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de vol 
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RALDH : acide rétinoïque 

déshydrogénase 

RAR : récepteur de l’acide rétinoïque 

RARE : élément de réponse de l’acide 

rétinoïque 

RBP : protéine de liaison du rétinol 

RBPR : récepteur des protéines de 

liaison du rétinol 

RCPG : récepteur couplé aux 

protéines G 

RDH : rétinol déshydrogénase 

RMN : résonance magnétique 

nucléaire 

ROL : rétinol 

ROR : récepteur orphelin lié aux RARs 

ROS : espèces réactives de l'oxygène 

RT : température ambiante 

RXR : récepteur X des rétinoïdes 

SMRT : médiateur de silençage du 

RAR et de l'hormone thyroïdienne 

SNO-OCT : cyclooctynes 

hétérocycliques contenant du soufre, 

de l'azote et de l'oxygène 

SPAAC: cycloaddition azoture alcyne 

favorisée par la contrainte 
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SRC: coactivateur des récepteurs 

stéroïdiens 

SSEA3 : stage specific embryonic 

antigen 3 

STRA : signaling receptor and 

transporter of retinol 

TA : température ambiante 

TBACN : cyanure de 

tétrabutylammonium 

TBANCS : thiocyanate de 

tétrabutylammonium  

TBATB : tribromure de 

tétrabutylammonium 

TBAN3 : azoture de 

tétrabutylammonium 

TCEP : tris(2-carboxyéthyle)phosphine 

TFA : acide trifluoroacétique 

THF : tétrahydrofurane 

TMPP : tris(2,4,6-triméthoxyphényle) 

phosphane 

TMSN3 : azoture de triméthylsilyle 

TMTH : 3,3,6,6-

tetramethylthiacycloheptyne 

TMTI : 1-[4-(methoxycarbonyl)benzyl]-

3,3,6,6-tetramethyl-4,5-didehydro-

2,3,6,7 tetrahydrothiepinium 

trifluoromethane-sulfonate 

TMTHSI : Imino-3,3,6,6-tetramethyl-

4,5-didehydro-2,3,6,7-tetrahydro-1H-

1λ
6-thiepine oxide 

TsCl : chlorure de tosyle 

TTR : transthyrétine  

UA : unité arbitraire 

UHPLC : chromatographie liquide ultra 

haute performance 

VAD : carence en vitamine A 

4-oxo AR : acide 4-oxo rétinoïque 

5-AmdU : 5-Azidométhyl-2'-

désoxyuridine 

9-cis AR : acide rétinoïque 9-cis 

9,13-di-cis AR : acide rétinoïque 9,13-

di-cis 

13-cis AR : acide rétinoïque 13-cis 

13-cis- 4-oxo AR : acide 4-oxo 

rétinoïque 13-cis 
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CHAPITRE 1 – INTRODUCTION GÉNÉRALE 

1.1. Vitamines A, structure, sources et formes 

 

1.1.1.  Différentes Vitamines A 
 

Tout d’abord, la vitamine A1, ou rétinol all-trans, a été pour la première fois identifiée 

chez les vertébrés en 1920 par Drummond et Coward.1 Elle est la plus abondante des 

vitamines A et est responsable d’un grand nombre de phénomènes biologiques qui 

seront détaillés au cours de cette introduction. Vingt ans plus tard, la Vitamine A2, ou 

3-déhydrorétinol, a été découverte par Edisbury et al..2 Il semblerait que cette forme 

de vitamine A soit produite de façon locale, en particulier, le rétinol serait converti en 

vitamine A2 au sein de l’épiderme.3 La vitamine A3, mise à jour en 1984 par Vogt, est 

quant à elle obtenue par clivage oxydatif de divers caroténoïdes. Sous sa forme 

aldéhyde, elle est indispensable à la vision chez les arthropodes.4 Pour ce qui est du 

11-cis-4-hydroxyrétinol, aussi appelé vitamine A4, il a été découvert en 1988 et permet 

la formation de complexes rhodopsines pour la vision de certains vertébrés.5 Le dernier 

type de vitamine A, dont la découverte a été rapportée en 2021 par l’équipe de W. 

Kretzel, porte le nom de vitamine A5/X et correspond au 9-cis-13,14-dihydrorétinol.6 

Cette molécule semble être un agoniste des récepteurs X aux rétinoïdes (RXRs). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Structures et nomenclature des différentes vitamines A découvertes. 
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Les travaux de cette thèse se sont concentrés sur la vitamine A1, les autres formes 

étant des dérivés de celle-ci et présentant un panel d’action biologique plus restreint. 

Dans la suite de cette introduction, le terme de vitamine A sera ainsi utilisé pour 

désigner la vitamine A1. 

 

1.1.2.  Structure et définitions 
 

La structure du rétinol a été établie en 1931 par Karrer et al,7 confirmée l’année 

suivante par Heilbron et al.8 puis cristallographiée en 1937 par Holmes et Corbet.9 

Pour ce qui est du rétinal, il a été isolé pour la première fois par Wald en 1933 à partir 

de grenouilles et d’yeux de mammifères.10 C’est Morton qui, dix ans plus tard, est 

parvenu à mettre en évidence qu’il s’agissait de la forme aldéhyde de la vitamine A.11 

Pour être qualifiée de vitamine A, une molécule doit posséder un cycle type β-ionone 

(en bleu sur la Figure 2), une chaine polyinsaturée (en vert) et un groupement polaire 

(en orange). Ce terme de vitamine A, qui référait initialement le rétinol, a aujourd’hui 

été étendu à l’ensemble des formes naturelles de cette vitamine, à savoir le rétinol, le 

rétinal, l’acide rétinoïque et les esters de rétinyle. Le terme de rétinoïde à quant à lui 

été définit au milieu des années 1970 par Sporn et désigne l’ensemble des molécules 

naturelles ou synthétiques ayant une ressemblance structurelle avec le rétinol, sans 

que ces molécules ne présentent forcément une activité type vitamine A.12 

 

 

 

Plusieurs isomères de la vitamine A existent mais ce sont les formes all-trans qui sont 

majoritaires au sein de l’organisme, à l’exception des yeux où c’est le rétinal 11-cis qui 

domine.13,14 

Par la suite, l’acide rétinoïque sera noté AR, le rétinal RAL, le rétinol ROL et les esters 

de rétinyle ER.  Lorsque la forme all-trans sera mentionnée, le préfixe at sera utilisé. 

 Figure 2. Structure générale d’une vitamine A. R est une fonction 

polaire telle que CHO, OH, CO2H. 
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1.1.3.  Sources de vitamine A 
 

La vitamine A est une petite molécule lipophile ne pouvant être synthétisée de novo 

par les vertébrés. Il est donc nécessaire de l’obtenir par l’alimentation, la faisant entrer 

dans la classe des micronutriments. Elle est disponible sous deux formes principales 

dans l’alimentation : les caroténoïdes provitamine A, présents dans les végétaux, et 

les esters de rétinyle, contenus dans les produits animaux.15 Pour ce qui est des 

caroténoïdes provitamine A, il s’agit exclusivement de caroténoïdes possédant un 

cycle type β-ionone ainsi que la disposition et le nombre adéquats de méthyles sur la 

chaine polyinsaturée. Bien que plus de cinquante caroténoïdes répondent à ces 

critères, seuls le β-carotène, l’α-carotène et le β-cryptoxanthine sont présents en 

quantités significatives dans l’alimentation humaine (Figure 3). Siani et al. ont 

rapporté les quantités de caroténoïdes provitamine A contenus dans une sélection de 

végétaux.16 Un extrait des données obtenues est illustré dans le Tableau 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour ce qui est des produits animaux, ils apportent du ROL et des ER dont les 

principaux sont visibles dans la Figure 4. On les trouve essentiellement dans le lait, 

la viande, en particulier les abats, les œufs, le poisson et les fruits de mer, ainsi que 

tous les produits qui en dérivent (crème, beurre…). 

 

Fruit/Légume 

Quantité totale de 

caroténoïdes  

(µg/g de végétal) 

Abricot 173 

Banane jaune 1.24 

Banane rouge 20.0 

Chou-fleur 0.75 

Feuille de coriandre 1691 

Pastèque 185 

Figure 3. Caroténoïdes provitamine A les plus 

abondants dans l'alimentation humaine. 

Tableau 1. Exemples des quantités totales de 

caroténoïdes (β-carotène, α-carotène et β-

cryptoxanthine) obtenues dans certains végétaux. 
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1.1.4.  Vitamine A – Différentes générations 
 

Après la découverte des différents rétinoïdes naturels, leur potentiel dans le traitement 

de diverses pathologies a été étudié (détaillé dans le paragraphe 1.8). Du fait des 

résultats positifs qui ont été obtenus, des rétinoïdes synthétiques ont été créés afin 

d’élargir le panel thérapeutique de la vitamine A. L’ensemble des rétinoïdes existants 

a été classé en quatre générations, tel qu’illustré dans la Figure 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Principaux esters de rétinyle fournis par l'alimentation. 

Figure 5. Présentation des quatre générations de rétinoïdes existantes. 
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La première génération se compose des rétinoïdes naturels à savoir l’acide rétinoïque 

all-trans ou trétinoïne, l’acide rétinoïque 9-cis ou alitrétinoïne, l’acide rétinoïque 13-cis 

ou isotrétinoïne, le rétinol et le rétinal. La seconde génération dénombre deux 

membres à savoir l’étrétinate et l’acitrétine, tous deux développés par Hoffmann-La 

Roche dans les années 1980.18,19 La troisième génération compte l’adapalène, 

synthétisé par Galderma au début des années 1980,20 le tazarotène développé par 

Allergan dans les années 1990,21 et le bexarotène, commercialisé par Zeneus Pharma 

depuis le début des années 2000.22 Enfin, seul le trifarotène, mis sur le marché en 

2019 par Galderma, compose la quatrième génération de rétinoïdes. 

On remarque qu’au fil des générations, la structure polyénique de la vitamine A a été 

perdue, au profit de structures aux multiples cycles. Il faut aussi noter que l’ensemble 

de ces composés, à l’exception du ROL et du RAL, ont été approuvés par la FDA (Food 

and Drug Administration) pour des usages thérapeutiques. Ces derniers seront 

détaillés dans la partie 1.8. 

 

1.2. Métabolisme de la Vitamine A 
 

L’absorption des rétinoïdes par l’organisme se fait de façon différente selon que 

l’alimentation apporte des esters de rétinyle ou des caroténoïdes. Chacun des 

processus sera détaillé dans cette partie de façon schématique. Également, sauf 

mention du contraire, la distinction entre les différents isomères de la vitamine A ne 

sera pas faite. 
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1.2.1.  Métabolisme à partir d’esters de rétinyle23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour ce qui est des esters de rétinyle, leur métabolisme est représenté sur le Schéma 

1. Lorsqu’ils atteignent la lumière intestinale, les esters sont clivés en rétinol par des 

enzymes non spécifiques telles que les lipases des triglycérides ou les hydrolases des 

esters de cholestérol.24 Le rétinol formé entre alors dans les entérocytes, un des types 

cellulaire majeurs de l’intestin, par voie active ou passive puis se lie à une de ses 

protéines cellulaires de liaison (CRPB) qui permet son transport intracellulaire.25 À ce 

Schéma 1. Représentation schématique du métabolisme de la vitamine A dans le cas où l'alimentation 

apporte des esters de rétinyle. AR : acide rétinoïque ; CRBP : protéine cellulaire de liaison du rétinol ; 

ER : esters de rétinyle ; RAL : rétinal ; RBP : protéine de liaison du rétinol ; RBPR : récepteur des 

protéines de liaison du rétinol ; ROL : rétinol ; TTR : transthyrétine. Les cercles rouges représentent 

les chylomicrons et le cercle violet réfère aux chylomicrons résiduels. La ligne en pointillés illustre le 

rétinol non métabolisé dans les entérocytes rejoignant directement la circulation sanguine. Figure 

basée sur la littérature. 
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jour, trois isoformes de cette protéine ont été caractérisés avec, pour seule différence, 

leur distribution dans l’organisme (Tableau 2).  

Une fois dans les entérocytes, le rétinol peut être soit directement sécrété vers la 

circulation sanguine soit estérifié afin d’assurer sa métabolisation complète. Dans ce 

cas, les esters de rétinyle formés s’associent aux chylomicrons, des lipoprotéines en 

charge du transport des lipides.26 Après avoir traversé le système lymphatique et 

pénétré dans la circulation sanguine, les chylomicrons subissent un processus de 

remodelage impliquant l'hydrolyse des triglycérides qui les composent par la lipase 

des lipoprotéines (LpL).27 Il en résulte la formation de chylomicrons résiduels, 

beaucoup plus petits, qui peuvent alors soit accéder aux cellules cibles extra 

hépatiques soit entrer dans les hépatocytes. Dans ce second cas, le rétinol est reformé 

et transporté vers les cellules stellaires hépatiques en vue de son stockage sous forme 

d’esters. Il peut aussi se lier à sa protéine de liaison (RPB4,Tableau 2) pour rejoindre 

la circulation sanguine. Le complexe formé se lie alors à la transthyrétine (TTR), une 

autre protéine produite par le foie qui stabilise le complexe et évite son excrétion par 

les reins. De ce fait, elle permet la bonne délivrance du rétinol aux cellules cibles.28 Au 

niveau des cellules cibles extra hépatiques, le complexe RBP-ROL est reconnu par un 

récepteur des RBPs noté RBPR. Dans le cas du complexe RBP4-ROL, c’est la STRA6 

qui a ce rôle.29 Une fois dans les cellules cibles, le rétinoïde subit des transformations 

successives qui seront explicitées dans la partie 1.2.3. 

Il faut noter qu’au cours du remodelage des chylomicrons, une partie de l'ester de 

rétinyle contenu à l’intérieur est hydrolysée, produisant du rétinol. Celui-ci est ensuite 

absorbé par les tissus extra hépatiques, en particulier les tissus adipeux. Également, 

l’ensemble des transformations décrites dans les cellules cibles peuvent avoir lieu 

dans les hépatocytes et ce sont alors des protéines différentes qui prennent en charge 

le transport du rétinoïde au niveau intracellulaire ou dans la circulation sanguine 

(Tableau 2). 
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1.2.2.  Métabolisme à partir de caroténoïdes23 
 

Concernant les caroténoïdes, il est important de noter que l’intégralité des quantités 

ingérées n’est pas métabolisée. De fait, en fonction des volumes consommés ainsi 

que des taux de rétinol présents dans l’ensemble de l’organisme, en moyenne seul un 

tiers des caroténoïdes est réellement métabolisé, le reste étant directement excrété.30 

De plus, il semblerait que la moitié des caroténoïdes non excrétée soit métabolisée en 

rétinol tandis que l’autre moitié est utilisée telle qu’elle par le corps. 

Pour ce qui est de leur métabolisme, il est décrit dans le Schéma 2. Celui-ci se 

concentre sur le β-carotène, caroténoïde le plus abondant dans l’alimentation. 

 

 

 

 

Transporteur Ligand Localisation 

RBP4 ROL Sérum/plasma 

CRBPI ROL/RAL Majorité des tissus 

CRBPII ROL/RAL Intestin grêle 

CRPBIII ROL/RAL Tissu adipeux, muscle 

IRBP ROL/RAL Œil, rétine, EPR 

CRAPBI AR/métabolites AR Majorité des tissus 

CRAPBII AR Peau, tissue adipeux 

FABP5 AR Foie, tissue adipeux 

Tableau 2. Principaux transporteurs des rétinoïdes avec leur ligand et distribution respectifs. Tableau 

repris de la littérature.30 RBP = protéine de liaison du rétinol ; CRBP = protéine cellulaire de liaison du 

rétinol ; IRBP = protéine de liaison interphotorécepteur ; CRAPB = protéine cellulaire de liaison de l’acide 

rétinoïque ; FABP = Protéine de liaison des acides gras ; EPR = épithélium pigmentaire rétinien. 
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Le β-carotène a la possibilité d’entrer dans les entérocytes de façon passive ou active. 

Dans le cas du transport actif, il est assuré par différents transporteurs à savoir 

SCARB1, CD36 ou encore SCARB3.31 Une fois dans les entérocytes, le β-carotène 

peut suivre plusieurs voies. Premièrement, il peut être clivé en deux molécules de 

rétinal, qui sont ensuite oxydées en acide rétinoïque, activant ses récepteurs 

nucléaires au sein même des entérocytes. Deuxièmement, il peut être transformé en 

β-apocaroténal qui mène, lui aussi, à l’acide rétinoïque. Ces processus sont toutefois 

fortement régulés par l’organisme afin de limiter les actions de la vitamine A.32 

Troisièmement, le rétinal précédemment formé peut être réduit en rétinol, qui suit alors 

les différentes étapes du métabolisme explicitées dans le Schéma 1. Enfin, le β-

carotène peut se lier aux chylomicrons avant d’être sécrété dans le système 

lymphatique puis la circulation générale et d’être pris en charge dans les cellules cibles 

extra hépatiques. 

 

Schéma 2. Représentation schématique du métabolisme de la vitamine A dans le cas où l'alimentation 

apporte des caroténoïdes, en particulier du β-carotène. AR : acide rétinoïque ; βC = béta carotène ; ER : 

esters de rétinyle ; RAL : rétinal ; ROL : rétinol. Les cercles rouges et bleus représentent les chylomicrons de 

chaque espèce mentionnée à l’intérieur. Figure basée sur la littérature. 
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1.2.3.  Des esters de rétinyle à l’acide rétinoïque actif 
 

Comme présenté dans les deux paragraphes précédents, les rétinoïdes ou pro-

rétinoïdes apportés par l’alimentation subissent un métabolisme qui les amènent, en 

partie, à être transformés en forme active de la vitamine A, à savoir l’acide rétinoïque. 

Les différentes transformations intracellulaires qui y mènent sont illustrées dans le 

Schéma 3. Bien qu’il ne soit pas identique pour tous les types cellulaires de 

l’organisme, ce schéma est applicable à la majorité d’entre eux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.3.1. Des esters de rétinyle au rétinol – et inversement 

 

Les esters de rétinyle extraits de l’alimentation suivent deux voies. Ils peuvent d’une 

part être stockés dans le foie ou autres organes de stockage (explicité dans le 1.2.3.5) 

soit être transformés en rétinol. Cela se fait avec des hydrolases, variables selon les 

organes de stockage.33 Cette transformation est réversible puisque le rétinol peut être 

retransformé en esters de rétinyle grâce à la lécithine rétinol acyltransférase (LRAT), 

supportée par l’enzyme de transport intracellulaire du rétinol (CRBP).34 

Schéma 3. Représentation schématique du métabolisme de la vitamine A au sein des cellules hépatiques 

ou extra hépatiques. AR : acide rétinoïque ; 4-oxo AR = acide 4-oxorétinoïque ; 4-hydroxy AR = acide 4-

hydroxyrétinoïque ; ADH = alcool déshydrogénase ; AKR = aldo-céto réductase ; βC = béta carotène ; CRPBI 

= protéine de liaison cellulaire du rétinol de type I ; CYP26A1 = cytochrome p450 de la sous famille p26 de 

type A1 ; CYP26B1 = cytochrome p450 de la sous famille p26 de type B1 ; CYP26C1 = cytochrome p450 de 

la sous famille p26 de type C1 ; ER : esters de rétinyle ; RAL : rétinal ; REH = hydrogénase des esters de 

rétinyle ; LRAT = lécithine rétinol acyltransférase ; RDH = rétinol déshydrogénase ; RALDH = rétinal 

déshydrogénase ; ROL : rétinol. 
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1.2.3.2. Du rétinol au rétinal – et inversement 
 

Le rétinol formé peut alors être oxydé en rétinal par deux types d’enzymes : les alcools 

déshydrogénases (ADHs) et les rétinols déshydrogénases (RDHs) de la famille des 

déshydrogénases/réductases à chaîne courte. Pour ce qui est des ADHs, trois 

principales sont à noter. Premièrement, ADH1 qui est majoritairement exprimée chez 

l’adulte dans les tissus épithéliaux, en particulier au niveau du foie.35 Deuxièmement, 

ADH4 dont l’expression se concentre sur les tissus épithéliaux à l’exception du foie.36 

Enfin, ADH3, répartie dans l’ensemble de l’organisme, que ce soit pendant 

embryogénèse ou à l’âge adulte.37 Concernant les RDHs, bien que plus d’une 

douzaine aient été identifiées,38 ce sont RDH1 et RDH10 qui sont essentiellement 

impliquées dans le métabolisme de la vitamine A. RDH1 a été la première enzyme de 

la famille des déshydrogénases/réductases à chaines courtes à montrer une capacité 

à oxyder le rétinol en rétinal, en particulier durant le début de l’embryogénèse.39 

RDH10, de son côté, est hautement exprimée dans les yeux et affiche différents 

niveaux d’expression dans les tissus de l’embryon en développement.40,41 

Cette étape est réversible, le rétinol pouvant être reformé à partir du rétinal à l’aide 

d’enzymes de la famille des déshydrogénases/réductases à chaîne courte (RDH12) 

ou par des aldo-céto réductases telles que AKR1B10.42 

Il faut noter que le rétinal peut aussi être obtenu par clivage symétrique du β-carotène 

par l’oxygénase 15,15’ des caroténoïdes (CMO1).43 

 

1.2.3.3. Du rétinal à l’acide rétinoïque 
 

Pour ce qui est de l’oxydation du rétinal en acide rétinoïque, ce sont les rétinal 

déshydrogénases qui sont exploitées par les cellules. Trois isoformes ont été identifiés 

jusqu’à présent. Tout d’abord, RALDH1, qui est exprimée dans les tissus épithéliaux, 

en particulier dans le foie, de façon similaire à ADH1. Ensuite, RALDH2, enzyme clé 

de la formation de l’acide rétinoïque durant le développement embryonnaire. Pour finir, 

RALDH3 principalement attribuée au développement oculaire et des voies nasales au 

cours de l’embryogénèse.44 Il est important de noter que ces enzymes présentent une 

distribution précise dans l’organisme afin de réguler les activités de la vitamine A.45 
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Une fois l’acide rétinoïque formé, il peut être pris en charge par l’un des deux isoformes 

des protéines cellulaires de liaisons de l’acide rétinoïque (CRABPs, Tableau 2). Il 

s’agit de protéines cytosoliques liant l’acide rétinoïque et assurant son transport vers 

le noyau, en particulier jusqu’aux sites de liaison à ses récepteurs. En plus d’assurer 

le transport de l’acide rétinoïque vers le noyau, les CRABPs facilitent la formation de 

l’interaction ligand-récepteur, renforçant l’activité transcriptionnelle de la vitamine A.46  

 

1.2.3.4. Elimination des rétinoïdes 
 

L’acide rétinoïque est capable de réguler les concentrations en vitamine A dans les 

organes cibles en modulant son propre catabolisme. En effet, il peut activer la 

transcription du gène cyp26, responsable de l’expression de la sous-famille p26 des 

cytochromes P450.47 En particulier, les cytochromes CYP26A1, CYP26B1 et 

CYP26C1 qui métabolisent l’acide rétinoïque en deux formes inactives : l’acide 4-

oxorétinoïque et l’acide 4-hydroxyrétinoïque (Figure 6).47,48 

 

 

 

 

Une fois obtenues, ces formes sont métabolisées de sorte à augmenter leur 

hydrosolubilité, conduisant à leur excrétion dans les urines et les selles.49 

 

1.2.3.5.  Stockage des rétinoïdes 
 

La capacité de stockage d’un organe dépend de ses besoins propres en vitamine A. 

Ainsi, c’est dans le foie que sont stockés 90% des rétinoïdes de l’organisme, sous 

forme d’esters de rétinyle.50 Comme illustré en 1.2.1., le foie se compose de deux 

types cellulaires majoritaires : les hépatocytes et les cellules stellaires hépatiques. Les 

hépatocytes représentent deux tiers des cellules hépatiques, sont responsables de 

l’absorption de la vitamine A alimentaire mais ne comptent que 10 à 20% de son 

stockage. Les 80 à 90% restants sont en fait conservés dans les cellules stellaires 

Figure 6. Formes oxydées de l'acide rétinoïque par la sous famille p26 des cytochromes P450. 
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hépatiques sous forme de gouttelettes lipidiques.51 Il est important de souligner 

qu’aujourd’hui le mécanisme visant au transfert de la vitamine A des hépatocytes vers 

les cellules stellaires hépatiques n’a pas été élucidé.  

En plus du foie, d’autres organes permettent la conservation des rétinoïdes, à savoir 

les tissus adipeux blanc et brun, les poumons, les yeux, les testicules, la peau et la 

rate. 24,52 L’ensemble de ces organes présente la capacité de libérer la vitamine qu’ils 

stockent afin de répondre aux besoins d’autres organes. C’est pour cela qu’ils 

possèdent tous la capacité de produire la RBP4, protéine permettant le transport du 

rétinol dans la circulation générale. Néanmoins, la façon dont le manque de vitamine 

A est communiqué entre l’organe de stockage est l’organe cible n’est pas connue. 

 

1.3. Récepteurs de la Vitamine A 

1.3.1.  Structure générale d’un récepteur nucléaire 
 

A ce jour, quarante-huit familles de récepteurs nucléaires ont été découvertes chez 

l’Homme et toutes possèdent le même type de structure.53 Celle-ci compte six 

domaines distincts, notés de A à F (Figure 7) dont quatre assurent les fonctions 

principales. Le domaine A/B est souvent spécifique de la sous-famille du récepteur et 

peut contenir une fonction d’activation indépendante des ligands (AF-1). Le domaine 

de liaison à l’ADN (DBD), noté C, est hautement conservé entre les récepteurs. Le 

domaine D sert de charnière entre les domaines C et E. De fait, il présente une 

séquence courte et peu conservée. Les domaines E/F sont le lieu de liaison du ligand 

(LBD) et contiennent le domaine d’activation dépendant du ligand noté AF-2. Ce 

dernier permet la localisation nucléaire du récepteur ainsi que la fixation des 

corégulateurs. Le ligand peut être une molécule endogène ou exogène. 

 

 

 

 

 

Figure 7. Structure générale d'un récepteur nucléaire. 
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De façon générale, les récepteurs nucléaires se trouvent dans le noyau. Toutefois, 

sous certaines conditions ou dans certaines cellules, ils peuvent migrer vers le 

cytoplasme où ils auront des fonctions non-génomiques, de façon dépendante ou non 

d’un ligand et avec ou sans complexation de différents facteurs.54,55  

 

1.3.2.  Récepteurs à l’acide rétinoïque (RARs) 
 

Les récepteurs à l’acide rétinoïque (RARs) constituent la première famille de 

récepteurs nucléaires avec une haute affinité pour les rétinoïdes ayant été identifiée. 

