubated for 3
minutes. The cells were counted, and diluted witkdim to appropriate
concentration.

2.2.Bioreduction of BODIPY palladium complexes

2.2.1Determination of excitation-emission maximum
wavelengths

To determine the optimal combinations of excitatiord emission wavelengths
for BODIPY palladium complexes, the BODIPY ligan@0land palladium
complexes 183 and 190 were solubilized in a minineiMMSO and sonicated
if necessary for a better dissolution. Thereafteey were diluted in water to a
concentration of 0.1 mM. Later on, this solutionswdiluted in cell culture
medium to a concentration of 04M. For each compound, the optimum
excitation-emission combination was performed withe SpectraMax

microplate reader in a range of wavelength from 80000 nm.

2.2.2Bio reduction-Monitoring fluorescence intensity
BODIPY palladium complexes were solubilized in DM&@d diluted in water

as 0.1 mM solution. They were further diluted t& @M using cell culture
media. The final concentration of DMSO was less1thi&#l0 000. Cells were

maintained in culture in multi-well microplates &ed with 1% gelatin for
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endothelial cells) at a density of about 40 000sgeér plate. After 3 days, the
culture medium was removed and BODIPY ligand 13flladium complexes
183 or 190 in hypoxia and normoxia were added. Wrene further incubated in
hypoxia and normoxia in the dark. After 30 minutedf of the microplates were
washed with PBS solution while the other half wef$ intouched and treated
after one hour. Fluorescence intensity was deterteglach case by using a

microplate reader, SpectraMaxi3 Multi-Mode (Molerudlevices).

2.2.3Bio reduction-imaging cells

Palladium complexes (500L) in culture medium (diluted as previously) were
added to cancer cells grown in microplates. Theeusion was incubated in the
dark in the hypoxic chamber flushed with (1% @nd 5% C@ or in
conventional (normoxic) incubator (21%,®% CQ) at 37°C. After a specific
period of incubation, cell samples were removednfthe chamber/incubator,
culture medium was discarded and fresh PFA 2% (BQOvas added. After 5
minutes, PFA was removed and cells were intensivglghed with PBS (500
uL x 3) and stained with a DAPI solution (500). After 5 minutes, cells were
washed again with PBS (5Q x 3). Cells were imaged by using APOTOME
(Zeiss) pseudoconfocal microscopy with excitatidters of 470/40 nm and

emission wavelength of 525/50 nm.

2.3.Uncouging N-alloc rhodamine 110 inside cancer
cells

The bis-caged rhodamine-alld26 was initially solubilized in DMSO and
diluted in water to a concentration of 1 x“M. This solution was later on
diluted in cell culture medium to reach DMM. The final concentration of
DMSO was less than 1/10 000. The caged rhodafri6én cell culture medium
was added into plates containing SiHa cancer celwed by incubation at
37°C for 30 min. Thereafter, the culture media wasioved, and cells were
washed extensively by PBS (3 times). Palladium atedgst319 (5 uM) and
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thiosalicylic acid (5 uM) in culture media were addto the dish containing
cells and incubated under hypoxia or normoxia fomdin and 1 h. The culture
media was discarded and the cells were washed wibeP?BS.

The fluorescence intensity of uncaged rhodaminetEl€ased was detected
with SpectraMaxi3 Multi-Mode (Molecular devicesh nother experiments,
cells containing deprotected rhodamine were imagetth pseudoconfocal

fluorescence microscopy, APOTOME (Zeiss).

The above procedure was applied for negative asdiy® controls as outlined
below.

Negative control: SiHa cancer cells incubated \Wtthodamine-alloc 126 alone
Negative control: SiHa cancer cells incubated Wthhodamine-alloc 126 and
thiosalicylic acid

Negative control: SiHa cancer cells incubated Wthhodamine-alloc 126 and
palladium precatalyst 319

Negative control: SiHa cancer cells incubated wWthhodamine-alloc 126 and
Cp*RhCODC}

Positive control: SiHa cancer cells incubated witihhodamine-alloc 126 and
Cp*RhCODC} and thiosalicylic acid.
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2.4. Deprotection of N-alloc sunitinib inside cancer cells

2.4.1VEGFR2 phosphorylation assay

Western blotting: HAEC or HUVEC cells were incubated witN-caged
sunitinib 461 (0.1uM) and palladium precatalyst 319 (a2M) for 30 minutes.
They were washed 3 times with PBS and VEGF (1Qljgivas added. They
were further incubated for 10 min and washed 3 gimvéth PBS. Cell lysates
were analyzed by Western blotting. The same proeeduas applied for
negative and positive controls.

Negative control: HUVEC cells treated withsunitinib-alloc 461 alone,
Negative control: HUVEC cells treated with pallagiiprecatalyst 319 alone
Positive control: HUVEC cells treated with uncagedmmercial sunitinib
inhibitor 460.

Bioplex test HUVEC cells were incubated witkd-alloc sunitinib461 (0.1uM)
and palladium precatalyst 319 (201) for 30 min and washed 3 times with
PBS. The VEGF (10 ngiL) was added and the cells further incubated for 10
min. They were then washed 3 times with PBS anedya dedicated Bioplex
lysis buffer. Capture magnetic beads coated withaati-phosphoVEGFR2
antibody (set #171V50023M) were incubated with cell lysates andeaond
biotymylated anti-phospho-VEGFR2 antibody was thdded (sandwich assay).
After washing the beads with lysis buffer, stremavphycoerithrin (PE)
reporter dye was added, and after a new washingrefscent sorting was
performed in the Bioplex apparatus. The same proeedvas applied for

negative and positive controls as previously done.

2.4.2Cell proliferation assays
HUVEC cells were incubated 24 h with-caged sunitinib 461 (0.iM) and

palladium precatalyst 319 (3@M). They were washed 3 times with PBS and
treated with VEGF (10 ngL). After 10 minutes of incubation, they were
washed 3 times with PBS and the cell density wasrogned. Negative and

positive controls were performed as previously pglging the same procedure.
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Annexe 1:Cellules HUVEC, MDA-MB231 et MCF7 ensemencées deec
ligand BODIPY 130 et les palladacycles correspotgiar87°C pendant deux
heures ; en normoxie (& gauche) et en hypoxiedigedir, concentration : 0.1

MM. Photos prises avec les filtres des bandes datian de 470/20 nm et

I'émission & 525/50 nm.
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700 | Excitation (nm)

§(130, Exc/Em: 500/540)

Excitation (nm)

(183, Exc/Em: 485/700)

Excitation (nm)

E(190, EXc/Em: 420/680 )
Annexe 2:Détermination des longueurs d'onde d’excitatiorission maximale
pour les produit4 30, 183et190.
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