Chez les mammifères, ils existent en trois sous types, notés α, β et γ, obtenus par des 

gènes situés sur trois chromosomes distincts.56 C’est en 1987 que RARα a été 

découvert,57,58 suivi l’année suivante par RARβ59 et RARγ.60 Ces trois sous familles se 

distinguent au niveau de leur LBDs, par un résidu de différence entre RARα et RARβ 

et par deux résidus discordants entre RARα et RARγ. Cela impacte la taille de poche 

de liaison du ligand, différence majeure entre les trois RARs.61 

Chacun de ces sous-types possède plusieurs isoformes. Les isoformes d’une protéine 

sont les diverses formes que peut prendre celle-ci à la suite de l’expression d’un seul 

et unique gène. Dans le cas des RARs, ces isoformes varient au niveau de leurs 

extrémités N-terminales (N-ter). Pour RARα et RARγ, deux isoformes principaux ont 

été identifiés notés RARα1, RARα2 et RARγ1, RARγ2 respectivement.62,63 Concernant 

RARβ, les isoformes sont au nombre de quatre, numérotés de RARβ1 à RARβ4.64  

Chacune des sous-familles mais également des isoformes n’est pas exprimé de façon 

identique au sein de l’organisme. Par exemple, RARβ se concentre dans le foie, le 

cerveau et les reins tandis que RARγ est hautement exprimé dans l’épiderme. Seul 

RARα est présent dans l’intégralité de l’organisme. Également, chacune des sous-

familles de récepteur possède des variations structurales (Figure 8).65 

 

 

 

 

Figure 8. Structure générale, conservation et rôles des différents domaines d'un RAR. 
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Le domaine A/B, aussi appelé domaine N-terminal (NTD), est nécessaire à la flexibilité 

du récepteur et varie entre les RARs. Le domaine A a une longueur et une séquence 

variables selon la sous famille et l’isoforme de RAR tandis que le domaine B est une 

région hautement conservée, contenant plusieurs sites de phosphorylations. Il s’agit 

d’un domaine dont la structure en trois dimensions n’a pas encore été obtenue.  

Le domaine C est la région de liaison à l’ADN. C’est la plus conservée entre les 

différents récepteurs avec 94 à 97% d’identité. C’est ce domaine qui confère la 

reconnaissance d’une séquence spécifique de l’ADN. Elle comporte les boites P, D, T 

et A responsables de la dimérisation du récepteur et du lien à l’ADN.  

Le domaine D est un domaine charnière dont le but est de lier le DBD et le LBD, en 

permettant la rotation du DBD. De fait, il est peu conservé. 

Le domaine E, ou LBD, est le second domaine le plus conservé avec 84 à 90% 

d’identité entre les différents RARs. En plus d’être le domaine de liaison du ligand, il 

est aussi impliqué dans la dimérisation des récepteurs et dans la fixation des 

corégulateurs. Selon la sous-famille de récepteurs, l’hélice C-terminale peut adopter 

plusieurs conformations, amenant la possibilité de liaison du ligand ou non. Les ligands 

connus des RARs sont les isomères all-trans et 9-cis de l’acide rétinoïque. 

Enfin, le domaine F est très variable, que ce soit en termes de longueur ou de 

séquence. C’est un domaine possédant plusieurs sites de phosphorylations. 

Cependant, les RARs ne sont pas fonctionnels s’ils ne sont pas liés aux récepteurs X 

des rétinoïdes (RXRs). En effet, ils requièrent de former un hétérodimère RAR/RXR 

pour pouvoir se fixer à l’ADN, recruter les corégulateurs ainsi que la machinerie 

transcriptionnelle, dans le but d’activer la transcription des gènes cibles.  

 

1.3.3.  Récepteurs X des rétinoïdes (RXRs) 
 

Le RXRα a été mis en évidence en 1990, soit trois ans après le RARα.66 Les deux 

autres sous familles, à savoir RXRβ et RXRγ ont rapidement suivi.67 Comme pour les 

RARs, la distribution de ces protéines au sein de l’organisme n’est pas homogène. De 

fait, RXRα est essentiellement localisé dans le foie, les poumons, les reins, le cœur et 

les muscles tandis que RXRγ est principalement présent dans le cerveau et les 
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muscles squelettiques. C’est RXRβ qui est cette fois exprimé dans l’ensemble de 

l’organisme.68 De plus, différents isoformes existent, au nombre de deux pour chaque 

sous type de RXR.  

Bien que ces récepteurs puissent être activés par l’atAR, l’activation est cinquante fois 

inférieure à celle induite sur les RARs. Le ligand ayant le plus d’affinité pour ces 

récepteurs est l’acide rétinoïque 9-cis.69 Cependant, celui-ci n’étant détecté qu’en 

faibles quantités dans les tissus, cela amène à se questionner quant à l’existence 

d’autres ligands des RXRs. C’est ainsi qu’ont été découverts ou synthétisés les 

réxinoïdes, molécules ayant la capacité de lier efficacement et sélectivement les RXRs 

(Figure 9).70  

 

 

 

 

La principale différence entre les RARs et les RXRs se situe dans les DBD et LBD. 

Pour ce qui est du DBD, le taux de conservation moyen entre les RARs et les RXRs 

est de 60% tandis celui du LBD est inférieur à 30%. Également, le domaine F n’existe 

pas. 

 

1.3.4.  Hétérodimères RAR/RXR 
 

Du fait de l’existence de plusieurs isoformes pour chacun des récepteurs, une grande 

diversité de dimères peut se former, compliquant ainsi la signalisation des rétinoïdes. 

Également, la régulation de la transcription par les hétérodimères RAR/RXR est un 

processus complexe composé de plusieurs étapes dynamiques, séquentielles et 

coordonnées. 

Les hétérodimères RAR/RXR sont les entités fonctionnelles capables de lier des 

éléments de réponses de l’ADN (RAREs) spécifiques. Ces derniers se situent 

majoritairement dans la région promotrice des gènes cibles mais de nouveau loci ont 

aussi été identifiés.71 Une fois liés aux RAREs, les dimères peuvent activer ou réprimer 

la transcription des gènes en recrutant des corégulateurs dédiés. Ceux-ci interagissent 

Figure 9. Exemples de réxinoïdes. 
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avec la surface hydrophobe des LBDs des deux récepteurs du dimère et peuvent 

interagir avec la machinerie transcriptionnelle mais également impacter la structure de 

la chromatine.72,73,74 

Pour ce qui est des corépresseurs, ils possèdent tous une organisation structurelle 

très similaire et sont recrutés par les dimères en cas d’absence de liaison d’un agoniste 

de RAR ou de liaison d’un antagoniste de RAR (Schéma 4). Le récepteur se trouve 

alors dans un état dit inactif. Une fois en place sur le dimère, les corépresseurs font 

appel à des facteurs de silençage tels que les histones déacétylases (HDACs)75 ou les 

ADN méthyle transférases (DNMTs).76 Ces derniers conduisent au maintien de la 

chromatine sous forme condensée, empêchant la transcription de se mettre en place.77 

Les corépresseurs se lient particulièrement au niveau du RAR et il a été montré que 

RARβ et RARγ n’interagissent que très peu avec eux.78,79 RARα, au contraire, peut lier 

deux grandes familles de corépresseurs : les corépresseurs des récepteurs nucléaires 

de type 1 (NCoR1) et les médiateurs de silençage du récepteur de l'acide rétinoïque 

et de l'hormone thyroïdienne (SMRT ou NCoR2).80,81 Il faut noter qu’en l’absence de 

ligand, la répression de la transcription requière un nombre important de protéines 

dédiées.82 

 

 

 

 

 

 

Au contraire, lorsqu’un agoniste de RAR se lie à celui-ci, les LBDs des deux récepteurs 

subissent un changement conformationnel dont l’ampleur varie selon les récepteurs.83 

Cela modifie la surface d’interaction avec les corégulateurs, stabilise certaines parties 

des LBDs, permettant de relarguer les corépresseurs et de recruter les coactivateurs 

(Schéma 5).84 Ces derniers entrainent la modification, le remodelage et la 

décompaction de la chromatine ainsi que le recrutement de la machinerie 

transcriptionnelle.85 Pour ce qui est des coactivateurs, cette fois encore, c’est 

majoritairement RARα qui les nécessite. De façon générale, ce sont des coactivateurs 

Schéma 4. Processus conduisant à la répression de la transcription en absence d'agoniste de RAR ou en 

présence d'un antagoniste de RAR. 
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classiques qui sont recrutés, à savoir la famille des coactivateurs des récepteurs 

stéroïdiens (SRC). Les trois principaux sont SRC-1, SRC-2 et SRC-3, qui sont 

capables d’interagir avec les LBDs des deux récepteurs du dimère via une séquence 

dédiée.86 D’autres activateurs moins conventionnels peuvent également être 

employés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il faut noter que divers corégulateurs ont été découverts, montrant parfois des 

interactions avec des surfaces du LBD différentes de celle usuellement décrite à cet 

effet.87 Il existe aussi des corégulateurs qui interagissent avec les NTDs tels que A 

cinus-S’ ou HACE1.88,89 

Un autre point important à noter est qu’au sein du dimère, RXR ne peut répondre à 

ses ligands que si le RAR est lui-même lié à un agoniste. Ainsi, les réxinoïdes ne 

peuvent pas induire de réponse transcriptionnelle à eux seuls. C’est ce qu’on appelle 

la subordination des RXRs.90 Cela s’explique par le fait que la liaison d’un agoniste de 

RAR sur celui-ci est nécessaire et suffisante au relargage des corépresseurs. De cette 

façon, c’est le RAR qui contrôle l’activité du dimère en silençant celle de RXR et en 

induisant à lui seul la transcription en réponse à ses ligands, agonistes ou 

antagonistes. Il est important de prendre en compte que certaines molécules peuvent 

Schéma 5. Étapes conduisant à l’activation de la transcription par liaison d'un ligand agoniste de RAR. 
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être des agonistes de certaines sous-familles de récepteurs tandis qu’elles seront des 

antagonistes pour d’autres.91 

A la fin de la transcription, le complexe ligand/RAR/RXR recrute des corégulateurs non 

conventionnels tels que RIP140 et PRAME qui inhibent la transcription via 

l’intervention de protéines spécifiques.92 Également, les RARs peuvent être dégradés 

pour limiter les effets de l’acide rétinoïque sur l’organisme.93 

Les RARs ne sont pas les seuls à pouvoir dimériser avec les RXRs. En effet, de 

nombreux autres récepteurs nucléaires tels que les récepteurs X aux farnesoïdes, les 

récepteurs de la vitamine D ou encore les récepteurs aux hormones thyroïdiennes 

peuvent former des dimères avec les RXRs.94 On note aussi les récepteurs activés 

par les proliférateurs de peroxysomes (PPARs) pour lesquels le fonctionnement est 

très similaire à celui de RAR/RXR.95 

 

1.3.5.  Récepteurs activés par les proliférateurs de 

peroxysomes (PPARs) 
 

Une nouvelle fois, cette famille de récepteurs nucléaires compte trois sous-

familles notées PPARα, PPARβ/δ et PPARγ dont la répartition au sein de l’organisme 

diffère.96 Pour ce qui est de PPARα, on le trouve dans les tissus avec un important 

catabolisme des acides gras, à savoir le foie, les intestins, les tissu adipeux bruns ou 

le cœur. PPARβ/δ est, quant à lui, majoritairement exprimé dans la peau, les muscles 

squelettiques, les tissus adipeux et le cerveau.97 Enfin, PPARγ est présent dans les 

tissus adipeux blancs et bruns, le gros intestin et la rate.98 

De façon identique aux RARs, les PPARs nécessitent une dimérisation avec les RXRs 

pour pouvoir se lier à leur élément de réponse noté PPRE. Bien que ces récepteurs 

aient des structures proches de celles des RARs, l’affinité de l’atAR est bien moindre,99 

pouvant s’expliquer par une poche de liaison plus grande. En effet, les principaux 

ligands naturels des PPARs se trouvent être les acides gras insaturés (Figure 10).100 
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Il a été montré que l’atAR présente la capacité d’activer ces récepteurs dans les 

cellules présentant des taux de FABP5 (Tableau 2) supérieurs à ceux de CRABPII. 

En particulier, cela concerne deux types de cellules de la peau : les kératinocytes et 

les adipocytes. Cela pourrait expliquer que dans ce type de cellules, l’acide rétinoïque 

entraine la prolifération cellulaire au lieu de l’inhiber.101 Néanmoins, les investigations 

se poursuivent pour en apprendre plus sur l’activation des PPARs par la vitamine A. 

 

1.3.6.  Récepteurs orphelins liés aux RARs (RORs) 
 

Ces récepteurs, comme les précédents, comptent trois sous-familles : RORα, RORβ 

et RORγ dont l’expression dépend des tissus. RORα est largement exprimé dans le 

foie, les muscles squelettiques, la peau, les poumons, les tissus adipeux, les reins, le 

cerveau tandis que RORβ est restreint à la rétine, au cerveau et à la glande pinéale. 

Pour ce qui est de RORγ, il est hautement présent dans le thymus, les muscles, les 

testicules, le pancréas, la prostate, le cœur et le foie.102 Au contraire de la majorité des 

récepteurs nucléaires, ceux-ci peuvent se lier à l’ADN sous forme monomérique.103 

Différents ligands naturels ont été identifiés (Figure 11),104 parmi lesquels l’atAR qui 

peut se lier exclusivement à RORβ.105 

 

 

 

 
Figure 11. Exemples de ligands des RORs. 

Figure 10. Exemples de ligands naturels des PPARs. 



33 | P a g e  
 

1.4. Rôles de la vitamine A dans l’organisme 
 

La vitamine A est un facteur de régulation de plus de 530 gènes.106 De ce fait, elle 

possède un nombre très important de fonctions au sein des organismes vivants, que 

ce soient des vertébrés ou non, pendant l’embryogénèse ou après la naissance. C’est 

l’acide rétinoïque qui est responsable de la quasi-totalité de ces actions. Le rétinal 

n’intervient que dans le cycle de la vision, qui sera détaillé en 1.5., tandis que le rétinol 

sert de précurseur à ces deux formes actives. Dans cette partie seront présentés les 

rôles principaux de la vitamine A, cette liste ne pouvant être exhaustive du fait du 

nombre très important de rôles de cette molécule. Également, il est possible que 

certains rôles ne soient pas encore connus. 

 

1.4.1.  Au cours de l’embryogénèse 
 

Au sein de l’embryon, ce sont les gradients spatio-temporels de vitamine A qui régule 

ses différentes fonctions (Figure 12). 

 

 

 

 

 

 

Chez les vertébrés, la vitamine A intervient dans la structuration du système nerveux 

lors de son développement. En particulier, elle permet l’organisation précoce du 

cerveau antérieur, lequel contient le cortex cérébral, responsable des fonctions 

cognitives supérieures, de la perception et des émotions.107  Également, le plateau 

neural, structure de base de développement du système nerveux, requière un apport 

important de vitamine A afin de pouvoir spécifier les domaines supérieures du cerveau 

ainsi que celui de la moelle épinière.108 De plus, ce micronutriment est crucial dans la 

différenciation et la spécification des progéniteurs neuronaux.109 

Figure 12. Rôles majeurs de la vitamine A durant l'embryogénèse. 
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Durant le croissance embryonnaire, on note aussi la participation de la vitamine A au 

développement des yeux et en particulier de la rétine.110 De fait, elle régule la 

différenciation des cellules progénitrices de la rétine de façon temporelle, en 

promouvant leur sortie du cycle cellulaire. A ce moment, elles sont alors transformées 

en l’ensemble de cellules de la rétine : photorécepteurs, cônes, bâtonnets, cellules de 

Müller…111 

De façon plus générale, la vitamine A gère avec précision la différenciation des cellules 

souches en cellules sanguines, musculaires, squelettiques ou encore immunitaires par 

différents biais tels que les modifications épigénétiques.112 Par conséquent, l’acide 

rétinoïque intervient aussi dans le bon développement des poumons, du pancréas, 

des reins, du cœur ainsi que des membres.113  

 

1.4.2.  Après la naissance 
 

Dans la vie post-natale, que ce soit lors de l’enfance ou de l’âge adulte, la vitamine A 

conserve un vaste panel d’actions (Figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13. Rôles majeurs de la vitamine A dans la vie post-natale. 
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1.4.2.1. Spermatogénèse 
 

La vitamine A est responsable de la régulation de Stra8, facteur indispensable à 

l’entrée en méiose des cellules précurseurs des spermatozoïdes.114 De cette façon, 

elle régule la spermatogénèse. Par la suite, cette molécule a également un rôle dans 

la différenciation spermatogoniale.115 Il est important de noter qu’au sein même des 

vertébrés, la modulation de la spermatogénèse par la vitamine A se fait via des 

processus variés.116 

 

1.4.2.2. Système immunitaire 
 

La vitamine A est essentielle au bon fonctionnement du système immunitaire, à la fois 

inné et adaptatif. Premièrement, c’est elle qui module la formation des épithéliums – 

tissus recouvrant la surface du corps mais aussi l’intérieur des organes creux – de 

l’ensemble de l’organisme. S’ajoute à cela le contrôle de leur kératinisation, 

stratification ainsi que de la maturation fonctionnelle des cellules épithéliales. Les 

épithéliums ont un rôle immunitaire important puisqu’ils sont une première ligne de 

défense contre les pathogènes. Deuxièmement, l’AR est responsable de la 

différenciation, de la maturation et de la fonctionnalité des cellules du système 

immunitaire inné, à savoir les macrophages117 et les neutrophiles.118  

Enfin, la migration des cellules T vers le thymus, où elles deviennent des cellules T 

matures, est gérée par la vitamine A. De plus, c’est elle qui régule l’homéostasie et 

l’activation de ces cellules.119 Cela s’explique par son rôle de cofacteur dans la 

prolifération et la différenciation de certains sous-types de cellules T.120 

 

1.4.2.3. Système nerveux central  

 

Après avoir eu des rôles fondamentaux dans la formation et la structuration du système 

nerveux central au cours de l’embryogénèse, la vitamine A continue d’être 

indispensable au cerveau après la naissance. En effet, elle intervient dans la 

différenciation des phénotypes de certains neurotransmetteurs mais aussi dans la 

transmission synaptique. En particulier, elle veille au maintien de la plasticité de cette 

transmission.121 On note aussi que l’hippocampe, zone pivot dans l’apprentissage 
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relationnel et la mémoire, est une région du cerveau très sensible à la vitamine A. La 

mémoire gérée par l’hippocampe fait appel à la plasticité du réseau neuronal, lui-même 

guidé par l’efficacité synaptique, la neurogénèse et la morphologie neuronale.122 

Néanmoins, l’intégralité de ces processus ne sont aujourd’hui pas compris. 

 

1.4.2.4. Renouvellement osseux123 

 

Il s’agit d’une des activités de la vitamine A pour laquelle son homéostasie est 

particulièrement importante. De fait, cette molécule inhibe l’activité des ostéoblastes 

et favorise la formation des ostéoclastes. Les premiers synthétisent la matrice osseuse 

et aide à sa minéralisation tandis que les seconds sont responsables de sa destruction. 

Dans des concentrations adéquates, cela permet le renouvellement osseux. 

Cependant, dans à concentrations trop élevées, cela conduit à une fragilisation 

osseuse.    

 

1.4.2.5. Régénération des tissus 

 

L’acide rétinoïque possède un important pouvoir de régénération des tissus lésés 

puisqu’il stimule le renouvellement de l’épiderme, augmente son taux de ré-

épithélialisation et restaure la structure épithéliale.124 L’ensemble de ces processus est 

permis par le fait la vitamine A stimule la synthèse du collagène et la prolifération des 

kératinocytes, cellules majoritaires de l’épiderme. 

   

1.4.2.6. Métabolisme général125
 

 

Tout d’abord, la vitamine A impacte la sensibilité à l’insuline – capacité de l’organisme 

à réguler, utiliser et disposer du glucose dans le sang – affectant directement le 

métabolisme du glucose, des lipides et des protéines. Ce phénomène n’a toutefois pas 

encore trouvé d’explication. Ensuite, l’AR régule différentes enzymes glycolytiques 

hépatiques, lui conférant un rôle supplémentaire dans le métabolisme hépatique des 

lipides. Également, via la régulation du cycle de l’urée dans le foie et les reins, elle 

influe sur le catabolisme des protéines. De plus, l’AR impacte le métabolisme 

énergétique basal du foie, c’est-à-dire les besoins énergétiques incompressibles de ce 
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dernier. Cela est dû à l’activité de la vitamine au sein des hépatocytes. Enfin, le 

métabolisme des lipides est étroitement lié à celui de la vitamine A, sans toutefois 

savoir comment. Il en résulte que l’AR régule la production de lipides dans le foie, 

phénomène majeur sans lequel les lipides s’accumuleraient, causant un 

dysfonctionnement du métabolisme du glucose et pouvant mener à des maladies du 

foie.126 

 

1.4.2.7. Homéostasie énergétique 
 

Il a été découvert récemment que le rétinol n’est pas seulement un précurseur des 

formes actives de la vitamine A mais qu’il présente aussi sa propre activité. En effet, il 

sert de transporteur d’électrons au sein des mitochondries, jouant ainsi un rôle dans 

l’activation rédox des protéines kinases Cδ.127 Ces kinases ont un rôle essentiel dans 

l’homéostasie énergétique, c’est-à-dire que leur régulation varie selon les besoins 

énergétiques des cellules.128 

 

1.4.3.  Fonctions non-génomiques 
 

Au départ, seules des fonctions génomiques étaient envisagées pour la vitamine A. 

Cependant, au cours de la dernière décennie, il a été découvert que l’AR et les RARs 

ont des effets extranucléaires non-transcriptionnels.  

Un des effets qui a été le plus étudié jusqu’à présent est l’activation de la voie 

signalétique des protéines kinases activées par les mitogènes (MAPK). Selon le type 

cellulaire, ce ne sont pas les mêmes MAPKs qui sont activées. Dans les fibroblastes, 

les cellules de cancers du sein ou encore les cellules de carcinomes embryonnaires 

murines, c’est MAPK p38 qui est concernée. En revanche, ce sont les MAPKs p42 et 

p44 qui sont stimulées dans les cellules de Sertoli, les neurones ou encore les cellules 

souches embryonnaires.83 Une fois que leur voie signalétique est activée, les MAPKs 

intègrent le noyau et y phosphorylent diverses protéines, parmi lesquelles les RARs. 

Cela induit alors une variété de processus, dépendant de leur sous-famille et/ou de 

leur isoforme.129 
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L’atAR extranucléaire peut également activer les kinases régulées par un signal 

extracellulaires, les ERK 1/2.130 Celles-ci ont un rôle important dans le contrôle du 

cycle cellulaire de cellules souches embryonnaires et neuronales.131 

On trouve aussi une portion des RARα dans les radeaux lipidiques membranaires de 

certaines cellules. Il s’agit de microdomaines membranaires enrichis en différentes 

molécules telles que les flotillines, les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), les 

protéines G… qui induisent une variété de signaux intra ou extracellulaires.132 

Néanmoins, cette découverte étant récente, de nombreuses autres fonctions résultant 

de la présence extranucléaire de l’AR et des RARs restent probablement à découvrir. 

 

1.5. Vitamine A et vision 
 

L’un des rôles majeurs de la vitamine A au sein de l’organisme est la vision. Elle est 

permise par deux types de photorécepteurs composant la rétine : les cônes et les 

bâtonnets. Tandis que les bâtonnets amènent la détection des faibles intensités 

lumineuses, les cônes servent pour une vision à hautes intensités de lumière. Leur 

fonctionnement étant très similaire, nous nous concentrerons dans cette partie sur le 

cycle visuel le mieux décrit, à savoir celui des bâtonnets. 

Au contraire des différentes fonctions présentées précédemment pour la vitamine A, 

c’est ici le rétinal qui est la forme active. Chez les vertébrés, c’est l’isomère 11-cis ou 

certains de ses dérivés hydroxylés qui sont fonctionnels (Figure 14).  

 

 

 

 

 

Chez l’homme, seul le rétinal 11-cis est efficient. Ce dernier se lie à une opsine, qui 

est un RCPG, amenant la formation du chromophore indispensable à la vision : la 

rhodopsine (Figure 15).133 

Figure 14. Formes actives de la vitamine A pour la vision chez les vertébrés. 
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Le cycle de la vision se compose de deux parties : la phototransduction et le cycle de 

régénération (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La phototransduction débute avec l’absorption d’un photon par la rhodopsine, 

conduisant à l’isomérisation du rétinal 11-cis en rétinal all-trans.134 Ce processus 

amène des changements conformationnels de l’opsine, permettant l’accès à la forme 

activée de la rhodopsine : la métarhodopsine. Celle-ci est alors capable de 

reconnaitre, lier et activer la protéine G qui lui est associée, à savoir la transducine. 

Une cascade signalétique spécifique se met alors en place dans laquelle les protéines 

employées devront être inactivées pour mettre fin à la transduction et retourner à l’état 

de noirceur du photorécepteur.133 

Figure 16. Cycle de la vision au sein des bâtonnets. IRBP = protéine de liaison interphotorécepteur ; LRAT = 

lécithine rétinol acyltransférase; RDH= rétinol déshydrogénase ; RPE65 = isomérohydrolase. 

Figure 15. Illustration du rétinal 11-cis au sein de l'opsine, formant la 

rhodopsine. Le rétinal est représenté par les boules rouges. Figure 

extraite des travaux de Salesse publiés en 2017. 
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Lors de l’isomérisation du rétinal au sein de la rhodopsine, les deux partenaires se 

dissocient. C’est alors que débute le cycle de régénération du chromophore qui prend 

place entre le bâtonnet et l’épithélium pigmentaire rétinien (RPE), ensemble de cellules 

adjacent des bâtonnets. 

Premièrement, le rétinal all-trans est réduit en rétinol all-trans (Figure 16) car 

l’aldéhyde est une fonction réactive pouvant lier différents phospholipides et pouvant 

ainsi conduire à une toxicité suivie de diverses pathologies opthalmologiques.135 Le 

rétinol all-trans formé est alors transporté du bâtonnet vers le RPE par une protéine 

de liaison interphotorécepteur (IRBP) puis au sein du RPE par une protéine cellulaire 

de liaison du rétinol (CRPB-1). A son arrivée dans le RPE, le rétinol all-trans est 

estérifié par la lécithine rétinol acyltransférase (LRAT). L’ester formé est ensuite 

déprotégé et isomérisé par une isomérohydrolase, la RPE65. Le rétinol 11-cis produit 

est oxydé en rétinal 11-cis par RDH5 et RDH11 avant que ce dernier ne soit transporté 

vers le bâtonnet où la rhodopsine peut être régénérée. Un nouveau cycle visuel peut 

alors débuter. 

Concernant le cycle de la vision des cônes, il est assez similaire à celui des batônnets 

puisque de nombreuses biomolécules sont communes. Toutefois, il est plus complexe 

car le cycle de régénération fait également appel aux cellules de Müller, en plus du 

RPE.136 Également, les vitesses de transduction et de régénération sont très 

différentes. De fait, il ne sera pas détaillé ici. 

 

1.6. Vitamine A et pathologies 
 

Comme expliqué dans la partie 1.4., la vitamine A intervient, de façon directe ou non, 

dans un nombre très important de fonctions biologiques. De ce fait, beaucoup de 

pathologies peuvent mettre en cause ce micronutriment telles que les maladies 

cardiovasculaires,137 les diabètes,138 ou certains cancers.139 Toutefois, du fait d’un 

manque de connaissances, il est aujourd’hui complexe d’expliquer le lien entre ces 

pathologies et la vitamine A. Il existe cependant de nombreux autres troubles qui ont 

été expliqués soit par une hypervitaminose soit par une carence en vitamine A. C’est 

sur une partie non-exhaustive de ces maladies que va se concentrer ce paragraphe.  
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Il est important de noter que les apports journaliers recommandés en vitamine A 

dépendent de l’âge, du sexe mais aussi de la condition de chaque individu. En effet, 

une femme enceinte aura des besoins supérieurs à ceux d’une femme qui ne porte 

pas d’enfant (Tableau 3). Les indications des apports journaliers recommandés en 

vitamine A sont exprimées en Équivalent Activité Rétinol (RAE). Un RAE équivaut à 1 

µg de rétinol ou 12 µg de β-carotène.140 Ces apports sont déterminés de sorte à 

maintenir une concentration en rétinol dans le plasma de 1 µM. 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3. Apports journaliers recommandés en vitamine A selon l’âge, le sexe et la condition de l'individu. 

 

1.6.1.  Hypervitaminose  
 

L’hypervitaminose, ou intoxication à la vitamine A, est un trouble rare du fait de la 

régulation très précise des concentrations en vitamine A au sein de l’organisme.141 On 

considère une hypervitaminose quand le taux de rétinol dans le sang dépasse les 2.09 

µM, soit 600 µg/L de plasma. Elle est causée par une prise de vitamine A préformée 

(rétinol ou esters de rétinyle) trop élevée. Cela peut survenir lors d’une thérapie 

employant la vitamine A ou d’une supplémentation en cette vitamine, au cours de la 

grossesse par exemple. 

L’hypervitaminose peut être passagère à faible dose, passagère à haute dose ou 

chronique. Pour ce qui est d’une intoxication passagère à faible dose (200 mg 

d’apports en une seule prise), des symptômes transitoires peuvent apparaitre tels que 

des maux de tête, des douleurs musculaires, des nausées, des vomissements ou 

encore une vision floutée. En cas d’une hypervitaminose passagère à haute dose (500 

mg d’apports en une seule prise), d’autres symptômes s’ajoutent à savoir de la 

 Quantité journalière recommandée (en RAE) 

Enfant et adolescent 400 à 600 

Homme adulte 900 

Femme adulte 700 

Femme enceinte 750 à 770 

Femme allaitante 1200 à 1300 
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somnolence ainsi que des démangeaisons, sécheresses, ulcérations et importantes 

desquamations cutanées.142 Dans ces deux cas, le traitement consiste à revenir à un 

apport normal de vitamine A. Enfin, une hypervitaminose chronique peut mener à une 

diminution de la densité minérale osseuse résultant en des troubles tels que 

l’ostéoporose ou l’ostéopénie. Le foie est également affecté pouvant conduire à une 

cirrhose. Dans les cas les plus graves, cela peut même amener à la mort.  

Il faut toutefois noter que les cas les plus importants d’hypervitaminose concerne la 

femme enceinte. En effet, l’intoxication à la vitamine A engendre d’importants effets 

tératogènes sur le fœtus: malformations du crâne, de la face, du système cardiaque 

mais aussi du système nerveux central.143  

 

1.6.2.  Carence en Vitamine A 
 

La carence en vitamine A (VAD) est la deuxième maladie nutritionnelle la plus 

répandue au monde.144 Elle est particulièrement présente dans les régions en voie de 

développement telles que l’Asie du Sud-Ouest, l’Afrique centrale ou subsaharienne. 

On considère qu’un individu présente une VAD lorsque son taux de rétinol dans le 

plasma est inférieur à 0.7 µM soit 200 µg/L de plasma. Cette carence est considérée 

sévère lorsque cette concentration passe en dessous de 0.35 µM soit 100 µg/L de 

plasma.145 

Les carences peuvent être primaire ou secondaire. Une carence est dite primaire 

lorsqu’elle provient d’apports alimentaires trop pauvres en vitamine A. On parle de 

carence secondaire lorsqu’elle est causée par une mauvaise absorption, un déficit de 

transport ou de stockage de ce micronutriment. Ces troubles peuvent être la 

conséquence de certaines pathologies chroniques telles que la maladie de Crohn.146  

Comme pour l’hypervitaminose, la VAD est particulièrement problématique lors de la 

grossesse et de l’allaitement (Figure 17). En effet, cela peut causer plusieurs 

malformations ou anomalies congénitales de la vision, du système reproductif, du 

cœur, du diaphragme ou encore des reins du fœtus.147 Après la naissance, 

d’importants retards de croissance peuvent aussi apparaitre, la vitamine A étant 

étroitement liée à l’hormone de croissance.148 Également, les réponses immunitaires 

à certains vaccins peuvent être altérées.149,150   
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Chez l’enfant et l’adulte, la carence en vitamine A peut se manifester de nombreuses 

façons (Figure 18). En premier lieu, le manque de vitamine A conduit à une diminution 

progressive de la concentration en rétinol dans le plasma et dans l’ensemble des tissus 

de l’organisme. En conséquence, le foie produit moins de transporteurs (RBP et 

TTR),151 rendant l’absorption des faibles quantités de vitamine A ingérée plus 

difficile.152 De plus, la vitamine A étant nécessaire à la synthèse des 

mucopolysaccharides présents au sein des papilles gustatives,153 une altération voire 

une perte de goût peuvent survenir, menant à une diminution de la prise alimentaire. 

Toutes ensembles, ces conséquences primaires mènent à une aggravation de la 

carence. 

Par la suite, si la carence se maintient, plusieurs processus biologiques se trouvent 

impactés, entrainant alors diverses pathologies (Figure 18). Tout d’abord, le système 

immunitaire présente des défaillances de plus en plus importantes, qui conduisent à 

des infections plus nombreuses et plus sévères.154 Cela peut même aller jusqu’au 

développement de la malaria ou de la tuberculose.155,156 Ensuite, la vitamine A étant 

directement impliquée dans le métabolisme du fer via la régulation de la transcription 

de gènes codant pour des biomolécules de ce métabolisme, une carence de celle-ci 

mène à des risques élevés d’anémie.157,158 Par ailleurs, la vitamine A est étroitement 

liée aux bactéries du microbiote. En effet, celles-ci ont un rôle clé dans la biosynthèse 

et le métabolisme de la vitamine A induisant, par exemple, l’activité de RALDH2.159 

Ainsi, en cas de carence en vitamine A, la flore intestinale est touchée, causant 

l’inhibition de nombreuses cascades biologiques, dont celle visant à l’activation de 

RALDH2.  

 

Figure 17. Liste non-exhaustive des troubles causés par une carence en vitamine A maternelle lors de la 

grossesse et/ou de l'allaitement. 
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On peut ajouter que la vitamine A possède un rôle « anti-kératinisation » dans les 

cellules épithéliales, quelle que soit la localisation de celles-ci dans l’organisme.160 La 

kératinisation est un processus par lequel les cellules s’enrichissent de façon anormale 

en kératine, bloquant leur desquamation et donc le renouvellement cellulaire.161 Dans 

le cas d’une VAD, la vitamine A ne pouvant plus remplir ce rôle, le renouvellement 

cellulaire est affecté. Un autre phénomène régulé par la vitamine A à l’échelle cellulaire 

est la métaplasie. Il s’agit d’un changement de type cellulaire de cellules matures au 

sein d’un tissu. C’est un phénomène normal et réversible intervenant lors d’une 

agression extérieure à l’organisme. Toutefois, en cas de VAD, il est amené à perdurer, 

pouvant conduire au cancer.162  

La vitamine A agit également à différents niveaux de l’hématopoïèse, c’est-à-dire de la 

fabrication des cellules sanguines. Une carence en cette molécule mène donc à une 

perturbation de ce processus.163 Il en va de même pour l’ostéogénèse.164 Il est aussi 

important de noter que la vitamine A intervient dans la spermatogénèse et que celle-ci 

peut aller jusqu’à totalement s’arrêter en cas de taux insuffisants de vitamine A.165 

Figure 18. Conséquences d'apports insuffisants en vitamine A de façon chronique. En jaune sont 

représentés les effets directs. En orange sont indiqués les effets systémiques, conséquences des premiers. 

En rouge sont représentés les conséquences cliniques. 
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Enfin, une des conséquences les plus graves de la VAD concerne la vision.166 En effet, 

la carence en vitamine A peut causer une interruption de la cascade biologique 

indispensable à la vision (expliquée dans la partie 1.6), endommageant ainsi la rétine, 

la qualité de la vision en couleurs et l’adaptation à l’obscurité.167 Lorsque la carence 

perdure, cela peut aller jusqu’à la xérophtalmie, pathologie pouvant mener à la cécité 

visuelle.168 

Il faut souligner que, selon l’importante et la durée de la carence, certains de ces 

troubles peuvent être réversibles grâce à une supplémentation en vitamine A. Dans le 

cas contraire, la VAD peut mener à la mort. Également, les cascades biologiques liant 

le manque de vitamine A et les différents effets observés ne sont pas toujours connues. 

 

1.7. Vitamine A à visée thérapeutique 
 

Comme annoncé précédemment (paragraphe 1.1.4.), les rétinoïdes ont été approuvés 

par la FDA pour divers usages thérapeutiques. Ils peuvent être administrés selon deux 

voies principales, correspondant aux deux grandes familles de maladies traitées. 

Premièrement, la voie topique, requise pour le traitement d’un large panel de maladies 

cutanées. Deuxièmement, la voie orale employée notamment dans le traitement 

préventif ou curatif de cancers (Figure 19). Le fait que les rétinoïdes permettent de 

soigner plusieurs pathologies cutanées réside dans leur rôle au sein la différenciation 

et la division des cellules de l’épiderme. De plus, ils modulent la kératinisation de 

celles-ci, souvent en cause dans les troubles cutanés. Pour ce qui est du potentiel anti-

cancéreux, il est amené par l’inhibition de certains signaux de stimulation de la 

croissance cellulaire en parallèle de l’induction de voies signalétiques régulant 

l’apoptose ainsi que l’arrêt de la croissance et de la différenciation cellulaire dans les 

lésions cancéreuses et pré-cancéreuses.169 
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Il est important de noter que les traitements aux rétinoïdes impliquent une modification 

de l’homéostasie de ces derniers au sein de l’organisme, causant divers effets 

secondaires. D’une part, lors d’une administration par voie topique, cela peut conduire 

à une forte sécheresse cutanée (xérose), d’intenses démangeaisons, des rougeurs, la 

sécheresse de nombreuses muqueuses, une inflammation des lèvres (chélite), une 

perte de cheveux, des saignements de nez… D’autre part, par prise orale, les effets 

indésirables observés sont essentiellement des myalgies, des douleurs osseuses, une 

calcification des tendons et ligaments et divers problèmes ophtalmologiques. 170,171 

 

1.7.1.  Rétinoïdes de première génération 
 

 

 

 

 

La trétinoïne, ou acide rétinoïque all-trans, est la forme de la vitamine A la plus utilisée 

en thérapie, toutes générations confondues. D’une part,  on la retrouve dans le 

traitement de plusieurs pathologies cutanées : acne vulgaris,172 anomalies 

pigmentaires cutanées telles que l’hyperpigmentation et le mélasma,173 rosacée, 

psoriasis, dermatoses kératinisantes…172 D’autre part, il s’agit d’un agent antitumoral 

exploité dans divers types de cancers : foie, poumon,174 sein, ovaires,175 prostate,176 

Figure 20. Structures des rétinoïdes de première génération avec leur date d'approbation par la FDA quand 

elle existe. 

Figure 19. Liste non-exhaustive des pathologies traitées par les rétinoïdes. 
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mélanomes, leucémies, lymphomes…177,178,179 Toutefois, il est assez commun que les 

cancers soient résistants à la trétinoïne, nécessitant l’emploi d’autres formes de la 

vitamine A.180 Plus récemment, un potentiel dans le traitement de la maladie 

d’Alzheimer a été découvert pour cette molécule.181 

Concernant les deux autres isomères de l’acide rétinoïque, leur usage est 

exclusivement réservé au traitement de maladies de peau. L’alitrétinoïne est utilisée 

pour lutter contre le pityriasis rubra pilaris,182 la maladie de Darier,183 la pustulose 

palmoplantaire184 ou encore l’eczéma sévère des mains.185 L’isotrétinoïne, quant à 

elle, est efficace dans le traitement de l’acné sévère186 et de diverses formes de 

rosacées.187,188 

Pour ce qui est du rétinol, son usage est plus esthétique que thérapeutique. En effet, 

il est l’un des rétinoïdes les plus utilisé en cosmétique avec les esters de rétinyle et le 

β-carotène. Il est largement employé dans la cosmétique « anti-âge » du fait de sa 

capacité à stimuler le renouvellement cellulaire et la production de collagène, tout en 

limitant la dégradation de ce dernier.189 

Enfin, concernant le rétinal, il est très peu utilisé du fait de l’importante réactivité de 

l’aldéhyde pouvant amener de la toxicité. Néanmoins, il est présent à de faibles 

concentrations dans des mélanges pour le traitement de l’acne vulgaris.190 

 

1.7.2.  Rétinoïdes de deuxième génération 
 

 

 

 

 

L’étrétinate et l’acitrétine ayant des structures très proches, leurs usages 

thérapeutiques le sont également. Concernant l’étrétinate, il a un effet curatif sur les 

psoriasis érythrodermique et pustuleux. Il est aussi employé en tant qu’adjuvant dans 

le traitement du psoriasis vulgaris.191 Pour ce qui est de l’acitrétine, il permet de soigner 

les psoriasis en plaques sévère, pustuleux généralisé et pustuleux localisé, en 

combinaison d’une autre thérapie ou non.192 Il faut noter que, du fait de sa très grande 

Figure 21. Structures des rétinoïdes de deuxième génération avec leur date d’approbation par la FDA. 
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efficacité en monothérapie, il est plus souvent utilisé seul qu’en tandem avec une autre 

molécule thérapeutique.193 

 

1.7.3.  Rétinoïdes de troisième génération 
 

 

 

 

 

Concernant le tazarotène, il est utilisé dans le traitement du psoriasis mais aussi de 

l’onychomycose.194 Ensuite, comme pour la majorité des rétinoïdes, l’adapalène 

permet de traiter une variété de pathologies cutanées telles que la rosacée, les verrues 

plantaires, le vieillissement cutanée ou encore la maladie de Dowling-Degos, une 

hyperpigmentation cutanée d’origine génétique. Plus récemment, l’adapalène ainsi 

que ses dérivés ont montré des potentiels anti-microbien et anti-cancéreux mais aussi 

des effets neuroprotecteurs.195,196 Enfin, le bexarotène a quant à lui été approuvé par 

la FDA pour un usage en monothérapie ou thérapie complémentaire dans le traitement 

de lymphomes cutanés à cellules T, un type de cancer pouvant prendre plusieurs 

formes.197 Plus récemment, il a montré des effets prometteurs pour le traitement de 

maladies cérébrales telles que les accidents vasculaires cérébraux, les lésions 

cérébrales traumatiques, la maladie de Parkinson ou encore la maladie d'Alzheimer.198 

Également, il peut être employé en remplacement dans la trétinoïne dans les 

chimiothérapies.199,200  

 

1.7.4.  Rétinoïdes de quatrième génération 
 

 

 

 

 

Figure 22. Structures des rétinoïdes de troisième génération avec leur date d’approbation par la FDA. 

Figure 23. Structure du trifarotène, seul rétinoïde de quatrième 

génération, avec sa date d'approbation par la FDA. 
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Le trifarotène est employé, comme tous les rétinoïdes, pour traiter l’acne vulgaris mais 

aussi l’ichtyose lamellaire, une maladie résultant d’un dérèglement de la kératinisation 

des cellules épithéliales cutanées. Également, il a révélé un potentiel intéressant dans 

le traitement du lymphome cutané précoce à cellules T.201 Toutefois, cette molécule 

n’ayant été synthétisée et approuvée que très récemment, d’autres rôles 

thérapeutiques sont envisagés tels que la réparation des dommages causés à la peau 

par le soleil, le traitement des infections fongiques ou encore le soin des cancers de la 

peau n’appartenant pas à la famille des mélanomes.202 

 

1.8. Problématique et solutions proposées par cette thèse  
 

1.8.1. Des chainons manquants 
 

Comme expliqué tout au long de cette introduction, la variété de fonctions de la 

vitamine A nécessite une importante régulation de sa biodisponibilité, de son 

métabolisme et de sa signalisation. Bien que cela ait été largement étudié, les 

connaissances actuelles ne permettent pas une appréciation complète de l’ensemble 

de ces processus. Également, certaines activités des rétinoïdes ne sont aujourd’hui 

pas ou peu comprises à l’échelle moléculaire. Cela indique que les voies métaboliques 

et signalétiques découvertes jusqu’à présent sont incomplètes. Par exemple, on peut 

noter que les fonctions non-génomiques de la vitamine A n’ont été découvertes que 

récemment, amenant à penser qu’un pan complet du fonctionnement de la vitamine A 

reste à découvrir. Également, cela conduit à penser que certaines de ses fonctions ne 

sont aujourd’hui pas connues. On peut par exemple citer des connaissances 

incomplètes concernant le transfert des rétinoïdes entre les hépatocytes et les cellules 

hépatiques stellaires en vue du stockage des esters de rétinyle. Également, la 

communication inter-organes visant à signaler un déficit en vitamine A n’est aujourd’hui 

pas élucidée. Si on se place du point de vue des récepteurs des rétinoïdes, là encore 

la connaissance est partielle. En effet, l’acide 9-cis rétinoïque est considéré comme 

permettant l’activation des RXRs la plus efficace. Toutefois, il est présent en quantités 

infimes dans les tissus, amenant à se demander si d’autres molécules ne pourraient 

pas activer les RXRs ou si le 9-cis AR ne présenterait pas un mécanisme de régulation 

spatio-temporelle particulier. Il en va de même pour l’activation des PPARs et des 
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RORs par la vitamine A, pour laquelle les connaissances sont limitées. Pour finir, 

jusque récemment, on pensait avoir dévoilé l’ensemble des métabolites et formes de 

la vitamine A. Néanmoins, un rapport de Krezel et al. datant de 2021 a fait état d’une 

nouvelle forme de la vitamine A nommée vitamine A5/X,6,203 relançant l’idée que de 

nouveaux métabolites restent à découvrir.  

Pour pallier ce manque de connaissances sur le métabolisme, la signalisation et le 

stockage des rétinoïdes, il est ainsi nécessaire de développer des outils qui 

permettront leur étude à l’échelle moléculaire, que ce soit en conditions physiologiques 

ou pathologiques. 

L’objectif de cette thèse était donc de mettre au point des outils pour le décodage des 

voies métaboliques et signalétiques de la vitamine A aux échelles cellulaire et 

subcellulaire. Cela inclut l’identification de nouveaux métabolites et protéines 

nécessaires à ces voies métaboliques. 

 

1.8.2. Solutions apportées par cette thèse 
 

Afin de répondre au mieux à la problématique posée, le projet a été découpé en trois 

axes principaux (Figure 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24. Illustration des trois axes de la thèse. Les hexagones jaunes représentent la vitamine A, quelle 

que soit sa forme. Les formes bleue, orange et rose désignent les partenaires d’interaction endogènes de 

la vitamine A. 
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Le premier axe porte sur l’étude de la distribution et du stockage des rétinoïdes au sein 

des cellules et des compartiments subcellulaires. Les outils ont été développés dans 

le but de travailler avec les techniques d’imagerie cellulaire. Cela a été réalisé par 

Alexia Kindler de l’équipe de Wojciech Krezel de l’IGBMC de Strasbourg et sera 

présenté dans le chapitre 3. 

Concernant le deuxième axe, il est dédié à la capture, l’identification et la quantification 

de nouveaux métabolites de la vitamine A. Il a été choisi de travailler avec des 

techniques de spectrométrie de masse de grande précision. Les analyses qui seront 

présentées dans le chapitre 4 ont été effectuées par l’équipe de François Fenaille et 

Benoit Colsch du CEA de Paris Saclay. 

Pour ce qui est du troisième axe, il s’oriente sur la capture et l’identification des 

partenaires d’interaction endogènes de la vitamine A et de ses récepteurs. Pour ce 

faire, ce sont des études de protéomiques qui ont été envisagées. Toutefois, par 

manque de temps, cet axe n’a pas pu être exploré. Les travaux préliminaires qui ont 

été conduits seront présentés dans les perspectives. 
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CHAPITRE 2 – SONDES RÉTINOÏDES  

2.1. Introduction 
 

2.1.1.  Etat de l’art des sondes rétinoïdes existantes 
 

Afin d’étendre les connaissances actuelles sur le métabolisme de la vitamine A, 

diverses méthodes ont déjà été utilisées. De notre côté, nous avons choisi une 

approche de chimie bioorthogonale, avec modification chimique des rétinoïdes afin 

d’en faire des sondes moléculaires fonctionnelles. Les travaux de la littérature 

rapportent plusieurs sondes rétinoïdes au cours des quinze dernières années, 

principalement développées par l’équipe d’Andrew Withing. On peut notamment citer 

le composé diphenylacetylène EC23 (Figure 25, A) développé en 2008,204 présentant 

la capacité d’activer RARβ de la même façon que l’acide rétinoïque. De plus, sa 

capacité à induire la différenciation de cellules souches a été testée. Pour cela, les 

taux de différents marqueurs de différenciation des cellules pluripotentes (SSEA3, 

TRA-1-60 et A2B5) ont été suivis,205 montrant un comportement très proche de celui 

de l’acide rétinoïque. Néanmoins, EC23 n’a pas démontré la capacité à induire la 

transcription du gène codant pour CYP26A1. Cette enzyme, clé dans le métabolisme 

de la vitamine A, permet la formation des premiers métabolites de l’acide rétinoïque 

mais également l’élimination des rétinoïdes actifs.206 Cela a ainsi remis en question 

l’usage d’EC23 pour des études de métabolomique.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 25. Structures des principales sondes rétinoïdes décrites dans la littérature. 
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Le même groupe a repris cette structure en 2019 et a remplacé le motif 

tétrahydronaphtalène par une dihydroquinoléine (Figure 25, B).207 Cela a conduit à 

des rétinoïdes synthétiques avec une importante fluorescence intrinsèque permettant 

des travaux d’imagerie cellulaire ne faisant appel à aucune autre molécule 

fluorochrome. La capacité de cette nouvelle catégorie de rétinoïdes à lier la protéine 

cellulaire de liaison aux rétinoïdes (CRABPII) a été évaluée. En effet, cette protéine 

joue un rôle majeur dans la prise en charge des rétinoïdes au niveau cellulaire 

puisqu’elle permet leur translocation du cytoplasme vers le noyau, jusqu’aux RARs.208 

La liaison avec CRAPBII a pu être suivie par fluorescence et s’est révélée efficiente 

pour l’ensemble des dérivés, permettant même la détermination de constantes de 

dissociation (Kd) et une meilleure compréhension des sites d’interactions clés entre les 

deux molécules.207 Cependant, aucun autre test concernant la fonctionnalité de ces 

sondes n’est décrit, présentant un frein à son usage pour nos travaux.  

Par la suite, Zhou et al. ont rapportés des structures directement dérivées d’EC23 dont 

l’alcyne central a été remplacé par un thiazole (Figure 25, C).209 Le potentiel de 

différenciation des cellules souches a été étudié grâce à différents marqueurs (SSEA3, 

TRA-1-60 et A2B5) et seul un composé a montré une activité quasi identique à celle 

de l’acide rétinoïque. Toutefois, dans des travaux ultérieurs,210 cette molécule a montré 

une faible capacité à se lier aux RARα et RARβ (deux fois moindre que pour l’acide 

rétinoïque), réduisant significativement le champ de ses activités biologiques. Aussi, 

bien qu’une dizaine de composés de ce type soient décrits dans la littérature, un seul 

présente la capacité de différenciation des cellules pluripotentes, montrant des 

limitations structurales fortes. 

De façon plus prometteuse pour des études de métabolomique, on trouve les travaux 

de Mebius et coll., qui décrivent des rétinoïdes structurellement et fonctionnellement 

non-distinguables des rétinoïdes naturels (Figure 25, D). En effet, ils possèdent le 

même squelette isoprénoïde, ainsi que le cyclohexène triplement méthylé et ne se 

différencient des rétinoïdes naturels que par la modification de la position C3. Leurs 

travaux de 2019 visaient à approfondir les connaissances sur la famille des RALDHs211 

en développant une sonde basée sur le substrat naturel de cette famille, à savoir le 

rétinal. L’objectif était de parvenir à suivre l’activité de ces enzymes au sein de diverses 

lignées cancéreuses afin d’expliquer la capacité de certaines lignées à produire l’acide 

rétinoïque, ce qui a été réalisé avec succès. Ils ont à nouveau employé ce type de 
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dérivés en 2021 dans le but, cette fois, de suivre la vitamine A dans des cellules 

immunitaires humaines.212 Le potentiel des sondes à être internalisées dans différents 

types de cellules immunitaires a été suivie grâce à une sonde fluorescente azidée 

commerciale. Il en est ressorti que l’internalisation se fait de façon plus ou moins 

importante selon le type cellulaire, rendant possible l’étude du métabolisme de la 

vitamine A dans ces cellules. En revanche, bien que les molécules décrites soient très 

proches des rétinoïdes naturels, elles requièrent un important travail de synthèse. En 

effet, la modification de la position C3 des rétinoïdes nécessite une synthèse totale en 

onze étapes, conduisant à un rendement inférieur à 10% et à la manipulation de 

nombreux intermédiaires sensibles, en particulier à la photoisomérisation. 

De cette façon, les travaux de la littérature ne présentent aucune solution satisfaisante 

pour les besoins de nos travaux. Nous avons donc choisi de nous orienter sur une 

autre stratégie en réalisant la modification chimique tardive de rétinoïdes naturels 

commerciaux.  

 

2.1.2.  Etat de l’art des stratégies bioorthogonales 
 

Afin que les rétinoïdes modifiés prennent place dans une stratégie applicable à 

l’ensemble des axes du projet, nous nous sommes orientés vers la chimie 

bioorthogonale. Ce terme, défini par Carolyn R. Bertozzi à la fin des années 1990, 

désigne un ensemble de réactions présentant des caractéristiques communes. Celles-

ci doivent avoir lieu à température et pH physiologiques, être rapides, former des 

adduits stables, être hautement sélectives et surtout, ne pas interférer avec les 

processus biologiques. Également, les rapporteurs doivent être faciles à insérer sur 

les biomolécules d’intérêt, et ni les réactifs ni les produits ne doivent induire de toxicité 

pour les cellules et l’organisme. Au sein de cette boîte à outils développée au cours 

des dernières décennies, nous avions le choix entre plusieurs approches.213,214 

Premièrement, la ligation de Staudinger, dont l’inconvénient majeur est le recours à 

une phosphine, espèce rapidement oxydée en milieu biologique.215 Cela engendrerait 

une diminution de la vitesse de réaction, déjà moindre en comparaison des autres 

méthodes, et qui se répercuterait sur la sensibilité de la détection. Pour ce qui est de 

la Diels Alder à Demande Électronique Inverse (IEDDA), elle présente une vitesse de 

réaction élevée, ce qui est particulièrement intéressant pour une application sur 
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cellules vivantes.216 Elle requiert d’une part un diène, plus précisément une tétrazine, 

dont les propriétés peuvent être modulées grâce à un ou plusieurs groupements 

électroattracteurs. D’autre part, elle fait appel à un diénophile, à savoir un cycloalcène 

à 3, 6 ou 8 chainons et portant un ou plusieurs groupements électrodonneurs. Ainsi, il 

s’agit de deux fonctions stériquement encombrantes qui, si elles étaient introduites sur 

le rétinoïde, impacteraient fortement son activité biologique. Dans le cas de la 

Cycloaddition de Huisgen (CuAAC), les sels de cuivre (I) amènent une réaction très 

rapide, idéale pour l’étude de phénomènes biologiques en temps réel.217 Cependant, 

ce métal, de par sa capacité à générer des espèces réactives de l’oxygène (ROS), est 

toxique pour les cellules vivantes, ce qui a longtemps limité l’usage de cette réaction 

aux cellules fixées.218 Pour pallier ce problème, une librairie de ligands du cuivre a été 

développée.219 Ceux-ci permettent la formation d’un nouveau système catalytique, à 

savoir une espèce possédant deux atomes de cuivre liés à un seul ligand polydentate. 

En plus de réduire la toxicité du cuivre, cela va également mener à une augmentation 

significative de la vitesse de réaction. Ces ligands, principalement basés sur un motif 

tris(triazolylméthyle)amine, présentent cependant des problèmes de solubilité en 

milieu aqueux. Afin de les pallier, de nouveaux ligands, inspirés des ligands naturels 

du cuivre, à savoir la glycine et l’histidine, ont été rapportés.220 Bien que ces systèmes 

aient été utilisés pour réaliser des réactions de marquage extracellulaire in vivo,221 il 

reste difficile de les employer pour des marquages intracellulaires du fait de leur faible 

perméabilité aux membranes et de la désactivation plus ou moins importante du 

complexe catalytique en milieu intracellulaire.222 Finalement, c’est la Cycloaddition 

Azoture-Alcyne favorisée par la Contrainte (SPAAC) qui remplit l’ensemble des critères 

requis pour nos travaux.223 En effet, elle requière un azoture d’un côté et un alcyne 

contraint de l’autre. Le premier, grâce à sa petite taille et à sa stabilité, peut être inséré 

sur les rétinoïdes, avec un risque minimal d’impact sur leurs activités biologiques.224 

Pour ce qui est de l’alcyne tendu, il est possible de le choisir dans une vaste librairie 

de composés mono ou polycycliques, présentant un ou plusieurs hétéroatomes.225,226 

De fait, afin de moduler leur cinétique de réaction mais aussi leur stabilité, il a été 

nécessaire de modifier les structures des alcynes contraints. Une partie de ces alcynes 

est présentée dans la Figure 26. 
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La cyclooctyne (OCT) est le premier alcyne tendu à avoir été synthétisé par l’équipe 

de Carolyn R. Bertozzi en 2004.227 Afin d’augmenter sa réactivité, un atome de fluor a 

été introduit en position propargylique (MOFO), suivi d’un second (DIFO), permettant 

une cycloaddition trente fois plus rapide.228 Par la suite, toujours dans un soucis de 

cinétique, les cyclooctynes (di)benzoannulées, à savoir la dibenzocyclooctyne (DIBO), 

la dibenzoazacyclooctyne (DIBAC) et la biarylazacyclooctynone (BARAC) ainsi que 

leurs formes dérivées, ont été synthétisées.229 Il a été admis que leur réactivité accrue 

est due à une forte augmentation de la contrainte, résultant du nombre important de 

carbones hybridés sp2 sur l’ensemble de la structure. Cependant, bien que hautement 

réactives, ces molécules sont également très instables, encourageant la recherche 

parallèle d’autres structures. C’est ainsi que l’endo-9-hydroxyméthylbicyclo 

[6.1.0]nonyne (endo BCN) a été préparé. Malgré une réactivité moindre en 

comparaison des cyclooctynes (di)benzoannulées, le BCN possède une meilleure 

stabilité et une synthèse plus courte et plus simple.230 Néanmoins, les travaux se 

poursuivent, à la recherche de l’équilibre idéal entre réactivité et stabilité,231,232 avec 

notamment la classe des cyclooctynes hétérocycliques contenant du soufre, de l'azote 

et de l'oxygène, notée SNO-OCTs, dont les structures sont modulable.233,234 

Figure 26. Liste non exhaustive d’alcynes contraints développés depuis le début des années 2000. Toutes 

les cinétiques ont été réalisées avec l'azoture de benzyle, à température ambiante, dans les solvants 

suivants : a CD3CN ; b MeOD ; c 3/1 CD3CN/D2O. 
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Concernant les applications de la SPAAC, elles sont très variées. On peut tout d’abord 

noter un usage pour le marquage ou la modification de biomolécules. En effet, elle est 

employée pour le marquage de diverses protéines235 mais aussi comme méthode de 

bio-conjugaison sur le site N-glycane des anticorps.236 Elle permet également de 

mettre en place divers outils thérapeutiques visant au ciblage actif de tumeurs 

solides,237 à la réduction de la croissance tumorale,238 à l’internalisation facilitée de 

nanoparticules portant une drogue,239 ou encore à la délivrance ciblée de molécules 

médicamenteuses afin de minimiser les effets secondaires de la thérapie utilisée.240 

Cette méthode de chimie bioorthogonale est aussi employée en imagerie in vivo avec, 

par exemple, l’étude du devenir de différentes cellules, après leur transplantation : 

cellules chondrocytes,241 souches242 ou encore de type T.243 Enfin, la SPAAC présente 

un fort intérêt pour le milieu biomédical. De fait, en 2013 a été réalisée la première 

synthèse d’un hydrogel réticulé biocompatible pour un usage in vivo à l’aide de cette 

réaction.244 Cette technologie a ensuite pu être appliquée à la fabrication d’organes 

sur puce245 et  à l’étude des polymères biocompatibles.246 

Nous avons donc retenu la SPAAC pour nos travaux. Il nous a ainsi fallu travailler 

d’une part sur l’insertion d’un azoture sur les rétinoïdes et d’autre part sur la synthèse 

de sondes portant un alcyne contraint. Le travail sur les sondes sera décrit dans les 

chapitres 3 et 4. 

 

2.1.3.  Insertion de l’azoture sur les rétinoïdes 
 

Le premier azoture organique a été synthétisé en 1860 par Peter Griess mais l’essor 

de ces nouveaux composés organiques a débuté au milieu du 20ème siècle, avec 

l’apparition de nombreuses réactions: réarrangement de Curtius,247 transfert de diazo 

de Regitz,248 réduction et ligation de Staudinger,249,250 réaction d’aza-Wittig,251 

réarrangement sigmatropiques [3,3],252 réaction de Mitsunobu,253 réarrangement de 

Hemetsberger254…Cependant, sa structure a été débattue pendant plusieurs années 

(Figure 27). En effet, Huisgen proposait en 1894 une forme cyclique de type triazirine. 

Néanmoins, cette forme n’expliquant pas la réactivité de l’azoture, Thiele a avancé en 

1911, une structure linéaire impliquant un azote pentavalent, peu probable. C’est ce 

dernier qui a poussé les investigations à se poursuivre et c’est finalement Pauling, en 
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1917, qui a proposé des formes de résonance, expliquant les propriétés réactionnelles 

de l’azoture. 

 

 

 

 

 

L’azoture présente l’avantage de pouvoir être introduit pour lui-même ou en tant que 

précurseur de divers autres groupements fonctionnels tels que les amides,255 les 

amines256 ou encore la plupart des hétérocycles azotés.257 Ainsi, les azotures sont des 

synthons clés pour de nombreuses applications, que ce soit dans le domaine 

médicale, de la biologie ou des matériaux. On peut par exemple citer la modification 

de nucléosides dans le but d’en faire des traitements antiviraux258,259,260 mais aussi 

l’insertion d’azoture sur anticorps afin d’obtenir des bio-conjugaisons site-

spécifiques.261 De plus, la synthèse de nombreux polymères peut être effectuée par 

cycloaddition.262 C’est pour permettre l’ensemble de ces applications que la synthèse 

des molécules azidées a été largement rapportée. En particulier, les stratégies 

développées permettent une insertion tardive de l’azoture, sur des molécules souvent 

complexes, évitant ainsi les risques de réactions secondaires au cours de la synthèse. 

Avant d’investiguer la littérature, il a fallu déterminer la position idéale pour l’insertion 

de l’azoture sur le squelette rétinoïde (Figure 28). 

 

 

 

Pour cela, l’acide rétinoïque a été modélisé au sein du RARα (Figure 29, A), révélant 

l’interaction de la partie carbonyle avec plusieurs résidus du récepteur (Figure 29, B). 

Cette position ne peut donc pas porter l’azoture sous peine de modifier l’interaction 

ligand-récepteur et donc les effets biologiques des rétinoïdes. Également, la chaine 

isoprénoïde, avec ses substituants, se trouve dans la poche catalytique (Figure 29, C 

et D). Bien qu’aucune interaction avec les résidus de celle-ci ne soit notée, l’azoture 

présente la capacité de former des liaisons hydrogènes, ce qui pourrait, à nouveau, 

Figure 27. Structures de la fonction azoture proposées successivement par Huisgen, Thiele et Pauling. R est 

quelconque. 

Figure 28. Structure générale d'un rétinoïde dont les carbones discutés 

içi ont été numérotés. R=CHO, CH2OH ou CO2H.  
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modifier l’interaction ligand-récepteur. Ainsi, seule la partie cyclohexène triplement 

méthylée semble être suffisamment extérieure à la poche catalytique pour être 

modifiée (Figure 29, C et D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Six positions sont accessibles. Tout d’abord, les méthyles en position géminale sur le 

carbone C1 mais qui ne possèdent pas la réactivité nécessaire pour être modifiés de 

façon tardive. Il en va de même pour les positions C2 et C3. Ainsi, seules les positions 

allyliques C4 et C5 présentent une possibilité de modification en « late-stage ». 

Néanmoins, la position C4 est endocyclique secondaire tandis que la position C5 est 

Figure 29. Modélisation de l'acide rétinoïque dans le récepteur RARα. Modélisation moléculaire réalisée 

avec Mol*. En jaune, l'acide rétinoïque all-trans. En blanc, le RARα. Les interactions non-covalentes 

apparaissent en pointillé. A : vue intégrale de l’acide rétinoïque all-trans dans son récepteur ; B, C, D : vues 

rapprochées, ne modélisant que l’acide rétinoïque, les résidus d’intérêt du récepteur et les interactions non-

covalentes entre les deux molécules. 
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exocyclique primaire. De cette façon, quel que soit le mécanisme de la réaction 

d’insertion d’azoture, la position la plus favorable sera l’endocyclique secondaire. En 

effet, si un radical est formé, il sera plus stable s’il est secondaire et, si un cation se 

forme et doit être stabilisé par délocalisation de la double liaison, la nouvelle double 

liaison sera plus favorable en endocyclique qu’en exocyclique, du fait du cycle à six 

chainons. Nous avons donc retenu la position allylique C4 pour l’introduction de 

l’azoture sur les rétinoïdes.  

Nos recherches se sont alors orientées vers les stratégies d’insertion d’azoture en 

position allylique. La méthode la plus utilisée consiste à substituer un groupement 

partant par un azoture. Cela peut se faire en une seule étape si le groupement est déjà 

présent ou en deux dans le cas où le groupement partant doit être introduit.263 

Néanmoins, les travaux présentés font appel à un catalyseur métallique couplé à un 

acide de Lewis.264 Dans le cas des rétinoïdes, l’acide de Lewis risquerait d’activer le 

carbonyle, rendant cette position préférentielle pour l’addition de l’azoture. De plus, 

aucun essai n’a été rapporté sur des structures polyéniques, en particulier conjuguées. 

Parmi les autres méthodologies, on peut citer la conversion d’allènes en azoture 

allyliques. Elle peut être réalisée tardivement ou au cours de la synthèse.265 

Cependant, la formation d’un allène sur la position C4 d’un rétinoïde n’est pas possible. 

Enfin, on trouve les activations de liaisons C-H, pour lesquelles la formation in situ d’un 

iode hypervalent est requise.266 Toutefois, ce dernier pourrait entrainer la formation 

d’un iodonium au sein du système isoprénoïde du rétinoïde, résultant en un mélange 

complexe de produits et/ou en l’insertion aléatoire de la fonction azoture. Ainsi, on peut 

noter qu’il existe peu de stratégies visant à la formation d’azotures allyliques, que ce 

soit en « late-stage » ou non. Ceci peut s’expliquer par la capacité de la plupart de ces 

molécules à se remanier spontanément selon le réarrangement de Winstein (Schéma 

6). Cela conduit à des mélanges d’isomères non-désirés, difficiles à séparer et 

amenant des rendements très faibles, diminuant l’intérêt pour ce type d’azotures. Il est 

possible d’éviter ce réarrangement mais le cas de chacun des azotures allyliques doit 

être préalablement étudié afin de choisir les conditions adéquates d’insertion 

(température, durée de réaction et choix précis des réactifs).267 

 

 

Schéma 6. Réarrangement de Winstein avec R1 et R2 

quelconques. 
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Les méthodes d’insertion en position allylique étant peu nombreuses, nous avons 

investigué la littérature à la recherche d’autres stratégies d’azidation pouvant être 

adaptées à ces molécules à la fois très apolaires, photosensibles et sensibles à 

l’oxygène. Parmi l’ensemble des méthodologies décrites, la majorité va à la synthèse 

d’azotures aliphatiques ou benzyliques et est basée sur l’activation de la liaison C-H 

visée. Cette dernière peut se faire de nombreuses façons (métaux, iode 

hypervalent…), qui ont évolué au fil des travaux dans le domaine.268 On peut tout 

d’abord citer une approche développée par Huang et al. qui s’applique aux azidations 

aliphatiques (primaires, secondaires, tertiaires) et benzyliques.269 Celle-ci requiert une 

catalyse au manganèse complexé par des ligands spécifiques et l’usage d’un oxydant 

iodé. Également, Rabet et al. rapportent une azidation en position benzylique en 

utilisant à la fois un iode hypervalent, un catalyseur métallique (cuivre ou ruthénium) 

et la lumière visible.270 Ces rapports montrent que ce type de réaction, même sur des 

positions plus activées comme les positions benzyliques, nécessite une importante 

activation multi factorielle. De plus, ils présentent des paramètres incompatibles avec 

les rétinoïdes, en particulier la lumière et l’usage de catalyseurs avec une structure 

type catalyseur de Jacobsen, décrit pour réaliser efficacement des époxydations.271 

Dans les méthodes plus douces, on peut nommer l’abstraction radicalaire d’un proton, 

à l’aide d’un agent radicalaire dédié. Cette réaction, bien qu’ayant une sélectivité 

modulable, fait généralement appel à une catalyse avec des complexes du fer. Elle est 

suivie d’un transfert d’azoture vers le carbone portant le radical préalablement formé 

grâce à un agent de transfert, le plus souvent iodé.272 Cette méthode ne peut pas être 

appliquée aux rétinoïdes sans un risque important de réactions secondaires, dues à la 

capacité des complexes de fer à former des radicaux sur les doubles liaisons.273 En 

parallèle de ces travaux, des études de mono ou di-azidation sur les oléfines ont été 

menées. Une fois encore, les stratégies mises en œuvre font appel à un métal couplé 

à une seconde source d’activation telle qu’un iode hypervalent274 ou la lumière 

visible.275 De fait de la structure polyénique des rétinoïdes, cette méthode ne peut pas 

leur être appliquée. Ainsi, aucune des méthodologies présentes dans la littérature n’est 

utilisable pour l’azidation allylique des rétinoïdes.  

Il a dons été nécessaire de nous orienter vers le développement d’une nouvelle 

stratégie d’insertion tardive d’azoture en position allylique de polyènes tels que les 

rétinoïdes. Pour la mise au point de cette méthode, et comme première sonde 
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rétinoïde, nous avons choisi le rétinal all-trans (atRAL). Cette forme de la vitamine A a 

été sélectionnée car elle permet d’accéder à l’acide rétinoïque all-trans (atAR), mais 

aussi au rétinol all-trans (atROL), en une seule étape enzymatique (Chapitre 1, 

Schéma 3). 

 

2.2. Azidation de la position C4 du rétinal all-trans 
 

2.2.1.  Optimisation de la réaction 
 

Comme point de départ de nos travaux, nous avons noté ceux d’Anil Kumar Singh, 

publiés en 1983276 et repris en 2007 par Hashimoto,277 décrivant la préparation de 

dérivés oxygénés du rétinal sur la position C4 via une activation du rétinal au N-

bromosuccinimide (NBS). Bien que le mécanisme reste difficile à déterminer et les 

dérivés du rétinal peu caractérisés, il nous a semblé que l’optimisation des conditions 

de réaction avec des méthodes modernes pourrait conduire à un processus 

d’activation propre menant à l’introduction nucléophile de l’azoture en position C4. 

Cette hypothèse a également été étayée par le rapport de Sheves et al. en 1984,278 

suggérant la formation d’un intermédiaire photoréactif azidé lors de l’ajout d’un excès 

d’azoture de sodium après une activation au NBS.  

À partir de ces conditions d'activation originales, l’atRAL a été soumis à des conditions 

extrapolées à partir du rapport de Sheves (Schéma 7) : l'atRAL a d'abord été mis en 

réaction avec du NBS dans du CCl4 pendant 10 minutes à -20 °C avant d'ajouter de 

l'azoture de sodium et d'agiter la réaction pendant 2 heures (Tableau 4, entrée 1). 

Cependant, aucune conversion de l'atRAL n'a été observée et les variations du temps 

de réaction ou de la température n'ont entraîné aucun changement notable. 

 

 

 

 

 

Schéma 7. Conditions réactionnelles pour l’insertion d’un azoture sur la position C4 de l'atRAL. La source 

d’halogène, le solvant ainsi que la source d’azoture ont été modifiés successivement. 
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La première étape de la réaction étant limitante, un manque de solubilité de la source 

de brome a été suspectée. Afin de pallier ce problème, et compte tenu de la toxicité 

du CCl4, il a été remplacé par le dichlorométhane (Tableau 4, entrée 2). Cela a 

conduit à une conversion totale de l’atRAL, confirmant notre hypothèse. Cependant, 

un mélange de 1 et d’un sous-produit non identifié a été obtenu dans les proportions 

60/40. Les investigations ont été poursuivies en changeant la source d’azoture 

(Tableau 4, entrée 3), amenant à une conversion totale en azido rétinal 1 

attendu. Les conditions de l’entrée 3 ont ainsi été considérées comme optimales. Les 

effets de l’agent électrophile ont ensuite été examinés (Tableau 4, entrées 4 à 7). 

Que ce soit avec l’iode ou le chlore, aucune conversion n’a eu lieu, ce qui peut 

s’expliquer d’une part par la taille de l’iode (rayon 20% supérieur à celui du brome) et 

d’autre part par une réactivité du chlore inférieure à celle du brome. En changeant le 

type d’agent bromant, deux résultats distincts ont été obtenus. Avec le 1,3-dibromo-

5,5-diméthylhydantoïne (DBDMH), une forte dégradation du rétinal a été observée 

tandis que le tribromure de tétrabutylammonium (TBATB) a mené au même résultat 

que l’entrée 3. Du fait du coût bien plus important de TBATB par rapport au NBS, nous 

avons choisi de conserver les conditions de l’entrée 3 pour notre nouvelle méthode 

d’insertion d’azoture en position allylique. 

 

Tableau 4. Conditions testées pour l’optimisation de l’insertion d’azoture en position C4 de l’atRAL en 

passant par un intermédiaire halogéné. La conversion a été suivie par HPLC analytique à 370 nm. 

Entrée Source d’halogène Source d’azoture Solvant Conversion (%) 

1 NBS NaN3 CCl4 0 

2 NBS NaN3 CH2Cl2 100 

3 NBS TBAN3 CH2Cl2 100 

4 NIS TBAN3 CH2Cl2 0 

5 NCS TBAN3 CH2Cl2 0 

6 TBATB TBAN3 CH2Cl2 100 

7 DBDMH TBAN3 CH2Cl2 Dégradation 
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Après avoir optimisé les conditions de réaction, il a également été nécessaire 

d’optimiser la purification de l’azido rétinal. En effet, lors de la synthèse, un phénomène 

d’isomérisation a été observé. Ce dernier ne correspond pas à l’insertion de l’azoture 

qui peut se faire de façon identique sur les deux faces de la molécule car un 

dédoublement marqué des signaux RMN est observé. Celui-ci est associé à un 

chromatogramme présentant un pic unique en HPLC. L’isomère majoritaire, 85% basé 

sur le proton géminal de l’azoture, est le all-trans. Le second (15%) n’a pas été identifié 

bien que la forme la plus probable soit l’isomère 11-cis. Sur la Figure 30 ont été 

attribués les déplacements chimiques de l’ensemble des protons des deux isomères 

d’après les travaux de Wang et al..279 On note que seuls les quatre signaux en rouge 

présentent un déplacement chimique différent.  

 

 

 

 

 

 

 

Bien que les spectres ne soient pas décrits pour les composés azidés en position C4, 

il est tout de même possible de transposer les déplacements chimiques à ces derniers. 

Il est important de noter que les déplacements fournis en Figure 30 sont ceux de la 

littérature et sont donc légèrement différents des nôtres, qui plus est avec l’azoture en 

C4. Parmi les quatre signaux présentant une différence de déplacement chimique, seul 

le proton H4 a pu être intégré de façon claire pour illustrer l’isomérisation (Figure 31, 

A). En effet, les signaux des protons H5 et H6 se superposent avec les signaux de H8 

et H9, résultant en un massif complexe être 6.5 et 7.1 ppm. Pour ce qui est de H3, il 

se trouve inclus dans les signaux de H11 et H12 du mélange. Un second proton a pu 

être intégré de sorte à montrer cette isomérisation : le proton géminal de l’azoture noté 

H13 (Figure 31, A). On peut voir que le ratio est identique et les deux triplets distincts.  

Après de nombreux essais, nous sommes parvenus à isoler l’isomère all-trans de 

l’azido rétinal à 97% de pureté, selon la RMN du proton (Figure 31, B) avec un 

Figure 30. Déplacements chimiques des protons du rétinal all-trans et du rétinal 11-cis selon les travaux de 

Wang et al. En rouge sont notés les déplacements chimiques qui varient entre les deux isomères de la 

molécule. Les protons ont été numérotés pour faciliter leur nomination. 
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rendement isolé de 22%. Par la suite, les structures seront présentées sous leur forme 

majoritaire, à savoir la forme all-trans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2.  Proposition de mécanisme pour l’insertion de l’azoture 
 

Le NBS est un réactif principalement utilisé pour l’insertion d’un ou plusieurs atomes 

de brome sur des liaisons carbone-carbone insaturées,280 des composés 

aromatiques281 ou encore des positions allyliques.282 Son mécanisme d’action à 

longuement été discuté, entre l’approche radicalaire proposée par Bloomfield en 

1944283 et l’approche ionique de Goldfinger, décrite en 1953,284 avant d’admettre que 

les deux mécanismes co-existent. Dans le cas de la bromation allylique utilisant le 

NBS, appelée réaction de Wohl Ziegler, un activateur est toujours requit : lumière, 

chaleur, microondes ou encore initiateur radicalaire chimique.285,286  Afin d’élucider le 

type de mécanisme ayant lieu dans notre cas, la réaction a été conduite en l’absence 

stricte de promoteur radicalaire chimique, d’oxygène ou encore de lumière. Dans ce 

contexte, il s’est avéré que la formation du produit n’a pas été affectée, ce qui exclut 

Figure 31. A: Extraits du spectre RMN proton du mélange obtenu lors de l'insertion de l'azoture sur le rétinal 

all-trans avant purification. Le signal intégrant pour 1.00 est celui de l'isomère all-trans. Celui intégrant pour 

0.15 est celui du second isomère. B : Extraits du spectre RMN proton du mélange obtenu lors de l'insertion 

de l'azoture sur le rétinal all-trans après purification. Le signal intégrant pour 1.00 est celui de l'isomère all-

trans. Celui intégrant pour 0.02 est celui du second isomère. 
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la possibilité d’un processus radicalaire et tend vers une activation du rétinal via un 

intermédiaire bromonium.  

Pour étayer cette hypothèse, différentes sources d'ion bromonium décrites dans la 

littérature ont été testées lors de l’optimisation des conditions de réaction (Tableau 4, 

entrées 6 et 7).287 Si le DBDMH a conduit à la dégradation de l’atRAL, le TBATB a lui 

bien permis l’obtention du N3 RAL attendu. La dégradation induite par le DBDMH peut 

s’expliquer par le fait qu’il est couramment utilisé pour l’insertion, simple ou double, 

d’atomes de brome sur les oléfines et donc susceptible de conduire a de nombreuses 

réactions parasites.288 Le TBATB présentant un mécanisme de bromation ionique,289 

l’hypothèse que l’activation de la position C4 procéderait par l'intermédiaire d'un ion 

bromonium s'en trouve renforcée.  

Cette espèce très sensible n’a pas pu être isolée mais des études RMN et MS ont 

validé la formation d’un intermédiaire bromonium ponté. Dans un premier temps, une 

analyse de masse a permis la détection d’un ion avec un m/z = 363.1316 (Figure 32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Analyse par LC-MS de la réaction 3 min après l’ajout du NBS dans le milieu. Les signaux dans 

l’encadré bleu clair (centré sur 0.94 min) ne sont pas des rétinoïdes selon la trace PDA. Selon la masse, il 

s’agit de brome libre. Les signaux à 7.20 min et 7.51 min n’ont pas donné de masse associée. Les encadrés 

rouge (centré sur 6.20 min) et bleu foncé (7.68 min) correspondent à un m/z= 363.1316 et présentent la 

signature associée à un atome de brome. Il s’agit de l’intermédiaire bromé recherché. Les encadrés vert 

(7.86 min) et orange (8.46 min) correspondant à un m/z = 285.2213, sans signature bromée. Il s’agit du 

rétinal n’ayant pas encore réagit. 
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Cette masse peut correspondre à trois espèces distinctes (Figure 33), avec un écart 

de 0.52 ppm : un bromonium ponté A ou ouvert B ou une espèce portant un brome 

allylique C. 

 

 

 

 

 

Ce sont ensuite les études RMN, en particulier du carbone par analyse DEPT135, qui 

ont permis de conclure sur une forme bromonium pontée. Tout d’abord, le spectre 

présente trois signaux CH2 (Figure 35) correspondant aux trois méthylènes du cycle 

à six chainons de l’intermédiaire chargé, tandis que seuls deux signaux sont attendus 

dans le cas de l’intermédiaire non-chargé (Figure 34). Également, un signal à 59.8 

ppm est détecté, concordant avec la forme bromonium pontée. Dans le cas de la forme 

allylique neutre, un signal aux alentours de 70 ppm pour la liaison C-Br est attendu 

tandis que pour la forme chargée ouverte, ce sont des signaux à 80 et 224 ppm qui 

sont escomptés (Figure 34). Or, aucun de ces trois signaux n’est présent sur le 

spectre. 

 

 

 

 

 

Ainsi, la forme intermédiaire détectée est le bromonium ponté A. Ce résultat est étayé 

par les travaux de la littérature. En effet, l’observation directe d’ions bromoniums 

pontés stables a pu être réalisée en phase gazeuse.290 Ces études ont été 

accompagnées de calculs ab initio de façon à déterminer les formes les plus stables 

de nombreux ions halogénés, pontés ou non.291 Il s’est avéré que le bromonium tend 

systématiquement à se ponter de façon à stabiliser son énergie. De plus, sa durée de 

vie est bien supérieure à celle des formes ouvertes, rendant sa détection 

possible.292,293  

Figure 34. Déplacements chimiques attendus pour les carbones signatures de chacune des espèces 

possibles. En bleu foncé sont indiqués les CH2. 

Figure 33. Formes possibles de l'intermédiaire bromé détecté par l’analyse LC-MS. 
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Par la suite, par perte d’un proton et ouverture du bromonium ponté, l’espèce bromée 

allylique tertiaire C est formée puis subit une addition nucléophile 1,3 de l’azoture, 

conduisant à l’azido rétinal attendu (Schéma 8). Il est important de noter qu’aucun 

réarrangement de Winstein n’a été observé, ce qui peut s’expliquer par la présence de 

la chaine isoprénoïde hautement conjuguée. De fait, plus la conjugaison est 

importante, plus l’azoture allylique formé est stable, réduisant fortement la probabilité 

d’un réarrangement.294 De plus, aucune réaction sur la chaine polyénique n’a été 

notée, malgré la capacité du NBS et du TBATB a insérer le brome sur les liaisons 

insaturées.295 

 

 

 

Figure 35. Zoom du spectre RMN 13C DEPT135 du mélange réactionnel 10 min après l'ajout du NBS. La 

mesure a été faite dans un tube 3 mm dans le CD2Cl2 à -20 °C et dans le noir. L’analyse se concentre sur 

les signaux d’intérêt, à savoir ceux du cycle à six chainons. Les signaux caractéristiques de chacune des 

espèces en présence ont été annotées et reliées à leurs structures respectives avec des étoiles de coloris 

différents afin de les distinguer clairement. 
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2.3. Validation biologique de la fonctionnalité du N3 RAL 
 

Afin de vérifier la fonctionnalité de ce dérivé synthétique de la vitamine A, plusieurs 

tests biologiques ont été réalisés par Alexia Kindler, doctorante de l’équipe de 

Wojciech Krezel (IGBMC, Strasbourg). L’ensemble de ces expériences visaient à 

étudier la capacité du rétinal azidé à entrainer différentes activités biologiques en 

comparaison avec le rétinal naturel.  

Pour le premier test, c’est l’activité de Raldh3 qui a été mesurée. Il est en effet essentiel 

que le rétinoïde modifié soit pris en charge de façon normale par cette enzyme car elle 

est responsable de la conversion du RAL en AR, forme active de la vitamine A, comme 

décrit dans l’introduction. Ce test consiste à mesurer le taux de NADH produit lorsque 

l’enzyme est en action. De fait, quand Raldh3 prend en charge le rétinoïde, elle recrute 

le NAD+ comme coenzyme, qui se trouve alors réduit en NADH. Les deux états de 

cette coenzyme ayant des maximums d’absorbance différents, à savoir 340 nm pour 

le NADH contre 259 nm pour le NAD+, il est possible de suivre la production de NADH 

dans le milieu par fluorescence. Les mesures ont été effectuées à 10 et 100 µM de 

rétinoïde et montrent que la quantité de NADH produite est sensiblement la même 

(Figure 36) illustrant que la prise en charge du rétinoïde par Raldh3 est identique, qu’il 

soit azidé ou non.  

 

Schéma 8. Mécanisme proposé pour la formation du rétinal azidé 1 en passant par un premier intermédiaire 

bromonium ponté puis un intermédiaire portant un brome allylique. 
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Le N3 RAL étant correctement pris en charge par Raldh3, nous avons voulu vérifier 

que sa transformation en AR était effective. Pour cela, un test d’activation de la 

transcription a été fait. Comme décrit dans l’introduction générale, l’acide rétinoïque 

est responsable de la transcription de nombreux gênes essentiels au bon 

fonctionnement de l’organisme. Ainsi, il est important que le rétinal azidé soit 

transformé en acide rétinoïque azidé afin de conserver son activité biologique pour 

une utilisation en tant que sonde moléculaire. Cette expérience a été effectuée avec 

la luciférase Firefly en tant que rapporteur, dans des cellules HEK 293T préalablement 

transfectées avec le plasmide de RARα. La transfection permet de faire exprimer aux 

cellules utilisées un gêne d’intérêt. Elle est ici réalisée avec un plasmide, c’est-à-dire 

une molécule d’ADN circulaire, naturelle ou modifiée. Dans notre cas, le plasmide 

codant pour RARα, récepteur principal de l’acide rétinoïque, a été sélectionné et 

modifié afin qu’il porte le gène de la luciférase. Les résultats ont été obtenus par 

mesure de fluorescence et normalisés par rapport au contrôle négatif, à savoir le 

DMSO (Figure 37). L’acide rétinoïque all-trans a servi de contrôle positif. Comme 

attendu, ce dernier active la transcription de RARα, même à la concentration la plus 

faible testée, de l’ordre du nanomolaire. Cette activité augmente jusqu’à 10-7 M avant 

de diminuer à partir de 10-6 M, de fait de la cytotoxicité de l’acide rétinoïque à compter 

de cette concentration.23 Le profil d’activation de l’atRAL est différent puisque l’activité 

transcriptionnelle n’apparait qu’à partir de 10-7 M, ce qui peut s’expliquer par la 

nécessité d’une conversion enzymatique de l’atRAL en forme bioactive atAR. De façon 

surprenante, il semblerait que l’insertion de l’azoture sur le rétinal renforce l’activation 

de la transcription puisqu’à 10-7 M celle-ci est significativement plus importante pour 

N3 RAL que pour atRAL. On note également qu’à 10-6 M, le N3 RAL permet une 

Figure 36. Test de l’activité enzymatique de Raldh3 envers le 

rétinal naturel et son homologue azidé synthétique. L’activité a été 

suivie par fluorescence via la production de NADH. 
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activation de la transcription très proche de celle de l’atAR. Ces résultats montrent que 

l’azido rétinal est converti efficacement en acide rétinoïque azidé mais aussi que ce 

dernier permet une activation de la transcription supérieure à celle observée avec le 

rétinal. On peut ainsi penser que l’azoture joue un rôle dans l’interaction, d’une part 

avec Raldh3, d’autre part avec le domaine de liaison du ligand de RARα. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Un autre rôle clé de la vitamine A est la différenciation cellulaire qui intervient lors de 

l’embryogénèse. Un test d’induction de la différenciation de cellules souches par le 

rétinal azidé a donc été réalisé. Pour cela, des cellules de carcinome embryonnaire 

P19 ont été employées et leur différenciation en neurones GABAergiques a été suivie 

par immunomarquage. Ce type de neurones produit de l’acide gamma-aminobutyrique 

(GABA), lui-même obtenu par transformation du glutamate grâce à l’enzyme GAD67. 

C’est cette enzyme qu’il a été possible de marquer grâce à un anticorps anti-GAD67. 

Afin de révéler ce premier marquage, un second anticorps, anti-anti-GAD67, portant 

un fluorophore a été utilisé. De cette façon, seules les cellules produisant la GAD67, 

et donc différenciées en neurones GABAergiques, ont pu être visualisées en imagerie. 

A la suite de l’immunomarquage, les cellules ont été imagées puis les cellules positives 

comptées manuellement (Figure 38). On note qu’avec l’acide rétinoïque, près de 90% 

des cellules se trouvent différenciées. Pour ce qui est de l’atRAL, ce taux se situe aux 
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Figure 37. Tests à la luciférase Firefly de l’activation de la transcription de RARα dans les cellules HEK 293T 

en fonction de concentrations croissantes en atAR, atRAL et N3 RAL. Les valeurs ont été normalisées par 

rapport au véhicule, à savoir le DMSO. Selon l’analyse ANOVA à deux mesures répétées, la variable 

dépendante (temps) était significative (P<0,0001) et la variable indépendante (composé) l’était également 

(P<0,05). La signification statistique des facteurs combinés est indiquée sur le graphique (** P<0,01). 
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alentours de 65%, pouvant une nouvelle fois s’expliquer par la nécessité de 

transformation de l’atRAL en atAR actif. Quant au rétinal azidé, il permet un peu plus 

de 60% de différenciation, montrant que l’azoture n’interfère pas lors de l’induction de 

la différenciation des cellules.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enfin, d’autres travaux, réalisés au sein de l’IGBMC avant le début de cette thèse et 

non publiés par le Dr Mohamad Rima, visaient à comparer l’effet tératogène du N3 RAL 

avec celui de l’atRAL. Ces tests ont été conduits sur des embryons de poisson zébré 

et ont montré que les deux molécules avaient des effets identiques, à temps et 

concentrations équivalents. 

Ainsi, l’ensemble des tests a permis de montrer que l’azoture inséré en position C4 du 

rétinal n’impacte ni sa prise en charge enzymatique, ni son activité biologique. Nous 

sommes donc parvenus à mettre au point une sonde rétinoïde efficiente en une seule 

étape de synthèse. Cela ouvre la voie à la modification d’autres rétinoïdes dans le but 

de proposer un plus large panel de sondes pour l’étude du métabolisme de la vitamine 

A. 

 

 

Figure 38. Quantification de la différenciation des 

cellules de carcinome embryonnaire P19 en neurones 

GABAergiques via le marquage de GAD67 en fonction du 

rétinoïde utilisé. Les noyaux des cellules ont été 

marquées par le DAPI afin de distinguer les cellules 

positives et négatives. 



73 | P a g e  
 

2.4. Application aux autres entrées de la cascade 

métabolique de la vitamine A 
 

Les différents tests biologiques ayant montré que l’insertion de l’azoture en position 

C4 ne modifie ni la prise en charge ni l’activité biologique du rétinal, nous avons voulu 

élargir la boite à outils pour l’exploration de la cascade métabolique de la vitamine A. 

Outre le rétinal, les trois principales entrées dans cette cascade sont le ßC, le ROL et 

l’AR, comme expliqué dans le Chapitre 1. Pour ce qui est du ß-carotène, il s’agit de 

l’apport principal de vitamine A par l’alimentation végétale qui permet d’accéder à deux 

molécules de rétinal mais également à de nombreux autres métabolites.296 Sa 

modification en sonde moléculaire permettrait ainsi une exploration, non seulement de 

la cascade métabolique principale de la vitamine A mais aussi de voies secondaires. 

Concernant le rétinol, du fait de sa grande instabilité à la manipulation, il n’a pas pu 

être utilisé directement. Il a donc été choisi de travailler avec l’acétate de rétinyle (noté 

atROLAc), ester le plus documenté et le plus utilisé en tant que précurseur stable du 

rétinol. Au sujet de l’acide rétinoïque, celui-ci étant cytotoxique à des concentrations 

supérieures à 10-6 M, nous avons décidé d’utiliser le rétinoate de méthyle (noté 

atRoateMe) qui devrait conduire à l'AR azidé en une seule étape, avec un risque limité 

de toxicité.  

Pour la modification du ßC, le défi supplémentaire était d'obtenir une double insertion 

sur les positions C4 et C4’. Pour cela, les conditions de réaction optimisées ont été 

utilisées en doublant les équivalents de tous les réactifs. Le diazido β-carotène (noté 

di-N3 βC) a ainsi été synthétisé avec un rendement isolé de 94% (Figure 39, 2). Il faut 

noter que divers essais ont été réalisés sur 100 mg de ßC mais ils n’ont jamais permis 

d’isoler le produit propre. Seule la synthèse effectuée sur 250 mg a abouti, montrant 

que ce composé nécessite une modification sur une échelle conséquente pour pouvoir 

être isolé. Cela peut s’expliquer, en partie, par l’importante hydrophobie de cette 

molécule. Ensuite, c’est l’atROLAc qui a été azidé, menant au N3ROLAc (Figure 39, 

3) avec un rendement de 57%. Enfin, après avoir été synthétisé, l’atRoateMe a été 

soumis aux conditions d’azidation, conduisant à la formation de sa forme azidée 

N3RoateMe (Figure 39, 5) avec un rendement de 57%.  
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Figure 39. Formes mono ou di-azidées du β-carotène, de l’acétate de rétinyle et du rétinoate de méthyle. 

A nouveau, pour ces trois dérivés azidés, on constate le phénomène d’isomérisation, 

qui conserve un ratio de 85/15 entre l’isomère all-trans et le second isomère. Il n’a pas 

été possible, malgré plusieurs essais, de séparer les isomères, ceux-ci présentant des 

rétentions identiques, que ce soit sur silice ou sur colonne greffée et ce malgré des 

systèmes d’élution variés. Ainsi, lors des tests biologiques, les molécules non azidées 

ont été utilisées en configuration exclusivement all-trans tandis que les azidées se 

trouvaient sous la forme d’un mélange d’isomères. 

Après avoir été synthétisées, les molécules 2, 3 et 5 ont été soumises au test 

d’activation de la transcription à la luciférase, comme le N3 RAL précédemment. C’est 

ce test qui a été choisi pour quantifier l’activité de l’ensemble des rétinoïdes 

synthétiques. De fait, il permet de mesurer l’activation de la transcription de RARα, qui 

n’est possible que si la molécule incubée est transformée en acide rétinoïque actif. 

Cette fois, seule la concentration de 10-6 M a été utilisée puisque les différents 

composés synthétisés nécessitent une ou plusieurs étapes enzymatiques afin 

d’accéder à l’acide rétinoïque actif. Il était donc nécessaire que la quantité initiale de 

composé soit suffisamment élevée. Également, il n’était pas possible d’aller au-delà, 

du fait de la cytotoxicité de l’acide rétinoïque utilisé comme contrôle positif.  

Tout d’abord, c’est l’activation de la transcription par le di-N3βC qui a été étudiée. Dans 

un premier temps, ce sont les cellules Hepa 1-6 qui ont été utilisées puisqu’elles 

expriment BCO1, enzyme responsable du clivage symétrique du β-carotène en deux 

molécules d’atRAL. Néanmoins, ces cellules sont difficiles à transfecter, ne rendant 

pas les tests d’activation de la transcription exploitables, même au niveau du contrôle 

positif. Dans un second temps, nous nous sommes tournés vers les cellules HEK 293T 

mais, comme rapporté en 2014,297 le βC all-trans ne montra aucune activation de la 
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transcription (Figure 40).L’idéal aurait été de travailler avec le 9-cis β-carotène mais 

les quantités commercialement disponibles sont beaucoup trop faibles et coûteuses 

par rapport à la quantité nécessaire pour réaliser la double insertion d’azotures puis la 

purification. Nous avons donc tenté une dernière approche en utilisant les cellules 3T3-

L1. Malgré des essais avec différents temps d’incubation du βC, allant de 5 heures à 

24 heures, et des réplicats supplémentaires, la transfection s’est chaque fois révélée 

fortement hétérogène et non reproductible. Il serait donc nécessaire de poursuivre les 

essais afin de parvenir à des transfections satisfaisantes. 

 

 

 

 

Pour ce qui est de l’atROLAc, il a montré une activité trois fois moins importante que 

l’atAR contrôle pour l’activation transcriptionnelle de RARα (Figure 41). Ce résultat 

n’est pas aberrant puisqu’il faut une hydrolyse de l’ester puis deux oxydations 

successives, soit trois étapes enzymatiques, pour que cette provitamine A soit 

convertie en atAR. Concernant la forme azidée, N3ROLAc, elle a permis d’activer la 

transcription de RARα de façon deux fois plus efficace que l’atROLAc. Cela nous 

apprend que l’azoture en position C4 est compatible avec les trois étapes de 

transformation de l’atROLAc en AR. Une nouvelle fois, le fait que l’activité soit 

supérieure à celle du rétinoïde non modifié suggère une interaction favorable de 

l’azoture avec les sites catalytiques des différentes enzymes. Une modélisation 

précise au sein de celles-ci serait nécessaire afin de valider cette hypothèse.  
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Figure 40. Test à la luciférase Firefly de 

l’activation de la transcription du récepteur 

RARα dans les cellules HEK 293T à 10-6 M en 

atAR, atβC et di-N3 βC. Les valeurs ont été 

normalisées par rapport au véhicule, à savoir le 

DMSO. Les résultats sont présentés par les 

moyennes ±SEM. **** P<0.0001 selon 

l’analyse ANOVA. 
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Enfin, nous avons testé l’atRoateMe ainsi que sa version azidée. On peut voir sur la 

Figure 42 que l’activation induite par ce dérivé est très faible en comparaison de celle 

de l’atAR. Également, bien que cet ester devrait conduire à l’atAR en une seule étape 

enzymatique, son activité est significativement inférieure à celle de l’atROLAc qui 

requiert, lui, trois transformations. Cela pourrait s’expliquer par une non-

reconnaissance de ce rétinoïde non naturel par les hydrolases ou bien par un problème 

de biodistribution due à l’hydrophobie supérieure de l’atRoateMe par rapport à l’atAR. 

Cependant, comme précédemment, on note une activité significativement supérieure 

quand la fonction azoture est présente. Dans le cas du N3RoateMe, on peut faire 

l’hypothèse que la polarité de l’azoture permettrait de réduire l’hydrophobie de 

l’atRoateMe, la rendant plus proche de celle de l’atAR.  
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Tests à la luciférase RARα_HEK 293 T 

Figure 41. Test à la luciférase Firefly de l’activation 

de la transcription du récepteur RARα dans les 

cellules HEK 293T à 10-6 M en atAR, atROLAc et N3 

ROLAc. Les valeurs ont été normalisées par rapport 

au véhicule, à savoir le DMSO. Les résultats sont 

présentés par les moyennes ±SEM. **P<0.01; 

***P<0.001; ****P<0.0001 selon l’analyse 

ANOVA. 

Figure 42. Test à la luciférase Firefly de 

l’activation de la transcription du récepteur 

RARα dans les cellules HEK 293T à 10-6 M en 

atAR, atROLAc, atRoateMe et N3 RoateMe. Les 

valeurs ont été normalisées par rapport au 

véhicule, à savoir le DMSO. Les résultats sont 

présentés par les moyennes ±SEM ; **P< 0.01; 

***P<0.001; ****P<0.0001 selon l’analyse 

ANOVA 
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Nous sommes ainsi parvenus à synthétiser les formes azidées des trois autres 

molécules d’entrée dans la cascade métabolique de la vitamine A. Ces sondes sont 

fonctionnelles, à l’exception de l’ester d’acide rétinoïque atROateMe. De même, les 

travaux sur le βC sont à poursuivre afin de pouvoir en tirer des conclusions.  

Encouragés par ces résultats positifs, nos travaux se sont poursuivis avec la synthèse 

d’autres esters d’acide rétinoïque afin de trouver une forme permettant la bonne 

délivrance de l’AR. 

 

2.5. Vers la synthèse de nouveaux dérivés de l’acide rétinoïque 

en vue d'améliorer sa délivrance cytosolique 

 

2.5.1.  Modification de l’ester d’acide rétinoïque  
 

L’atRoateMe ayant mené à une activation de la transcription négligeable, nous avons 

voulu varier le type d’ester afin de trouver une forme permettant l’accès à l’AR actif. 

Pour cela, le méthyle a été remplacé par une variété d’autres groupements et 

l’activation de la transcription de RARα par ces esters ainsi que celle de leurs 

homologues azidés a été testée. L’activité de ces nouvelles molécules a été comparée 

à celle de l’atROLAc puisqu’il s’agit d’une forme naturelle de la vitamine A et c’est elle 

qui requière le plus grand nombre d’étapes pour accéder à l’AR. L’atAR a été conservé 

en tant que contrôle positif.  

Il est essentiel de revenir sur l’isomérisation mentionnée préalablement. Il se trouve 

en effet que celle-ci n’a pas lieu lors de l’estérification mais intervient de façon 

systématique lors de l’insertion de l’azoture sur les esters, avec toujours un ratio 85/15 

entre l’isomère all-trans et le second isomère. Il n’a cependant pas été possible, malgré 

plusieurs essais, de séparer ces isomères, ceux-ci présentant des rétentions 

identiques, que ce soit sur silice ou sur colonne greffée et malgré des systèmes 

d’élution variés. Ainsi, lors des tests biologiques, les esters non azidés sont en 

configuration exclusivement all-trans tandis que les esters azidés sont utilisés sous la 

forme d’un mélange d’isomères. 
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Pour commencer, un éthyle (atRoateEt) et un tert-butyle (atRoateBu), deux 

groupements augmentant l’hydrophobie de la molécule, ont été introduits (Figure 43, 

composés 6 et 8). Ces esters, qu’ils soient azidés ou non, ont montré une activation 

de la transcription très faible (Figure 44), confortant l’hypothèse d’une faible entrée 

dans les cellules due à une hydrophobie trop importante. Nous avons alors poursuivi 

avec l’ester trichloroéthyle 10, noté CCl3, dont les trois atomes de chlore visaient à 

augmenter la polarité, et donc à réduire l’hydrophobie du rétinoïde. Ce dernier ayant 

montré une activation deux fois plus importante que l’atROLAc (Figure 45), la 

nécessité d’introduire un groupement polaire permettant l’entrée du rétinoïde dans la 

cellule pour y être transformé a été confirmée. Dans un but similaire, l’ester 

méthoxyméthyle 12, noté MOM, qui, quant à lui, porte un atome d’oxygène 

supplémentaire capable de faire des liaisons hydrogènes, a été préparé. Il a conduit à 

une activation bien supérieure à celle de l’atROLAc et quasiment identique à celle de 

l’atAR (Figure 45). Cela nous a amené à penser que la présence d’un troisième 

hétéroatome au sein de l’ester est favorable pour sa prise en charge en vue d’une 

hydrolyse en AR. Par la suite, nous avons souhaité synthétiser le dérivé orthoester de 

l’AR car il s’agit d’une espèce acido-labile, dont le comportement aurait pu nous 

aiguiller quant à la prise en charge des rétinoïdes synthétiques. Pour ce faire, l’ester 

oxétane 14 a été synthétisé et plusieurs essais ont été conduits dans le but d’accéder 

à l’orthoester. Malheureusement, ces tentatives n’ont pas été fructueuses. Toutefois, 

l’activité de l’oxétane a été mesurée, ce dérivé possédant un troisième atome 

d’oxygène, comme le MOM, mais également un cycle contraint à 4 chainons, apportant 

un nouveau paramètre à notre étude. On peut voir sur la Figure 45 que cet ester 

présente une activité bien supérieure à celle d’atROLAc et très similaire à celle de 

Figure 43. Librairie d'esters d'acide rétinoïque synthétisés et testés, ainsi que leurs formes azidées (en 

rouge). 
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l’ester MOM, appuyant la nécessité de l’oxygène supplémentaire au sein de l’ester, 

sans toutefois donner d’indications quant à la contrainte du cycle. Dans le but 

d’augmenter encore le nombre d’hétéroatomes, nous avons choisi le 

pivaloyloxyméthyle 16, noté POM, un type d’ester régulièrement utilisé pour des 

prodrogues dans divers traitements.298,299,300 Dans notre cas, une activation de la 

transcription très importante a pu être observée, du même ordre que celle de l’atAR 

(Figure 45), suggérant que cette fonction est idéale pour la pénétration dans les 

cellules et la prise en charge enzymatique. Enfin, l’ester diméthylbutène 18, noté di-

Me, qui, bien qu’apolaire, possède une structure et une répartition électronique 

distinctes des esters hydrophobes précédents, a été synthétisé. De façon surprenante, 

l’activation est sensiblement identique à celle de l’atROLAc, montrant que la structure 

de l’ester et sa répartition électronique sont, de la même manière, déterminantes pour 

son activité (Figure 45). Encouragés par ce résultat, nous avons synthétisés les esters 

benzylique 20 et 4-nitrobenzylique 22. L’objectif était d’étudier l’impact d’un cycle 

benzénique, plan et stériquement encombrant, substitué ou non, sur l’activité des 

rétinoïdes. Bien que ces esters n’aient pas encore été testés, ils ont été rapportés en 

1975 et ont montré une efficacité sept fois supérieure à celle de l’atAR dans le 

traitement de l’acné, démontrant une prise en charge effective par l’organisme.301  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44. Test à la luciférase de l’activation de la 

transcription du récepteur RARα dans les cellules HEK 

293T à 10-6 M en atRoateMe, atRoateEt, atRoateBu et 

leurs formes azidées. Les valeurs ont été normalisées 

par rapport au véhicule, à savoir le DMSO. Les résultats 

sont présentés par les moyennes ±SEM ; **P< 0.01; 

****P<0.0001 selon l’analyse ANOVA. 
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Pour ce qui est des formes azidées, trois comportements différents se sont détachés. 

Tout d’abord, les esters CCl3 et oxétane, pour lesquels l’activation de la transcription 

se fait de façon quasi identique, que le composé soit azidé ou non. Ensuite, l’activité 

induite par le MOM augmente significativement lorsque l’azoture est introduit. En 

opposition, les ester di-Me et POM ont vu leur activité diminuer de façon non 

négligeable une fois l’azoture ajouté en C4. Au vue de ces résultats, nous avons fait 

l’hypothèse que, selon l’ester, la structure générale du rétinoïde se trouve modifiée de 

façon plus ou moins importante suite à l’insertion de l’azoture, impactant l’interaction 

du rétinoïde avec l’enzyme qui le prend en charge. Également, il est possible que, 

selon les esters, l’enzyme qui vise à la transformation en AR soit différente, présentant 

donc un autre site catalytique, ce qui pourrait expliquer la divergence d’impact de 

l’azoture. Pour étayer ces hypothèses, il serait nécessaire de réaliser des 

modélisations précises, avec un large panel d’enzymes ayant la capacité de prendre 

en charge les rétinoïdes. 

En conclusion, parmi l’ensemble des esters testés, l’ester MOM est celui que nous 

avons retenu comme étant le plus adapté. En effet, il a montré une activité quasiment 

identique à celle de l’atAR lorsqu’il est azidé, en faisant un précurseur idéal pour ce 

dernier. 

 

Figure 45. Test à la luciférase de l’activation de la 

transcription du récepteur RARα dans les cellules 

HEK 293T à 10-6 M en esters CCl3, MOM, oxétane, 

POM et di-Me et leurs formes azidées. Les valeurs 

ont été normalisées par rapport au véhicule, à 

savoir le DMSO. Les résultats sont présentés par les 

moyennes ±SEM ; *P< 0.1; ****P<0.0001 selon 

l’analyse ANOVA. 
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2.5.2.  Synthèse de l’acide rétinoïque azidé en C4 
 

Afin de pouvoir étudier indépendamment les effets de l’acide rétinoïque portant 

l’azoture en C4, l’hydrolyse de différents esters azidés a été tenté afin d’obtenir le N3 

AR (Tableau 5). Il est important de noter que l’objectif n’etait pas de l’utiliser comme 

sonde fonctionnelle par la suite mais simplement de faire une comparaison avec ses 

formes protégées.  

La majorité des conditions présentées dans le Tableau 5 ont été préalablement 

testées sur les esters non azidés et ont mené à des déprotections efficientes et 

propres. Cependant, les mêmes conditions réactionnelles se sont révélées inefficaces 

en présence de l’azoture. La conversion de l’ester azidé de départ a été suivie par 

HPLC analytique à 370 nm. Lorsque les bruts ou les produits isolés se sont avéré 

dégradés, des analyses RMN et LC-MS ont été réalisées. 
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Tableau 5. Ensemble des conditions de déprotection testées sur différents esters azidés. a : conversion suivie 

par HPLC analytique à 370 nm; b : Dégradation observée après traitement et/ou purification ; c : Absence de 

conversion qui peut s’expliquer par le manque de solubilité du rétinoïde dans la solution, majoritairement 

aqueuse (4% EtOH, 2% DMSO). 

Rétinoïde  Conditions de déprotection Observation a 

N3 RoateMe 

NaOH (aq., 5M), 25 °C, MeOH, 48 h Pas de conversion 

KOH (aq., 10%), 25 °C, MeOH, 16 h Pas de conversion 

LiOH (10 equiv.), 25 °C, MeOH, 16 h Pas de conversion 

LiOH (20 equiv.), 25 °C, MeOH, 16 h Pas de conversion 

LiOH (64 equiv.), 25 °C, MeOH/THF, 16 h Brut dégradé 

BBr3 (1.5 equiv.), 25 °C, DCM, 16 h Brut dégradé 

TMSOK (4.0 equiv.), 25 °C, THF, 16 h302 Pas de conversion 

N3 RoateEt 
KOH (aq., 1 M), 70 °C, EtOH, 3 h Brut dégradé 

KOH (aq., 1 M), 25 °C, EtOH, sonication, 2 h Pas de conversion 

N3 RoateBu 

LiOH (10 equiv.), 25 °C, MeOH, 16 h Pas de conversion 

LiOH (10 equiv.), 25 °C, THF, 16 h Pas de conversion 

LiOH (10 equiv.), 35 °C, THF, 16 h Pas de conversion 

TFA (4 equiv.), 25 °C, DCM, 24 h Pas de conversion 

HCl (4 M dioxane), 25°C, DCM, 16 h Brut dégradé 

HCl (aq., 37%), 25 °C, THF, 2 h Pas de conversion 

HCl (aq., 37%), 25 °C, THF, 24 h Brut dégradé 

Trifluoroéthanol, 25 °C, 16 h303 Pas de conversion 

Trifluoroéthanol, 45 °C, micro-ondes, 3 h Pas de conversion 

Trifluoroéthanol, 60 °C, micro-ondes, 3 h Pas de conversion 

Trifluoroéthanol, 100 °C, micro-ondes, 1 h Pas de conversion 

Pig Liver Esterases, 37 °C, tampon borate/ EtOH, 48 h Pas de conversionc 

 N3 MOM304 
BiCl3 (1 equiv.), 50 °C, MeCN/H2O (5/0.1 v/v), 16 h Dégradationb 

BiCl3 (1 equiv.), 40 °C, MeCN/H2O (5/0.1 v/v), 16 h Dégradationb 

N3 di-Me 

LiOH (10 equiv.), 25 °C, THF/H2O (95/5), 16 h Pas de conversion 

TFA (aq., 20%), 25 °C, DCM, 16 h Dégradationb 

HCl (aq., 1 M), 25 °C, MeOH, 16 h Dégradationb 

N3 CCl3305 
Zn (38 equiv.), AcOH (aq., 90%), 25 °C, MeOH, 16 h Dégradationb 

Zn (10 equiv.), 25 °C, NH4OAc (aq., 1M), THF, 4 h Pas de conversion 
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Pour N3 RoateMe, N3 RoateEt et N3 RoateBu, on remarque que la majorité des 

conditions testées n’ont permis aucune conversion de l’ester. Les conditions ayant 

conduit à une conversion ont mené à une dégradation du brut réactionnel, traduite par 

une multiplication importante du nombre de signaux en HPLC analytique, ayant des 

temps de rétention et des longueurs d’ondes maximales d’absorbance non cohérentes 

avec les molécules attendues. Les analyses LC-MS de ces bruts réactionnels ont 

indiqué une disparition totale de la masse du réactif et l’apparition d’un nombre 

important d’autres masses, ne correspondant ni à la masse attendue ni à celles de 

structures identifiables. Il en va de même pour les analyses RMN du proton, dont les 

signaux caractéristiques des rétinoïdes n’ont pu être discernés, tant le nombre et la 

répartition des signaux sur l’ensemble du spectre sont importants, en particulier dans 

la région inférieure à 3 ppm (Figure 46).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour ce qui est de N3 MOM, N3 di-Me et N3 CCl3, le comportement observé est différent. 

En effet, dans la majorité des cas, les analyses des bruts réactionnels ont montré une 

conversion, totale ou partielle, du rétinoïde de départ. Les analyses par HPLC 

analytique ont révélé des pics cohérents en termes de rétention et de longueur d’onde 

maximale d’absorbance par rapport aux molécules attendues. Cependant, après 

traitement et/ou purification, ces analyses se sont avérées non reproductibles et les 

mêmes résultats que décrits précédemment ont été retrouvés. Cela nous a amené à 

penser que l’acide rétinoïque azidé a la capacité de se former dans le milieu mais qu’il 

Figure 46. Exemple de RMN proton obtenue lors des tentatives de déprotection des esters azidés pour 

accéder à l'AR azidé. 
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n’est pas stable à la manipulation. Une des solutions pour parvenir à isoler ce composé 

serait une transformation enzymatique dans des conditions physiologiques. En effet, 

en travaillant avec Raldh3, il est possible d’envisager l’oxydation du N3 RAL en N3 AR.  

 

2.6. Evaluation de la toxicité des esters d’acide rétinoïque 
 

Les différents esters d’acide rétinoïque synthétisés et testés visaient à éviter une 

incubation directe de l’AR étant donné sa cytotoxicité à partir de 10-6 M. Il a donc été 

nécessaire de réaliser des tests afin de vérifier que ces esters ainsi que leurs formes 

azidées ne présentaient pas de toxicité, qui empêcherait de les utiliser comme sondes 

moléculaires par la suite.  

La toxicité a été évaluée au sein des cellules HEK 293T, à une concentration de 10-6 

M puisqu’il s’agit de la concentration à laquelle nous avons travaillé pour les tests 

d’activation de la transcription. Le test de viabilité cellulaire qui a été employé consiste 

en un dosage colorimétrique au 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium 

(MTT). Le MTT est un sel jaune qui, par réduction au sein du système rédox des 

cellules vivantes, se transforme en Formazan, un sel de couleur bleue/violette 

(Schéma 9).306 Ainsi, après avoir incubé successivement les rétinoïdes puis le MTT, 

l’absorbance de chaque solution a été mesurée à 370 nm, permettant de déterminer 

le taux de cellules vivantes dans chacun des puits. En effet, l’absorbance étant 

immédiatement liée à la quantité de Formazan produite par les cellules vivantes, elle 

nous informe directement de la quantité de cellules vivantes au sein de chaque solution 

analysée. 

 

 

 

 

Tous les esters préparés n’ont pas été testés. Seule la toxicité des esters présentant 

une activité suffisante a été étudiés, à l’exception de l’atRoateMe, pour lequel nous 

voulions vérifier que son manque d’activité ne provenait pas d’une éventuelle 

cytotoxicité. On peut voir sur la Figure 47 que seul l’oxétane azidé présente une 

Schéma 9. Réduction du MTT en 

Formazan. 
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toxicité non négligeable puisque l’on observe 30% de mort cellulaire. Ce résultat est 

surprenant puisque la forme non azidée ne montre aucune toxicité et que les activités 

biologiques des deux molécules sont identiques (Figure 45). Toutefois, la géométrie 

des oxétanes est un facteur clé pour leurs propriétés physicochimiques et donc pour 

leur activité et leur toxicité.307 Ainsi, on pourrait expliquer la toxicité de l’ester azidé par 

un changement de géométrie de la molécule, en particulier de l’oxétane, induit par 

l’ajout de l’azoture en position C4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En conclusion, la synthèse de différents esters d’acide rétinoïque, ainsi que leurs 

homologues azidés a été effectuée avec succès. Ceux-ci se sont révélés efficients 

pour la délivrance de l’AR au sein des cellules et n’ont montré aucune cytotoxicité, à 

l’exception de l’un d’entre eux. Cela en fait donc des outils fonctionnels utilisables pour 

l’étude du métabolisme de la vitamine A. 

 

Figure 47. Mesures de viabilité cellulaire 

réalisées sur les cellules HEK 293T. La 

concentration en chacun des rétinoïdes est de 

10-6 M. Les valeurs ont été normalisées par 

rapport au véhicule, à savoir le DMSO. Les 

résultats sont présentés par les moyennes 

±SEM ; *P<0.1 ; **P< 0.01; ***P<0.001; 

****P<0.0001 selon l’analyse ANOVA. 
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2.7. Extension de la réaction de fonctionnalisation tardive à 

l'introduction d'autres nucléophiles en C4 des rétinoïdes  
 

Afin de compléter la gamme de sondes présentée dans les paragraphes précédents 

mais également d’étoffer la librairie de dérivés de la vitamine A existante, nous avons 

poursuivi nos travaux avec d’autres approches présentées en Figure 48. L’ensemble 

des composés décrits dans cette partie ont été synthétisés mais n’ont pas encore pu 

être soumis aux tests biologiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7.1.  Dérivés du rétinal présentant un nitrile sur la position 

carbonylée 
 

La première approche visant à modifier le carbonyle en une autre fonction est apparue 

de façon fortuite. En effet, lors de l’optimisation des conditions décrites plus tôt dans 

ce chapitre, le TMSN3 a été utilisé comme source d’azoture et il a été noté que 

l’insertion de l’azoture en position C4 s’accompagnait d’une transformation de 

l’aldéhyde en nitrile (Schéma 10). Cette expérience a été répétée plusieurs fois, 

conduisant toujours à ce même résultat. De plus, il a été constaté que la conversion 

de l’aldéhyde en nitrile pouvait avoir lieu sur l’azido rétinal préalablement isolé.  

Figure 48. Ensemble des approches expérimentées pour la synthèse de nouveaux dérivés de la vitamine A. 
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Cette modification a été validée par les analyses RMN, de masse et d’infrarouge. Pour 

ce qui est de l’analyse RMN du proton, la présence du signal à 3.7 ppm attendu pour 

le proton géminal de l’azoture a été notée, en parallèle d’une disparition du proton de 

l’aldéhyde. Également, un signal intégrant pour un proton à 5.20 ppm est apparu, 

n’étant pas en adéquation avec le proton en α de l’aldéhyde dont le déplacement 

chimique se situe à 5.97 ppm. Sur le spectre RMN du carbone, le signal caractéristique 

de nitrile a été identifié à 118.2 ppm. Concernant l’analyse par HRMS, elle a révélé 

une masse de 345.2053, correspondant à l’ion [M+Na]+ de 24. Enfin, le spectre IR a 

montré les bandes signatures des liaisons C-N3 et C≡N, respectivement à 2094 cm-1 

et 2206 cm-1. 

Nous avons par la suite questionné la possibilité de ne modifier que l’aldéhyde en 

nitrile, sans insertion d’azoture. Lors de l’optimisation des conditions d’insertion de 

l’azoture, il avait été constaté qu’en utilisant le NIS et le TBAN3, aucune réaction n’avait 

lieu. Nous avons donc choisi d’essayer de remplacer le NBS par le NIS, de sorte à 

éviter l’insertion de l’azoture, tout en permettant la transformation de l’aldéhyde en 

nitrile (Schéma 11). Cela a été un succès puisque ces conditions ont permis d’isoler 

le composé 25 souhaité. Les spectres RMN obtenus sont similaires à ceux rapportés 

très récemment dans la littérature.308 

 

 

 

 

Nous avons alors voulu voir s’il était possible d’appliquer ces conditions réactionnelles 

pour la substitution d’un aldéhyde par un nitrile sur d’autres molécules. Elles ont donc 

été appliquées au (Z)-hexen-2-al et au trans-cinnalmaldéhyde (Figure 49) mais, dans 

les deux cas, aucune réaction n’a eu lieu. 

 

Schéma 10. Conditions réactionnelles pour l’obtention du composé 24. 

Schéma 11. Conditions réactionnelles pour l'obtention de 25. 
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Ainsi, en modifiant la source d’azoture dans les conditions optimisées, nous avons 

montré qu’il était possible de substituer un aldéhyde par un nitrile, permettant l’accès 

à deux dérivés supplémentaires de la vitamine A. Néanmoins, ces conditions n’ont pas 

pu être appliquées à d’autres molécules, laissant à penser que la chaine polyénique 

est indispensable pour que la réaction ait lieu. 

 

2.7.2.  Introduction de nucléophiles aminés, oxygénés et 

carbonés en position C4 d’esters de l’acide rétinoïque 
 

Pour cette seconde approche, l’objectif était de parvenir à insérer des nucléophiles de 

différentes natures sur la position C4 en conservant la méthodologie développée 

précédemment. De fait, en insérant de nouvelles fonctionnalités, il serait possible 

d’accéder à une plus grande variété de sondes moléculaires utilisables pour l’étude du 

métabolisme de la vitamine A. Également, dans un intérêt de synthèse chimique, cela 

apporterait une plus-value à notre méthode.  

Ces travaux ont été débutés avec le rétinal all-trans, en utilisant le NBS comme agent 

d’activation et en faisant varier le nucléophile (Schéma 12). Bien que le rétinal ait été 

totalement consommé avec le cyanure de tétrabutylammonium A, le spectre IR n’a 

présenté aucune bande caractéristique de la C≡N, attendue vers 2200 cm-1
. Aussi, 

aucune masse cohérente n'a été détectée et le spectre RMN n’a pas pu être attribué 

du fait de signaux sous forme de massifs. Pour ce qui est des deux autres nucléophiles 

utilisés, la conversion du rétinal n’a été que très partielle. Concernant la fonction 

isocyanate B, l’analyse HRMS a révélé de nombreuses masses soit bien supérieures 

soit bien inférieures à celle attendue. Pour ce qui est du spectre RMN, il n’a pas pu 

être attribué. Enfin, pour la tentative d’insertion du carbamate C, bien que le spectre 

RMN soit propre et identifiable, aucune des fractions collectées n’a montré de signal 

correspondant au groupement Boc. Une de nos hypothèses a été qu’au cours de la 

réaction l’amine avait pu être déprotégée, mais aucune analyse n’a pu le confirmer.  

Figure 49. Aldéhydes testés pour l'extension des 

conditions réactionnelles de transformation de l'aldéhyde 

en nitrile. Les molécules ont été soumises aux conditions 

présentées dans les Schémas 10 et 11.  
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Au vue de ces résultats, l’aldéhyde a été soupçonné de provoquer des réactions 

secondaires du fait de son électrophilie. Après avoir tenté, sans succès, de le protéger 

sous forme d’acétal, nous avons orientés nos études vers une forme protégée de l’AR, 

à savoir l’ester MOM. En effet, il s’agit de l’ester ayant montré la meilleure activité 

biologique, en faisant donc un candidat idéal pour la synthèse d’autres sondes 

fonctionnelles. Les conditions décrites dans le Schéma 13 ont ainsi été appliquées 

pour tenter d’obtenir de nouvelles fonctionnalités en position C4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Le composé 26 (Figure 50), portant un nitrile en C4, a ainsi été préparé. L’insertion 

du nitrile a été confirmée par IR avec une bande caractéristique à 2195 cm-1 mais 

également par RMN du carbone avec le signal de la C≡N à 120.6 ppm. Ensuite, grâce 

à l’acétate D, la molécule 28 a ensuite été obtenue. L’addition de l’acétate a été 

appuyée par la RMN du carbone avec l’apparition d’un second signal de carbonyle à 

171 ppm et par la RMN du proton avec un nouveau signal intégrant pour trois protons 

à 2.1 ppm, correspondant au méthyle de l’acétate. Enfin, en utilisant le thiocyanate de 

tétrabutylammonium E, c’est le rétinoïde modifié 27 qui a été produit. Les analyses ont 

Schéma 12. Conditions testées pour l'insertion de différents nucléophiles sur le rétinal. Le NH2 du carbamate 

C a été préalablement déprotonée avec 3.0 équivalents de DIPEA. 

Schéma 13. Conditions testées pour l'insertion de différents nucléophiles sur l’ester MOM. Le NH2 du 

carbamate C a été préalablement déprotonée avec 3.0 équivalents de DIPEA. 
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cette fois permis, en plus d’affirmer la bonne insertion du groupement, de déterminer 

si le produit obtenu portait un thiocyanate ou un isothiocyanate.  

 

 

 

  

 

De fait, en fonction de l’atome par lequel se fait la substitution nucléophile, la fonction 

obtenue est différente, entrainant des caractéristiques distinctes au niveau des 

analyses, en particulier en RMN du carbone et en IR (Figure 51). La RMN du carbone 

nous a permis d’affirmer que le composé formé est un isothiocyanate et non un 

thiocyanate. En effet, sur l’extrait du spectre fourni en Figure 52, on note l’absence 

des deux signaux caractéristiques de la fonction thiocyanate, à savoir un signal à 50 

ppm pour le carbone C4 et un signal à 110 ppm pour le carbone du thiocyanate lui-

même. En revanche, les signaux de l’isothiocyanate sont bien visibles à 59 ppm et 136 

ppm, contre 58 et 135 attendus. Concernant les signaux escomptés en IR, celui du 

thiocyanate devrait se présenter sous la forme d’une très fine bande entre 2000 et 

2200 cm-1 tandis que pour l’isothiocyanate, la bande devrait être très large. Dans notre 

cas, nous avons obtenu une bande très large à 2082 cm-1
.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51. Déplacements chimiques caractéristiques 

attendus en RMN du carbone selon la fonction insérée. R 

représente le reste du squelette rétinoïde de l'ester MOM. 

Figure 50. Nouveaux dérivés de la vitamine A obtenus par insertion de nucléophiles carboné, aminé et 

oxygéné en position C4. Ces insertions ont été réalisées dans les conditions optimisées préalablement 

mises au point. 
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Pour ce qui est de la tentative d’insertion du carbamate C, cela n’a pas été concluant. 

En effet, comme avec le rétinal, il n’a pas été possible de détecter, par RMN, la 

présence du groupement protecteur Boc. Également, aucune analyse n’a permis de 

mettre en lumière une éventuelle déprotection de l’amine. Concernant l’insertion de 

l’isocyanate B, elle a été tentée à plusieurs reprises. Bien que le composé ait pu être 

détecté en début de réaction au sein du brut, il n’a jamais pu être isolé. Cela peut 

s’expliquer par la forte réactivité de cette fonction. Afin de contourner ce problème, sa 

capture in situ avec la propargylamine a été tentée selon les conditions décrites dans 

le Schéma 14. Toutefois, bien que les analyses du brut réactionnel aient montré une 

conversion quasi-totale de l’ester de départ, seul ce dernier a été isolé après 

purification. 

 

 

 

 

Figure 52. Extrait du spectre RMN du carbone du composé 27, centré sur [40 ;140 ppm]. Seuls les signaux 

d'intérêt ont été mis en évidence. 

Schéma 14. Conditions testées pour la capture in situ de l'isocyanate sur l'ester MOM. 
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Ainsi, trois nouveaux dérivés de la vitamine A ont été synthétisés avec succès en 

utilisant la méthode initialement développée pour l’insertion de la fonction azoture. 

Cela montre que ces conditions peuvent être appliquées à l’insertion de divers 

nucléophiles sur la position C4 des rétinoïdes, ouvrant de nombreuses perspectives à 

cette méthodologie. 

 

2.7.3.  Dérivés de l’acide rétinoïque présentant en C4 des 

fonctions d’intérêt à distance du squelette rétinoïde 
 

Pour ce qui est de la troisième approche, afin de lui donner une légère mobilité et de 

le rendre, potentiellement, plus accessible à la sonde alcyne tendu pour la 

cycloaddition, l’azoture a été mis à distance du squelette rétinoïde. Cette démarche a 

été motivée par les résultats obtenus lors des travaux d’imagerie. Nous avons en effet 

observé un important manque de spécificité du marquage par les sondes fluorescentes 

(voir Chapitre 3), pouvant être dû à de nombreux facteurs. En particulier la structure 

de la sonde rétinoïde : l’azoture étant directement attaché au squelette rétinoïde, il 

peut ne pas être accessible à l’alcyne tendu. C’est pour cela qu’un dérivé sur lequel 

l’azoture est mis à distance grâce à un petit bras espaceur a été préparé (Schéma 15, 

29). C’est le motif diéthylène glycol qui a été choisi afin de ne pas augmenter 

l’hydrophobie de la molécule. La longueur de cet espaceur a été sélectionnée de sorte 

à créer une distance suffisante avec le rétinoïde sans pour autant apporter trop de 

flexibilité qui pourrait, par exemple, conduire à un repliement non désiré de ce bras. 

Le diéthylène glycol retenu a été modifié de sorte à obtenir une extrémité avec l’azoture 

et l’autre avec une amine libre, permettant son insertion sur le rétinoïde en C4, comme 

illustré dans le paragraphe 2.7.2.  

 

 

 

 

 
Schéma 15. Conditions réactionnelles pour l'obtention des composés 29 et 30. 
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Dans un même temps, et toujours par suite des résultats d’imagerie, nous avons émis 

l’hypothèse que la SPAAC puisse ne pas convenir à nos études. En effet, la littérature 

la présente quasi exclusivement pour du marquage de biomolécules en surface des 

cellules et non pour du marquage intracellulaire,309,310,311 amenant à considérer la 

possibilité de travailler avec la CuAAC. De fait, comme expliqué en introduction de ce 

chapitre, il est possible d’utiliser cette réaction pour du marquage intracellulaire de 

cellules vivantes, à condition de se servir de ligands du cuivre adaptés. Ce procédé 

n’est pas idéal car il implique l’utilisation de molécules exogènes supplémentaires 

pouvant biaiser les études mais il reste intéressant pour parvenir à un premier niveau 

d’étude du métabolisme de la vitamine A. Le composé 30 a ainsi été obtenu en utilisant 

la propargylamine. Il pourra par la suite être testé en imagerie. 

De cette façon, la synthèse de deux nouvelles sondes rétinoïdes a été réalisée en 

conservant la méthodologie développée initialement. Les tests biologiques, 

notamment d’imagerie, devraient permettre de déterminer si cette distance est utile ou 

non et si elle est insuffisante, satisfaisante ou trop importante. 

 

2.7.4.  Réduction de l’azoture en amine dans le but d’obtenir 

des dérivés aminés facilement fonctionnalisables 
 

La dernière approche qui a été tentée est la réduction de l’azoture en amine. En effet, 

en obtenant une amine sur la position C4, il serait ensuite possible d’ajouter une 

multitude de fonctions d’intérêt, que ce soit par couplage ou par addition. Tout d’abord, 

diverses conditions de réduction ont été expérimentées sur le rétinal azidé comme 

décrit dans le Tableau 6. Les trois premières conditions testées, qui ont été 

reproduites à plusieurs reprises, ont montré une dégradation complète après 

traitement et/ou purification des bruts réactionnels. Cela se traduit par des analyses 

en HPLC analytique avec un grand nombre de pics, des signaux RMN non attribuables 

et des données de HRMS ne rapportant aucune masse attendue ou probable. Nous 

avons pensé que le problème pouvait venir de l’usage des phosphines, que l’on sait 

oxophiles et ayant donc le potentiel d’interagir avec l’aldéhyde. Une hydrogénation a 

donc été tentée en utilisant un palladium empoisonné afin de ne pas impacter les 

doubles liaisons mais une importante dégradation du brut a été observée. Une 

hydrogénation au palladium sur charbon a tout de même été essayée mais elle a 
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également conduit à la dégradation du rétinal. Le substrat de départ a alors été modifié 

et c’est l’ester tert-butylique de l’AR qui a été retenu, les autres esters n’ayant pas été 

synthétisés au moment de ces tests. L’utilisation de la triméthylphosphine a, une 

nouvelle fois, amené une dégradation après traitement. Une condition plus douce a 

été testée avec le TCEP, n’amenant aucune réaction. Enfin, des conditions faisant 

appel à une Amberlite hautement acide ont été appliquées, ne produisant aucune 

réaction. 

 

Tableau 6. Ensemble des conditions de réduction de l’azoture testées sur le rétinal et l’ester tert-butylique 

azidés ; a: conversion suivie par HPLC analytique à 370 nm ; b: dégradation ayant eu lieu après traitement 

et/ou purification. 

En définitive, les conditions testées pour la réduction de l’azoture en C4 n’ont soit pas 

permis de réaction soit mené à une dégradation du rétinoïde de départ. Il est difficile 

d’envisager d’autres conditions étant donné que les rétinoïdes présentent deux 

facteurs limitants : le système polyénique et le carbonyle. En effet, la majorité des 

procédures pour la réduction des azotures en amines sont également valables pour la 

réduction de carbonyles tandis que les autres permettent généralement la réduction 

des liaisons insaturées. N’ayant pas obtenu de composé avec une amine libre 

permettant une fonctionnalisation facile, la solution qui semble la plus adaptée serait 

de se tourner vers l’ester de MOM portant l’isothiocyanate en C4. En effet, il s’agit 

Rétinoïde  Conditions de réduction Observation a 

N3 RAL 

PPh3 (1.3 equiv.), 25 °C, THF/HCl 1M, 16 h Dégradationb  

PPh3 supportée (10.0 equiv.), 25 °C, dioxane/HCl 1M, 16 h Dégradationb 

PMe3 (1.1 equiv.), 25 °C, THF, H2O, 16 h Dégradationb 

H2, Pd Lindlar (20% w/w), quinoline (2.2 equiv.), 25 °C, MeOH, 16 h Brut dégradé 

H2, Pd/C (20% w/w), 25 °C, MeOH, 16 h Brut dégradé 

N3 

RoateBu 

PMe3 (1.2 equiv.), 25 °C, THF, H2O, 16 h Dégradationb 

TCEP (1.5 equiv.), 25/50 °C, dioxane,  H2O, 16 h312 
Pas de 

conversion 

NaI (4.0 equiv.), Amberlite (2.0 equiv.), 40 °C, 200 mbar,  

CHCl3/MeOH, 10 min313 

Pas de 

conversion 
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d’une fonction sur laquelle il est possible d’additionner de nombreux nucléophiles, qui 

permettrait donc un accès aisé à un large panel de dérivés supplémentaires.314,315 

 

2.8. Conclusion 
 

En conclusion, nous sommes parvenus à synthétiser vingt sondes moléculaires 

rétinoïdes pour l’étude du métabolisme de la vitamine A. Cela a été rendu possible par 

la mise au point d’une nouvelle méthode d’insertion tardive d’azoture en position 

allylique. Bien que cette stratégie ne semble applicable qu’aux rétinoïdes et aux 

caroténoïdes, elle a pu être utilisée sur l’ensemble des entrées de la cascade 

métabolique de la vitamine A puis extrapolée à l’insertion de divers autres 

groupements nucléophiles, qu’ils soient carbonés, aminés ou oxygénés en position 

C4. Onze de ces sondes ont vu leur activité biologique testée, via leur capacité à 

activer la transcription du récepteur RARα. Même si certaines sondes n’ont pas 

présenté l’activité escomptée, d’autres se sont détachées, en particulier l’ester 

méthoxyméthyle d’acide rétinoïque (MOM), dont l’activité, en particulier de la forme 

azidée, est quasi identique à celle de l’acide rétinoïque naturel. Également, les sondes 

présentant une activité intéressante ont vu leur cytotoxicité contrôlée. De fait, ces 

dernières ayant été synthétisées dans le but d’éviter une utilisation directe de l’acide 

rétinoïque, cytotoxique dès la concentration du micromolaire, il était nécessaire 

d’étudier ce paramètre pour nos sondes. Il s’est avéré que seule une des molécules 

possède une toxicité significative, autorisant une utilisation des autres sondes pour 

nos diverses études.  

Les neufs dernières sondes présentées n’ont pas encore pu être testées mais les 

résultats biologiques seront déterminants. En effet, selon l’impact de chacune des 

modifications effectuées, il sera possible d’orienter la suite des modifications sur ces 

composés, de sorte à enrichir la librairie de sondes avec des composés ayant une 

activité intéressante. Par exemple, la modification du carbonyle en nitrile pourrait 

amener à développer une classe de sondes antagonistes de RARα. 
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CHAPITRE 3 – SONDES POUR L’ÉTUDE DE LA 

BIODISTRIBUTION DES RÉTINOÏDES DANS LES 

CELLULES 

3.1. Contexte et objectif 
 

Le premier axe du projet consistait à développer une méthodologie permettant l’étude 

de la biodistribution des rétinoïdes à l’échelle cellulaire et subcellulaire. Le terme de 

biodistribution est majoritairement utilisé en pharmacologie pour désigner la 

répartition, localisation et concentration, d’une molécule médicamenteuse au sein d’un 

organisme.316 Ici, la définition est identique, exception faite que les études portent sur 

des molécules endogènes et non exogènes à visée thérapeutique. 

Suite à un manque d’outils adaptés, les connaissances sur les dynamiques cellulaires 

et intracellulaires des rétinoïdes restent limitées et spéculatives. En effet, on note dans 

la littérature que les rétinoïdes ont fait l’objet de nombreuses recherches depuis leur 

découverte mais qu’il n’existe aujourd’hui aucune technique adaptée à leur 

visualisation aux niveaux cellulaire et subcellulaire. De fait, les études qui ont été 

réalisées portaient sur la distribution des rétinoïdes au niveau d’un organe avec, le 

plus souvent, l’analyse parallèle de plusieurs organes conduisant à recontextualiser 

les résultats à l’échelle de l’organisme. 

Parmi ces travaux, on peut citer ceux de Cifelli et Ross publiés en 2006 dans lesquels 

la biodistribution des rétinoïdes a été suivie par radio marquage dans le foie, les 

intestins et les poumons de rats chez lesquels une inflammation avait été induite.317 

Par la suite, Kane et al. ont travaillé au développement d’une méthode d’HPLC/UV 

avec une haute sensibilité pour la quantification du ROL, de l’atAR et des ER au sein 

de nombreux tissus.318 Cette méthodologie ayant donné accès à des quantifications 

jusque-là non accessibles, elle a été largement employée dans les travaux ultérieurs. 

En 2017, Yokoto et Oshio l’ont appliquée pour la quantification du ROL et des ER dans 

le sérum, le foie et le cerveau de souris atteintes d’hypervitaminose.319 Enfin, des 

travaux très récents ont également fait appel à l’HPLC/UV pour suivre l’évolution des 

concentrations de l’atAR et du ROL dans le plasma de femmes enceintes à différents 
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stades de la grossesse ou durant le post-partum.320,321 En parallèle, Wuertz et al. ont 

étudié l’accumulation des rétinoïdes dans certains tissus de sandres femelles lors de 

la maturation des ovocytes, montrant une migration du ROL contenu dans le foie vers 

les gonades.322 

Bien que l’ensemble de ces recherches ait amené à une meilleure compréhension des 

dynamiques régissant l’homéostasie des rétinoïdes au sein des organismes vivants, 

ils n’ont pas permis de le faire à l’échelle cellulaire et subcellulaire. Il faut en effet noter 

que l’utilisation de l’HPLC/UV sur ces échelles n’est pas adaptée car il ne serait pas 

possible d’isoler chacune des organelles pour les analyser individuellement et la 

quantité de cellules requises serait trop importante pour des quantités d’analytes 

récoltées très faibles. 

Deux équipes ont toutefois publiés des travaux faisant appel à des outils avec un 

potentiel pour des études de biodistribution aux échelles cellulaire et subcellulaire. Tout 

d’abord, Chisholm et al. ont rapportés en 2019 des rétinoïdes synthétiques possédant 

une fluorescence intrinsèque.323 Bien que ces molécules aient permis d’étudier 

précisément la liaison des rétinoïdes aux CRABPs, leurs structures restent très 

éloignées de celles des rétinoïdes naturels. Ainsi, il est difficile d’envisager des 

expériences sur la biodistribution qui ne soient pas biaisées par ces différences. Deux 

ans plus tard, Bos et al. ont fait état de rétinoïdes modifiés en position C3 avec un 

alcyne terminal permettant une réaction click avec une sonde fluorescente azidée.324 

Ces molécules ont donné lieu à la visualisation de l’internalisation des rétinoïdes au 

sein de différentes cellules immunitaires mais, comme mentionné en introduction du 

Chapitre 2, un important travail de synthèse est requis, expliquant qu’elles n’aient pas 

été retenues pour nos travaux. 

Ainsi, notre objectif était de parvenir à mettre au point des outils permettant la 

localisation des rétinoïdes à l’échelle cellulaire et subcellulaire dans différents types de 

cellules, à diverses étapes du cycle cellulaire, à plusieurs niveaux de différenciation… 

de sorte à visualiser les modifications spatio-temporelles subies par les rétinoïdes et à 

apporter de nouvelles connaissances sur les dynamiques moléculaires de la vitamine 

A. 
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3.2. Technique pour les études de biodistribution  

3.2.1.  Choix de la méthode pour l’étude de la biodistribution des 

rétinoïdes 
 

Les études de biodistribution peuvent être réalisées à l’aide du marquage 

radioactif,325,326 de la microscopie par fluorescence327,328 ou de l’imagerie par 

spectrométrie de masse (ISM).329,330 Concernant le marquage radioactif, il est 

nécessaire de posséder l’ensemble des équipements et installations permettant la 

manipulation de composés radioactifs mais également leur détection. Il en va de même 

pour l’imagerie par spectrométrie de masse qui fait appel à des appareillages 

spécifiques, dédiés à cet usage. Dans les deux cas, notre laboratoire ne possède pas 

les équipements requis, nous orientant ainsi vers la microscopie par fluorescence. 

La microscopie par fluorescence est une technique d’imagerie moléculaire qui consiste 

à générer des images dans lesquelles l’intensité lumineuse en un point précis est 

proportionnelle à la quantité de l’espèce moléculaire étudiée. Les images sont 

générées par l'illumination de molécules portant un fluorophore (illustré par un rond 

bleu dans le Schéma 16) à une longueur d'onde définie, idéalement proche du pic 

d'excitation du fluorochrome. S’en suit la détection de la lumière émise par le 

fluorophore, permettant d’acquérir les images qui sont ensuite analysées. 

 

 

 

 

 

La microscopie par fluorescence est une méthode peu invasive, permettant ainsi un 

usage in vitro,331 ex vivo332 et in vivo.333 Il s’agit d’un procédé à la fois spécifique et très 

sensible, conduisant à des marquages précis au sein des cellules et à la capacité de 

suivre des processus dynamiques.334 Avec cette technique, il est aussi possible 

d’utiliser plusieurs fluorophores ayant des couleurs distinctes. Cela donne la possibilité 

de traquer diverses molécules simultanément mais également de visualiser 

d’éventuelles interactions entre celles-ci ou avec les organelles.335 Toutefois, des 

Schéma 16. Illustration du principe de la microscopie par fluorescence. Le carré noir correspond à la 

biomolécule à visualiser seule ou substituée. Le rond bleu représente le fluorophore. 
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inconvénients sont à souligner. Tout d’abord, cette méthode ne permet pas la 

découverte de structures inattendues si celles-ci ne possèdent pas de fluorescence 

intrinsèque. Ensuite, lorsque l’on souhaite travailler conjointement avec plusieurs 

fluorochromes, ils doivent être choisis avec précision de sorte que les fluorescences 

émises ne se recouvrent pas. Cela conduirait à une extinction des fluorescences et 

donc à une diminution du ratio signal/bruit, réduisant grandement la résolution des 

images. De plus, le photoblanchiment – processus par lequel le fluorophore perd sa 

fluorescence à la suite d’une altération de sa structure causée par la lumière – peut se 

révéler plus ou moins important selon les fluorochromes utilisés.336,337 Enfin, on note 

l’endommagement des cellules pouvant survenir à la suite de leur interaction avec le 

fluorophore et/ou la lumière excitatrice. 

Ainsi, il est indispensable de prendre en compte l’ensemble de ces paramètres afin 

d’obtenir des marquages les plus propres et précis possible. 

 

3.2.2.  Outils pour le marquage en microscopie par fluorescence 

 

3.2.2.1 Fluorophore et sonde fluorescente 
 

Comme évoqué précédemment, de façon générale, les biomolécules que l’on souhaite 

étudier ne présentent pas de fluorescence intrinsèque qui permettrait de réaliser 

directement l’imagerie. Il est donc nécessaire de leur ajouter un marqueur fluorescent 

de sorte à les rendre visibles dans les milieux biologiques. Ce marqueur peut être un 

fluorophore seul ou inclus dans une sonde fluorescente tel qu’illustré sur la Figure 53. 

Une sonde comporte généralement un groupement fonctionnel pour faire la liaison sur 

la biomolécule à étudier (noté R1), un bras espaceur permettant la mise à distance des 

différentes fonctionnalités (représenté par le rectangle blanc) et un fluorophore (illustré 

par le rond bleu). Le groupement fonctionnel R1 peut être soit directement amené par 

le bras espaceur soit ajouté à celui-ci lors de la synthèse de la sonde. 

 

 

 

Figure 53. Structure générale d'une sonde fluorescente. R1 est une 

fonction permettant la réaction sur la biomolécule à étudier. Le rond bleu 

représente le fluorophore. Le bras espaceur est illustré par un rectangle 

blanc. 
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De cette façon, il est possible de marquer la biomolécule d’intérêt selon deux 

approches illustrées dans le Schéma 17. La première, qui est la plus directe, consiste 

en l’addition du fluorophore choisi sur la biomolécule. La fonction R2 peut être 

naturellement présente ou avoir été incorporée chimiquement sur la molécule. 

Toutefois, cette approche ne peut s’appliquer aux petites molécules sans un risque 

non négligeable d’impacter leur activité biologique du fait des structures souvent 

encombrantes des fluorochromes. La seconde stratégie repose sur l’utilisation d’une 

sonde fluorescente qui est ajoutée dans le milieu biologique. Cette approche permet 

de marquer la biomolécule de façon plus tardive et donc de réduire les risques de 

modifier son activité.  

 

 

 

 

 

 

Dans notre cas, les rétinoïdes étant des molécules dont les nombreuses activités 

dépendent fortement de leur structure, nous avons souhaité limiter au maximum les 

insertions directes sur leur squelette. C’est pour cela que l’approche 2 a été retenue. 

Il a ainsi été nécessaire d’étudier les paramètres requis pour la préparation d’une 

sonde fluorescente fonctionnelle. 

 

3.2.2.2. Propriétés clés d’une sonde fluorescente 
 

Pour être efficiente, une sonde fluorescente doit posséder différentes caractéristiques 

précises. En particulier, ces propriétés doivent être minutieusement respectées dans 

le cas des cellules vivantes, plus sensibles et donc plus délicates à imager.  

Tout d’abord, dans le cadre de travaux d’imagerie intracellulaire, une bonne 

perméabilité aux membranes est requise afin de pouvoir pénétrer dans les cellules. 

Pour ce faire, il est possible de se baser sur la règle des 5 de Lipinski, déjà couramment 

utilisée pour la synthèse de potentiels médicaments et illustrée dans la Figure 54.338 

Schéma 17. Voies possibles pour le marquage fluorescent de biomolécules. R2 peut réagir avec R1 et R3. R4 

est la fonction résultante de la réaction entre R2 et R3. R5 est la fonction résultante de la réaction entre R2 

et R1. Le carré gris représente la biomolécule d’intérêt. Le rond bleu correspond au fluorophore. 
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Cette règle consiste à dire que pour avoir un bon équilibre entre hydrophilie et 

hydrophobie, une molécule ne doit pas comporter plus de cinq donneurs et dix 

accepteurs de liaisons hydrogène, sa masse molaire ne doit pas dépasser 500 g/mol 

et son coefficient de partage (logP) doit être inférieur à cinq. Néanmoins, il est difficile 

de respecter ces règles tout en répondant aux paramètres photophysiques requis pour 

la microscopie par fluorescence. C’est pour cela que le manque de perméabilité des 

molécules fluorescentes est aujourd’hui l’une des problématiques majeures dans ce 

type de travaux.339 Il est toutefois possible de l’outrepasser en perméabilisant les 

cellules,340 réalisant des micro injections341 ou encore procédant par écrasement des 

cellules.342 Cependant, ce sont des méthodes invasives, amenant un biais dans les 

études. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensuite, le marquage de la biomolécule cible doit être spécifique de la molécule ciblée 

et rapide afin de conduire à une haute résolution des images. Ce paramètre est modulé 

par l’ensemble de la structure de la sonde, les différents éléments pouvant impacter 

les paramètres physicochimiques de celle-ci. Il s’agit d’un second point problématique, 

en particulier pour l’imagerie des cellules vivantes, ce qui a conduit à la création des 

sondes fluorogènes. La fluorogénécité définit la capacité d’une molécule à voir sa 

fluorescence apparaitre ou augmenter significativement à la suite d’une activation. 

Diverses voies d’activation ont été rapportées dans la littérature et sont présentées sur 

la Figure 55.343 La fluorescence peut apparaitre à la suite de l’action d’enzymes sur 

un groupement bloquant la fluorescence, représenté ici en gris (Figure 55, A). Il peut 

s’agir d’un clivage entre la molécule et le groupement ou d’une transformation de ce 

Figure 54. Règle des 5 de Lipinski. 
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dernier.344 Il est aussi possible de travailler avec des sondes de transfert d'énergie par 

résonance de fluorescence (FRET) pour lesquelles c’est la coupure de la jonction entre 

les deux fluorophores qui conduit à l’apparition de la fluorescence (Figure 55, B).345 

Il est également envisageable de former la molécule fluorescente par photoconversion 

in situ (Figure 55, C).346,347 Enfin, la liaison de la sonde fluorescente, en particulier 

d’une fonction précise, à une molécule d’intérêt peut conduire à une augmentation non 

négligeable de la fluorescence (Figure 55, D).348 Cette dernière technique a déjà été 

largement utilisée pour l’imagerie de protéines,349 du cytosquelette350 ou bien de 

l’ADN.348 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bien que ces sondes permettent de palier les problèmes de spécificité351 et que de 

nombreuses stratégies de synthèses aient été rapportées,352 elles représentent un défi 

supplémentaire. En effet, en plus de l’ensemble des caractéristiques requises pour des 

sondes fluorescentes, les sondes fluorogènes doivent être en mesure de commuter 

entre deux formes stables, à savoir la forme éteinte (non-fluorescente) et la forme 

allumée (fluorescente), cette dernière devant apporter une fluorescence suffisante 

pour être détectable.353, 354  

Figure 55. Différentes activations possibles des molécules fluorogènes. Figure reprise du rapport de Grimm 

et al. publié en 2013. En noir apparaissent les structures des sondes fluorogènes. Les couleurs illustrant la 

fluorescence ont été choisies de façon arbitraire. 
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Un autre paramètre important pour les sondes fluorescentes est la solubilité au sein 

des milieux aqueux. De fait, une bonne solubilité permet notamment de minimiser voire 

d’éviter l’ajout de solvants organiques tels que le DMSO lors de la solubilisation des 

sondes. 

Également, la sonde doit posséder une forte brillance. La brillance correspond au 

rendement de fluorescence par molécule et se calcule comme le produit du rendement 

quantique de fluorescence par le coefficient d’extinction molaire pris à la longueur 

d’onde d’excitation de travail (Formule 1). Elle est, le plus souvent, exclusivement 

apportée par le fluorophore. Une brillance importante permet de réduire l’intensité des 

lasers utilisés lors de l’imagerie et donc de diminuer les risques de phototoxicité. De 

ce fait, l’ensemble des processus peuvent se dérouler normalement au sein des 

cellules, évitant un biais dans les études. Ce paramètre amène aussi une meilleure 

résolution des images et peut être amélioré en supprimant les voies de désexcitation 

non-radiatives du fluorophore via des modifications structurelles de celui-ci.355 

Brillance=Coefficient d
'
extinction molaire(ε) × Rendement quantique de fluorescence (ΦF) 

 

Formule 1. Formule pour le calcul de la brillance d'une molécule. La brillance et le coefficient d'extinction 

molaire sont en L.mol-1.cm-1. Le rendement quantique de fluorescence est le ratio du nombre de photons 

émis par la molécule sur le nombre de photons absorbés par celle-ci. ε et ΦF sont déterminés à la longueur 

d’onde d’excitation de travail. 

D’autre part, pour que la sonde soit utilisable, elle doit posséder une certaine 

photostabilité. Ce paramètre est une nouvelle fois incombé au fluorophore et désigne 

la propriété de celui-ci à produire un signal fluorescent stable dans le temps et dont 

l’intensité reste constante lors de l’irradiation. Elle varie selon les familles de 

fluorochromes, comme illustré dans la Figure 56 réalisée à partir de la revue de 

Demchenko.336 La photostabilité est déduite du rendement quantique de 

photoblanchiment, noté ΦB, et calculé selon la formule suivante : 

ΦB= 
nombre de molécules photoblanchies

nombre total de photons absorbés
 

Formule 2. Formule pour le calcul du rendement quantique de photoblanchiment. 

On remarque que les bore-dipyrrométhenes (BODIPYs) et les cyanines sont les 

familles de fluorophores qui subissent le moins le photoblanchiment. Elles sont donc 

plus stables et permettent une utilisation plus longue avant de se dégrader.  
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Il est important de noter que la photostabilité recherchée peut varier selon les 

techniques d’imagerie utilisées et selon la durée des expériences. Ainsi, il peut être 

suffisant, dans certains cas, d’utiliser des fluorochromes moins stables. Il existe aussi 

diverses méthodes permettant de réduire la perte d’intensité du signal telles que la 

modulation de la structure356,357 ou l’ajout d’un triplet state quencher (TSQ).358  

Pour finir, il est avantageux que la sonde, plus particulièrement le fluorophore, 

présente des longueurs d’onde d’émission et d’excitation situées du rouge lointain 

jusqu’au proche IR, soit entre 650 nm et 1350 nm. En effet, cela permet de se placer 

dans une gamme de longueurs d’onde où les cellules absorbent moins, entrainant une 

auto-fluorescence des cellules ou tissus plus faible. Par ailleurs, cela permet de réduire 

la phototoxicité. Cependant, il n’est pas possible de travailler exclusivement avec des 

fluorophores de cette gamme car un ensemble de couleurs est nécessaire pour 

réaliser des études complètes en imagerie multicanale.359  

Il est important de noter que chacun des paramètres est lié aux autres. De ce fait, la 

modification de l’un peut entrainer des variations significatives ou non de l’ensemble 

des propriétés, faisant de la synthèse d’une sonde fluorescente un processus 

complexe et itératif. Toutefois, il existe aujourd’hui un large panel de sondes décrites 

dans la littérature ou commercialement disponibles, permettant d’éviter ce 

cheminement. 

Dans notre cas, en plus de posséder l’ensemble des critères présentés, la sonde doit 

posséder un alcyne contraint de sorte à permettre une cycloaddition sur les rétinoïdes 

azidés. Également, ceux-ci pouvant se trouver dans le noyau, il serait idéal que la 

sonde puisse y pénétrer. Au cours de nos travaux, quatre sondes distinctes ont été 

testées, une commerciale et trois synthétiques. Les intérêts de chacune de ces sondes 

seront explicités dans les paragraphes dédiés. 

Figure 56. Echelle de photostabilité des grandes familles de fluorophores déterminée par les valeurs de 

rendement quantique de photoblanchiment. R, R1 et R2 sont des chaines alkyles quelconques. Les BODIPYs 

peuvent être substitués. Les cyanines sont de toutes classes. 
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3.3. Protocole pour les travaux d’imagerie 
 

L’intégralité des études d’imagerie présentées dans ce chapitre ont été menées par 

Alexia Kindler, doctorante de l’équipe de Wojciech Krezel (IGBMC, Strasbourg).  

Sauf mention du contraire, l’ensemble des expériences d’imagerie de cette thèse ont 

été conduites selon le protocole illustré dans le Schéma 18. Les cellules ont été 

incubées à 37 °C avec un taux de CO2 de 5%. Le type de microscope utilisé sera 

précisé pour chacune des images fournies. Lors de la prolifération des cellules, des 

sphères de cellules non différenciées se forment : on parle de corps embryonnaires. 

Durant cette étape ont été incubées les molécules d’intérêt, à savoir le rétinal (contrôle 

négatif), le 5-AmdU (contrôle positif) et le rétinal azidé (molécule testée) pendant 16 

h. Cette durée a été allongée à 24 h pour certaines conditions. La concentration de 5 

µM pour les rétinoïdes correspond à la concentration maximale qu’il est possible 

d’incuber sur les corps embryonnaires sans causer de toxicité. La concentration de 10 

µM de 5-AmdU a pour objectif de permettre un marquage non-discutable. Les sphères 

traitées et en cours de différenciation ont ensuite subi un traitement à la trypsine 

permettant de dissocier les cellules. Elles ont alors pu être plaquées sur lames et 

ensemencées pendant 3 h ou 24 h selon les conditions dans un milieu favorisant la 

différenciation. L’usage des rétinoïdes conduit à la différenciation exclusive des P19 

en neurones. Une fois différenciées, les cellules ont été utilisées vivantes ou fixées. 

Dans le cadre des travaux sur cellules vivantes, la sonde a été incubée pendant 

différentes durées et à différentes concentrations. Les marqueurs spécifiques (DAPI, 

LysoTracker,…) ont aussi incubés à cette étape, avec des durées et des 

concentrations précises qui seront mentionnées en légende des figures concernées. 

Pour finir, les cellules ont été lavées afin de retirer l’excès des différentes molécules 

puis imagées par microscopie par fluorescence. Pour les études sur cellules fixées, 

une étape de fixation au paraformaldéhyde (PFA) est préalable à l’incubation de la 

sonde. Elle peut également s’accompagner d’une étape de perméabilisation pour 

certaines expériences. La suite des étapes est identique.  
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Il est important de noter qu’aucune mort cellulaire n’a été remarquée lors de l’ensemble 

des travaux réalisés, montrant que les quatre sondes étudiées ne présentent pas de 

phototoxicité sur l’échelle temporelle de nos expériences. 

 

3.4. Sonde commerciale – BCN- CF®650 
 

Nous avons débuté nos travaux en utilisant une sonde commerciale, à savoir le BCN- 

CF®650 de chez Biotum. Bien que sa structure exacte soit gardée secrète par le 

fournisseur, nous savons qu’elle se compose d’un BCN et d’une sulfocyanine 

doublement pégylée comme illustré sur la Figure 57.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57. Portions connues de la structure de la 

sonde commerciale BCN- CF®650. n et x ≥ 1 ; y ≥ 0. 

Schéma 18. Protocole mis en place pour l'étude de la biodistribution des rétinoïdes par imagerie confocale. 
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L’objectif était de tester sa spécificité de marquage sur cellules vivantes afin de nous 

aiguiller quant à la structure de la sonde fluorescente adaptée à nos travaux. Pour ce 

faire, trois molécules distinctes ont été incubées durant la phase de croissance des 

cellules P19 : l’atRAL, le N3 RAL et le 5-AmdU. Le 5-AmdU est un nucléoside, plus 

particulièrement une uridine, possédant un azoture sur sa position C5. Il a ainsi la 

capacité naturelle à intégrer l’ADN et donc le noyau, comme illustré dans la Figure 

58. Il a servi de contrôle positif puisqu’il doit permettre, si la sonde est efficace, un 

marquage sélectif du noyau.360 L’atRAL a, quant à lui, été utilisé en tant que contrôle 

négatif puisque l’absence d’azoture ne doit permettre aucun marquage par la sonde 

fluorescente. Un autre contrôle, noté « Sonde seule », sert de comparaison entre les 

images obtenues avec et sans une incubation des rétinoïdes. Cela correspond à une  

incubation du véhicule (DMSO) à la place des rétinoïdes, avant incubation de la sonde. 

 

 

 

 

 

 

 

Les images obtenues avec le BCN-CF®650 sont présentées dans la Figure 58. En 

plus de la sonde, un marquage des noyaux au Hoechst ainsi qu’un marquage des 

lysosomes au LysoTracker ont été effectués. Il est important de labelliser les 

lysosomes car ils sont un lieu de dégradation des molécules, qu’elles soient 

endogènes ou non. Cela permet de voir si la sonde n’y est pas directement dirigée, ce 

qui empêcherait son action de marquage. Pour la sonde seule, à savoir les images 1 

à 3, on peut voir qu’à part quelques punctas, rien n’est détecté. De façon surprenante, 

le contrôle positif au 5-AmdU montre un marquage exclusivement en dehors des 

noyaux avec une colocalisation très partielle avec les lysosomes, comme indiqué par 

les flèches. Concernant les images obtenues avec l’atRAL (7 à 9) et le N3 RAL (10 à 

12), elles sont très similaires et semblent montrer une colocalisation de la sonde avec 

les lysosomes.  

Figure 58. Illustration du marquage sélectif du noyau grâce au 5-AmdU et à une sonde fluorescente portant 

un alcyne tendu. 
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Afin de confirmer ou non la colocalisation de la sonde avec les lysosomes, un 

traitement des images a été effectué par masques. La Figure 60, A présente la 

superposition des images obtenues grâce au marquage avec le LysoTracker (en vert) 

et grâce à la sonde, dont le marquage est visible par les tracés jaunes. Sur la Figure 

60, B, c’est le contraire : les images en rouge sont celles acquises pour la sonde 

fluorescente et sont contourées en jaune les zones marquées par le LysoTracker. On 

peut ainsi observer que les deux marquages se superposent pour la quasi-totalité des 

punctas. Cela illustre la présence de la sonde BCN-CF®650 au sein des lysosomes. 

 

 

 

Sonde LysoTracker Superposition 

Sonde 

seule 

5-AmdU 

atRAL 

N3RAL 

1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 

10 11 12 

Figure 59. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules de carcinorme embryonnaire P19 différenciées vivantes. Les noyaux ont été mis en évidence avec 

le Hoechst 33342 (en bleu). Les lysosomes ont été mis en évidence avec le LysoTracker green DND-26. Le 

Hoechst et le LysoTracker ont été incubés à 0.1 µg/mL, le 5-AmdU et la sonde à 10 µM. Le Hoechst a été 

imagé à 361 nm, le LysoTracker à 488 nm et la sonde à 647 nm. La sonde seule sert de contrôle négatif. 
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Ainsi, cette expérience nous montre un très faible marquage par le BCN-CF®650 situé 

exclusivement en dehors des noyaux et concentré en punctas. Cela pourrait 

s’expliquer par un temps de résidence court de la sonde dans les cellules, qui l’aurait 

amenée à sortir des cellules avant le lavage. Il se pourrait aussi que le lavage ait été 

effectué trop tôt, ne laissant pas le temps à la sonde de rentrer. Une autre hypothèse, 

au vue de la colocalisation avec les lysosomes, est que l’entrée de la sonde dans les 

cellules se fait par endocytose, l’amenant à être piégée dans les lysosomes sans avoir 

accès au reste de la cellule. Cette expérience ne permet donc pas de conclure quant 

à l’efficacité et la spécificité de marquage de la sonde BCN- CF®650. 

L’expérience a été reproduite sur cellules fixées amenant cette fois à un marquage 

aspécifique de l’intégralité des cellules. 

Pour conclure, il semblerait que le BCN ou la sulfocyanine pégylée ne soit pas adapté 

à l’imagerie souhaitée. D’après les expériences préalablement réalisées au 

laboratoire, des sondes fluorescentes portant un BCN avaient montré un important 

marquage aspécifique, laissant à penser que c’est ce dernier qui n’est pas adapté.  

 

Figure 60. Images obtenues par microscopie confocale au Spinning disk Nikon x100 sur des cellules de 

carcinorme embryonnaire P19 différenciées vivantes. Les lysosomes ont été mis en évidence avec le 

LysoTracker green DND-26. Le LysoTracker a été incubé à 0.1 µg/mL et la sonde à 10 µM. Le LysoTracker a 

été imagé à 488 nm et la sonde à 647 nm. Le traitement des images a été réalisé avec ImageJ. 
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3.5. Sondes conçues, synthétisées et imagées  

3.5.1.  Sonde fluorogène 
 

La sonde commerciale testée n’ayant pas abouti à une imagerie satisfaisante, nous 

avons décidé de nous orienter vers une approche différente en utilisant une sonde 

fluorogène. Ce type de sonde devrait permettre de pallier la problématique 

de marquage aspécifique, comme expliqué en introduction de ce chapitre. Dans la 

littérature, diverses sondes de ce type ont été rapportées, généralement dérivées de 

fluorophores connus et/ou commerciaux : rhodamines,359,361 cyanines,362,363 orange de 

thiazole,364 Hoechst348…Toutefois, notre choix a été restreint du fait de la nécessité de 

la sonde de posséder un alcyne contraint en son sein. Nous nous sommes donc 

tournés vers les travaux de Friscourt et al. publiés en 2012 et décrivant une 

dibenzocyclooctyne fluorogène (Fl-DIBO).365 Les adduits préparés par SPAAC ont 

montré un rendement quantique de fluorescence jusqu’à 60 fois plus important que 

celui du Fl-DIBO, prouvant son potentiel en tant que sonde fluorogène pour l’imagerie.  

La synthèse a été effectuée en cinq étapes avec un rendement global de 12% 

(Schéma 19). Le couplage de Sonogashira entre le 3-éthynylanisole et le 3-

iodoanisole a conduit au bis aryle 35 dont la triple liaison a ensuite été réduite en 

alcène par hydrogénation catalysée au palladium. La configuration cis de l’alcène 36 

a été permise par l’usage du catalyseur de Lindlar. Une réaction de Friedel-Craft avec 

le tétrachlorocyclopropène a ensuite amené au composé 37 avec un rendement de 

50%. La double liaison formée lors de la seconde étape a alors été dibromée (38) pour 

permettre une double élimination, conduisant au Fl-DIBO 39. 

 

 

 

 

 

 

 

 Schéma 19. Synthèse de la sonde fluorogène décrite par Friscourt et al..Les deux dernières étapes ont été 

réalisées à l’abri de la lumière. 
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Par la suite, pour les expériences en microscopie, de nombreuses conditions ont été 

testées. La sonde devant être imagée dans l’UV, c’est un microscope confocal inversé 

SP8 UV qui a été utilisé ici.  

Pour le premier test, la sonde a été incubée sur cellules différenciées vivantes pendant 

30 minutes avant l’imagerie, amenant uniquement à la détection de l’auto-fluorescence 

des cellules, avec ou sans incubation du rétinal azidé. Une seconde approche 

consistant à ajouter la sonde juste avant l’imagerie a également été tentée afin 

d’éliminer un potentiel problème lié au lavage des cellules. Toutefois, aucune 

fluorescence n’a pu être détectée hormis celle des cellules elles-mêmes. La dernière 

expérience qui a été essayée sur cellules vivantes fût l’ajout de la sonde directement 

sous le microscope afin d’éliminer, en plus, une éventuelle dégradation très rapide de 

la sonde une fois au contact des cellules. Le même résultat que précédemment a été 

obtenu. 

Les travaux ont alors été poursuivis sur cellules fixées avec incubation de la sonde en 

amont de l’imagerie. Les images obtenues sont présentées dans le Figure 61. Les 

noyaux ont été imagés au draq5 mais on peut voir sur les images 2, 5 et 8 que ce 

marquage n’a pas fonctionné puisque le signal est présent dans l’entièreté des cellules 

et non exclusivement dans les noyaux. Cela peut s’expliquer par la fixation au PFA qui 

entraine une légère perméabilisation des cellules, bien que le draq5 soit usuellement 

utilisé sur cellules fixées. 

Pour la sonde seule (images 1 à 3), le marquage est à peine détectable. Concernant 

le contrôle avec l’atRAL (images 4 à 6), on constate que le marquage est plus intense 

mais diffus. Pour ce qui est de l’expérience avec le N3 RAL illustré par les images 7 à 

9, certains noyaux sont légèrement plus brillants que les autres, laissant à penser que 

le marquage a été efficace dans les cellules concernées. Toutefois, ces résultats n’ont 

pas pu être reproduits.  
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La luminosité détectée lors de l’imagerie étant très faible, nous avons émis l’hypothèse 

que la réaction entre le Fl-DIBO et le N3 RAL n’avait pas ou peu lieu. L’adduit entre le 

Fl-DIBO et le N3 RAL 40 a donc été synthétisé (Figure 62). Pour ce faire, un mélange 

équimolaire des deux réactifs a été agité pendant 16 h à 25 °C dans du DCM avant 

d’être purifié par HPLC préparative. Il a ensuite pu être incubé à la place des 

rétinoïdes. L’objectif était de voir s’il était possible de détecter cet adduit grâce à sa 

luminosité plus importante. 

 

 

 

A plusieurs reprises, l’adduit a été incubé avant imagerie sur cellules vivantes. Quelle 

que soit la durée d’incubation (30 minutes ou 1 heure), seule l’auto-fluorescence des 

cellules a été détectée. Comme précédemment, nous avons alors tenté l’ajout juste 

Figure 61. Images obtenues par microscopie confocale inversée sur SP8 UV x63 sur des cellules de 

carcinome embryonnaire P19 différenciées et fixées. Les cellules ont été fixées 15 min à 4% de PFA. Les 

noyaux ont été mis en évidence avec le draq5 (en rouge). Le draq5 a été incubé à 5 µM et la sonde à 10 

µM. Le draq5 a été imagé à 647 nm et la sonde dans l’UV. L’atRAL sert de contrôle négatif. 

1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 

Figure 62. Adduit obtenu par réaction de SPAAC entre le Fl-DIBO 

et le N3RAL. 
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avant l’imagerie à deux concentrations distinctes (Figure 63). Le marquage des 

noyaux au draq5 a cette fois été efficace. Sur les images 3 et 4, correspondant à un 

ajout de 10 µM d’adduit, le marquage est extrêmement faible, à l’exception de rares 

punctas. En revanche, pour 100 µM d’adduit (images 5 et 6), un signal non négligeable 

est observé pour la sonde, presque exclusivement hors des cellules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces résultats nous ont amené à conclure que la fluorescence émise par l’adduit n’est 

pas suffisante pour réaliser de l’imagerie, que ce soit sur cellules vivantes ou fixées. 

De fait, il a été nécessaire d’utiliser 100 µM d’adduit préalablement synthétisé pour 

obtenir un signal détectable. Ainsi, une incubation du rétinoïde puis de la sonde n’est 

pas envisageable au vue des quantités très importantes qui seraient nécessaires 

puisqu’il n’est en effet pas possible de dépasser les 5 µM de rétinoïdes sous peine de 

cytotoxicité. Également, même à forte concentration, la sonde ne présente qu’une 

faible capacité à entrer dans les cellules, s’agrégeant, au mieux, dans le cytoplasme 

de celles-ci. Cela pourrait expliquer qu’à faibles concentrations la sonde ne parvienne 

pas à rencontrer les rétinoïdes pour réagir avec eux et former l’adduit fluorescent. 

 

1 3 5 

2 4  

Figure 63. Images obtenues par microscopie confocale inversée sur SP8 UV x63 sur des cellules de 

carcinome embryonnaire P19 différenciées non-fixées. Les noyaux ont été mis en évidence avec le draq5 

(en rouge). Le draq5 a été incubé à 5 µM et l’adduit à 10 ou 100 µM. Le draq5 a été imagé à 647 nm et 

l’adduit dans l’UV. 
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3.5.2.  Sonde BODIPY 
 

La sonde fluorogène n’ayant pas permis d’imager les rétinoïdes au sein des cellules, 

les investigations ont été poursuivies, à la recherche d’une sonde adaptée. Nous nous 

sommes tournés vers les travaux de Alamudi et al. qui font état d’une sonde ayant la 

capacité de marquer spécifiquement chaque organelle de la cellule, noyau inclus et ce 

sur cellules vivantes.366 Il s’agit d’une sonde BODIPY, dont l’un des pyrroles est 

méthylé en positions 2 et 4, et qui porte en position méso une chaine aliphatique 

terminée par un BCN.  

Les BODIPYs sont des fluorophores présentant une large gamme de coloris,367,368 

permettant de très nombreuses applications : bio-imagerie,369,370 sondes pH,371 agents 

chélateurs de métaux,372 photosensibilisateurs pour les thérapies photodynamiques 

368 ou encore sondes de FRET ou de bioluminescence (BRET).373 L’ensemble de ces 

utilisations est permis par des propriétés particulièrement adaptées à la 

chemobiologie. Tout d’abord, ils ont une très faible sensibilité au pH et à la polarité du 

milieu. Également, ils sont particulièrement stables en conditions physiologiques 

malgré une faible solubilité en solution aqueuse. Pour ce qui est des caractéristiques 

photochimiques, on note un grand coefficient d’absorption molaire (40 000 à 110 000 

M-1 cm-1), un rendement quantique de fluorescence élevée (60 à 90%), une durée de 

vie de l’état singulet excité suffisante (1 à 10 ns) ainsi qu’une bande d’absorption nette 

(25 à 35 nm de largeur).374 Cependant, ils présentent un inconvénient majeur, à savoir 

leur hydrophobie, qui peut toutefois être palliée en modulant la substitution des 

pyrroles et de la position méso (Figure 64). 

 

 

 

La sonde décrite par Alamudi et al. a été synthétisée en quatre étapes avec un 

rendement global de 11% (Schéma 20), qui peut s’expliquer par les difficultés 

rencontrées lors des purifications. L’acide N-Fmoc-N-méthoxy-3-aminopropionique a 

été activé au disulfure de 2,2′-dipyridyle afin de permettre l’insertion du pyrrole, 

préalablement activé en α de l’azote, menant à l’obtention de 41. La seconde étape a 

consisté en l’insertion d’un pyrrole doublement méthylé puis en la formation du cœur 

BODIPY, conduisant à 42 avec un rendement de 68%. La chaine aliphatique a alors 

Figure 64. Structure de base d'un BODIPY. La position 8 est aussi appelée méso. 
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été déprotégée à l’aide du 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undéc-7-ène (DBU) puis l’amine 

fonctionnalisée avec l’anhydride succinique pour former 43. Enfin, une estérification 

de Steglich avec le BCN-OH a mené à la sonde fluorescente 44. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Après synthèse, cette sonde a été testée pour l’imagerie cellulaire. La première 

expérience a été réalisée sur cellules vivantes et les résultats sont présentés dans la 

Figure 65. Le choix a été fait de marquer les mitochondries (images 2, 5, 8 et 11), la 

sonde étant rapportée comme ayant la capacité de labelliser celles-ci de façon 

spécifique. Pour la sonde seule (images 1 à 3), on note un marquage visible mais qui 

ne coïncide ni avec le noyau ni avec les mitochondries. Concernant les résultats 

obtenus pour le 5-AmdU (images 4 à 6), l’atRAL (images 7 à 9) et le N3 RAL (images 

10 à 12), ils sont très similaires, avec la sonde sous forme de punctas plus ou moins 

intenses ne colocalisant ni avec le noyau ni avec les mitochondries.  

 

 

 

 

 

Schéma 20. Synthèse de la sonde BODIPY décrite par Alamudi et al.. L’ensemble des étapes, à l’exception 

de la première, a été réalisé à l’abri de la lumière. 
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Nous avons alors émis l’hypothèse que le type de cellules ne convenait pas. En effet, 

l’expérience a été réalisée avec des cellules P19 alors qu’Alamudi et al. rapportent 

leurs travaux sur les cellules U-2OS. En changeant de type cellulaire, les mêmes 

résultats ont été obtenus. Malgré plusieurs tentatives de contact avec les auteurs afin 

de comprendre nos difficultés à reproduire leurs résultats, nous n’avons reçu aucune 

réponse de leur part. 

Les manipulations ont donc été poursuivies sur les P19 fixées. Les résultats sont 

visibles dans la Figure 66. On peut cette fois noter que, quelle que soit la condition, 

les cellules sont marquées en intégralité, à l’exception de leurs noyaux, révélant un 

marquage aspécifique par la sonde. 

 

Figure 65. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées vivantes. Les noyaux ont été mis en évidence avec le Hoechst 33342 (en bleu). 

Les mitochondries ont été mises en évidence avec le MitoTracker orange CMTMRos (en violet). Le Hoechst 

et le MitoTracker ont été incubés à 0.1 µg/mL, le 5-AmdU et la sonde à 10 µM. Le Hoechst a été imagé à 

361 nm, le MitoTracker à 561 nm et la sonde à 491 nm. Le 5-AmdU sert de contrôle positif. La sonde seule 

sert de contrôle négatif. 
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En conclusion, nous ne sommes pas parvenus à reproduire les travaux de la littérature 

visant au marquage spécifique de certaines organelles dans les cellules vivantes. 

Également, sur cellules fixées, le marquage se trouve être totalement aspécifique, 

rendant la sonde non-utilisable pour notre projet. 

 

3.5.3.  Sonde TMTHSI-PEG3-SulfoCy5 
 

Ne parvenant pas à trouver une sonde satisfaisante dans la littérature, nous avons 

décidé d’en concevoir une nous-même. Pour cela, un ensemble de trois synthons a 

été choisi en faisant l’hypothèse que les propriétés physico-chimiques de la sonde 

finale permettraient l’entrée de la sonde dans les cellules, ainsi qu’un risque minimum 

de marquage aspécifique. Les synthons ont donc été sélectionnés de sorte à optimiser 

les propriétés finales de la molécule. 

Figure 66. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées fixées avec 4% de PFA. Les noyaux ont été mis en évidence avec le DAPI (en bleu). 

Le DAPI a été incubé à 0.1 µg/mL, le 5-AmdU et la sonde à 10 µM. Le DAPI a été imagé à 405 nm et la 

sonde à 491 nm. Le 5-AmdU sert de contrôle positif. 
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Concernant le fluorophore, c’est une sulfocyanine qui a été retenue. Parmi les 

sulfocyanines possibles (Figure 67), nous avons choisi la SulfoCy5 car elle présente 

une absorbance maximale dans le rouge profond (650 nm), idéale pour limiter la 

phototoxicité sur les cellules. De plus, à cette longueur d’onde, l’auto-fluorescence des 

cellules ainsi que la diffusion de la lumière sont faibles, conduisant à une meilleure 

résolution des images. Pour ce qui est des caractéristiques photochimiques des 

cyanines, on note un coefficient d’absorption molaire élevé (> 200 000 M-1 cm-1), une 

importante photostabilité et une grande sensibilité de détection.375  C’est pour cela que 

les cyanines, quelle que soit leur classe, sont utilisées dans de nombreuses 

applications: sondes FRET,376 marquage de biomolécules,377 bio-imagerie,378 

détection d’acides nucléiques,379 visualisation des voies neuronales,380 étude de 

potentiels de membrane381 ou encore diagnostic.375 Néanmoins, leur rendement 

quantique de fluorescence est assez faible (1 à 18%) et les deux motifs sulfoniums 

sont obligatoires pour palier la faible solubilité en milieux aqueux et réduire le 

marquage non spécifique. 

 

 

 

 

Afin de mettre l’alcyne tendu à distance, l’ajout d’un bras espaceur a été nécessaire et 

c’est un PEG3 qui a été retenu. En effet, il devrait permettre une distance suffisante 

pour que l’alcyne contraint soit accessible sans toutefois qu’il ne soit pas trop flexible 

permettant d’éviter une trop grande mobilité. Au cours de nos différents essais, la 

fonctionnalisation des extrémités de ce bras espaceur a été amenée à évoluer de sorte 

à s’adapter aux synthèses testées. 

Pour ce qui est du choix de l’alcyne tendu, nous nous sommes orientés vers l’oxyde 

d'imino-3,3,6,6-tétraméthyle-4,5-didéhydro-2,3,6,7-tétrahydro-1H-1λ6-thiépine 

(TMTHSI), publié en 2020 par Weterings et al..382 Cet alcyne contraint, décrit pour la 

première fois, présente une vitesse de réaction presque six fois supérieure à celle du 

BCN, tout en étant près de trois fois moins hydrophobe. Ainsi, nous pouvons espérer 

que la sonde ne soit pas séquestrée dans les membranes cellulaires et conduise à un 

marquage rapide et sélectif des rétinoïdes azidés.  

Figure 67. Structure générale d'une sulfocyanine. R1 = chaine alkyle ; 

R2= chaine fonctionnalisée ; X = CH2, C(CH3)2. n variable de 0 à 3. n=0 : 

monométhine sulfocyanine, notée SulfoCy1 ; n=1 : triméthine 

sulfocyanine, notée SulfoCy3 ; n=2 : pentaméthine sulfocyanine, notée 

SulfoCy5 ; n=3 : pentaméthine sulfocyanine, notée SulfoCy7. 
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3.5.3.1. Synthèse 
 

Cette sonde a nécessité un travail d’optimisation important en termes de synthèse, 

l’iminosulfanone du TMTHSI ayant révélé une faible réactivité. 

Afin de limiter la manipulation du fluorophore, nous avons tout d’abord essayé d’insérer 

le bras espaceur directement sur le TMTHSI (Schéma 21). Que ce soit par un 

couplage au HATU ou avec EDCI/HOBt, aucune réaction n’a été observée, les deux 

réactifs ayant été récupérés intacts. Nous avons aussi tenté d’activer l’amine du PEG 

mais cela a mené à une dégradation complète des réactifs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notre hypothèse étant un manque de réactivité de l’azote de l’iminosulfanone, nous 

avons décidé de travailler avec des formes activées A et B du TMTHSI (Schéma 22) 

dont la synthèse a également été décrite par Weterings et al. Dans les deux cas, les 

mêmes conditions ont été appliquées mais aucune réaction ne s’est produite. Ces 

conditions ont été ultérieurement testées en ayant préalablement inséré le fluorophore 

sur le PEG, aboutissant au même résultat, voire à la dégradation du fluorochrome. 

 

 

 

 

 

Schéma 21. Tentatives d'insertion du bras espaceur PEG directement sur le TMTHSI. 

Schéma 22. Essais d'insertion du bras espaceur PEG sur des formes activées du TMTHSI synthétisées selon 

les travaux de Wetterings et al. 

 



120 | P a g e  
 

Les résultats obtenus lors de l’ensemble de ces tests sont surprenants. En effet, les 

auteurs rapportent diverses modifications du TMTHSI directement sur l’amine, avec 

des conditions variables et accèdent aux produits attendus. Bien que les conditions 

testées ici soient différentes, cela ne justifie ni la dégradation ni l’absence totale de 

réaction entre le TMTHSI et le PEG. 

Par la suite, nous avons décidé de coupler la SulfoCy5 sur le bras PEG 51 dès la 

première étape (Schéma 23). Le PEG retenu pour cette expérience présente d’une 

part une amine libre pour réaliser le couplage avec l’acide carboxylique de la SulfoCy5 

et d’autre part un acide carboxylique protégé de sorte à pouvoir réagir avec l’amine du 

TMTHSI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour la première étape, un couplage avec EDCI/HOBt a d’abord été testé, menant à 

la dégradation du fluorophore. Nous nous sommes alors tournés vers le HATU, 

conduisant cette fois au produit attendu 46 avec un rendement de 46%. L’étape de 

déprotection de 46 avec 10 équivalents d’hydroxyde de lithium a mené à l’acide 

carboxylique 47. Enfin, une tentative de couplage du TMTHSI sur l’acide carboxylique 

du PEG en utilisant le HATU a été faite mais aucune réaction n’a été observée. Nous 

avons alors essayé avec le couple EDCI/HOBt, donnant cette fois accès à la sonde 

fluorescente 48. Toutefois, il faut noter qu’un faible rendement de 19% a été observé, 

Schéma 23. Voie de synthèse de la sonde fluorescente 48, nommée TMTHSI-PEG3-SulfoCy5 
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dû à une conversion de l’intermédiaire 47 ne dépassant pas les 25%. Une 

augmentation de la température de la réaction, passant de 25 °C à 37 °C, a permis 

d’atteindre 29% de rendement. Pour améliorer encore ces conditions, le TMTHSI a été 

introduit à hauteur de cinq équivalents au lieu de deux, menant à une conversion de 

plus de 80% et un rendement isolé de 49%. Il faut noter que la concentration de cette 

étape a aussi été augmentée, passant de 0.06 M à 0.12 M, conduisant cette fois à une 

diminution du rendement (14%). Ainsi, après optimisation, nous sommes parvenus à 

synthétiser la sonde 48, nommée TMTHSI-PEG3-SulfoCy5 avec un rendement global 

de 14%. 

 

3.5.3.2. Imagerie sur cellules vivantes 

 

Une fois synthétisée, la sonde a pu être testée pour l’imagerie de cellules vivantes. Le 

protocole général donné en 3.3 a été appliqué en faisant varier différents paramètres : 

incubation des rétinoïdes pendant 16 ou 24h, ensemencement des cellules de 3 à 24 

h, incubation de la sonde jusqu’à 1 h, concentration en sonde allant de 0.1 à 100 µM. 

Également, pour certaines expériences, la sonde fluorescente n’a pas été incubée en 

amont mais ajoutée sur les cellules au moment de l’imagerie. 

Quelles que soient les conditions utilisées, le résultat est identique. A titre d’exemple, 

la Figure 68 présente les résultats correspondant à une incubation des rétinoïdes 

pendant 16 h, un ensemencement de 3 h et une concentration de sonde fluorescente 

de 10 µM. A la différence des imageries effectuées sur la sonde précédente, ce sont 

ici les lysosomes qui ont été marqués. En effet, les lysosomes étant les organelles 

responsables de la dégradation des molécules, qu’elles soient endogènes ou non, il 

est important de savoir si la sonde n’y est pas directement dirigée, ce qui empêcherait 

son action de marquage. On peut voir que, que ce soit pour les contrôles ou avec le 

rétinal azidé, la sonde est visible sous forme de quelques punctas dispersés dans le 

cytosol des cellules. La faible quantité de marquage amène à penser que la sonde ne 

parvient pas à entrer dans les cellules. 
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Une entrée dirigée de la sonde dans les cellules a alors été tentée. Pour ce faire, le 5-

AmdU et le TMTHSI-PEG3-SulfoCy5 ont été mis en réaction dans du DCM en quantité 

équimolaire à 25 °C pendant 16 h. L’adduit 52 formé (Figure 69) a été purifié par 

HPLC préparative puis incubé sur les cellules pendant 16 h à la place des rétinoïdes.   

 

 

 

 

 

Figure 69. Adduit résultant d'une 

réaction de SPAAC entre la sonde 

TMTHSI-PEG3-SulfoCy5 et le 5-AmdU. 

Figure 68. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées vivantes. Les noyaux ont été mis en évidence avec le Hoechst 33342 (en bleu). 

Les lysosomes ont été mis en évidence avec le LysoTracker green DND-26. Le Hoechst et le LysoTracker ont 

été incubés à 0.1 µg/mL, la sonde à 10 µM et l’adduit à 5 µM. Le Hoechst a été imagé à 361 nm, le 

LysoTracker à 488 nm et la sonde à 647 nm. La sonde seule sert de contrôle négatif. 
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Les résultats sont présentés dans la Figure 70 et montrent une absence totale de 

l’adduit, à l’exception de deux punctas sur l’image 2. Cela amène à penser que la 

sonde, même liée au 5-AmdU, ne parvient pas à entrer dans les cellules vivantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.3.3. Imagerie sur cellules fixées 
 

Au vue des résultats obtenus, les travaux ultérieurs ont été conduits sur cellules fixées. 

Sur la Figure 71 sont présentés les résultats obtenus dans les mêmes conditions que 

pour la Figure 70. On peut noter que la sonde marque l’intérieur des cellules de façon 

non spécifique, quelle que soit la molécule initialement incubée. Toutefois, chaque cas 

montre un marquage différent. Sur les images 1 et 2, correspondant à la sonde sans 

incubation préalable d’un rétinoïde, les cellules sont intégralement marquées par la 

sonde. Quand on observe le contrôle négatif, à savoir avec l’atRAL (images 3 et 4), on 

peut voir que les noyaux ne sont pas marqués. Enfin, avec le N3 RAL, on remarque, 

grâce au DAPI utilisé pour le marquage des noyaux, que certaines cellules n’ont pas 

été marquées par la sonde (images 5 et 6). Ces résultats étant reproductibles (n>3), 

des études complémentaires ont été menées de sorte à comprendre ces différences 

significatives de marquage. 

 

Figure 70. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées vivantes. Les noyaux ont été mis en évidence avec le Hoechst 33342 (en bleu). 

Les lysosomes ont été mis en évidence avec le LysoTracker green DND-26. Le Hoechst et le LysoTracker ont 

été incubés à 0.1 µg/mL, la sonde à 10 µM et l’adduit à 5 µM. Le Hoechst a été imagé à 361 nm, le 

LysoTracker à 488 nm et la sonde à 647 nm. La sonde seule sert de contrôle négatif. 
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3.5.3.4. Imagerie sur cellules fixées – Marquages spécifiques 
 

Afin de comprendre les différences de marquage observées, plusieurs expériences 

ont été conduites.  

Tout d’abord, nous avons cherché à comprendre pourquoi le noyau n’était marqué que 

dans certains cas. Pour cela, une expérience de micro-radiation a été conduite. Il s’agit 

d’une technique couramment utilisée pour l’étude de la réparation des dommages 

causés à l’ADN.383,384,385 Dans notre cas, l’objectif était de voir si le DAPI, fluorophore 

se liant à l’ADN au niveau du petit sillon,386 interférait avec la visualisation de la sonde 

dans le noyau. Pour ce faire, le protocole présenté en Figure 72 a été appliqué. Le 

laser utilisé émet à une longueur d’onde de 405 nm, correspondant à la longueur 

d’onde de travail pour le DAPI. Également, le microscope motorisé inversé est un Zeiss 

VideoMiscroscope qui permet une acquisition très rapide des données, nécessaire ici. 

Les cellules ont été plaquées puis imagées une première fois. Elles ont ensuite subi 

Figure 71. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées fixées avec 4% de PFA. Les noyaux ont été mis en évidence avec le DAPI (en bleu). 

Le DAPI a été incubé à 0.1 µg/mL et la sonde à 10 µM. Le DAPI a été imagé à 405 nm et la sonde à 647 

nm. La sonde seule sert de contrôle négatif. 
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une irradiation de cinq secondes à la puissance maximale du laser de travail. Une 

seconde image a alors été prise puis les deux images ont été analysées et comparées. 

Cette expérience a été faite sur deux lots de cellules. Pour le premier, la sonde et le 

DAPI ont été incubés tandis que pour le second, seule la sonde a été utilisée. Les 

images du premier lot ont été prises avec la technique du Brightfield afin de visualiser 

la forme des cellules. 

 

 

 

 

 

 

Les résultats pour chacun des lots sont présentés dans la Figure 73.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 73. Images obtenues par microscopie Zeiss VideoMicroscope x40 sur des cellules P19 différenciées 

fixées avec 4% de PFA. Les noyaux ont été mis en évidence avec le DAPI (en bleu). Le DAPI a été incubé à 

0.1 µg/mL et la sonde à 0.1 µM. Le DAPI a été imagé à 405 nm et la sonde à 647 nm. Les images réalisées 

avec la sonde et la DAPI ont fait appel à la technique du Brightfield. 

Figure 72. Protocole de micro-irradiation utilisé pour l'expérience menée. 
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On peut voir sur les images 5 et 6 que, en l’absence de DAPI, le marquage est 

identique avant et après irradiation, à savoir un marquage uniforme et non spécifique. 

En revanche, pour l’expérience avec la sonde et le DAPI (images 1 à 4), on note 

qu’après irradiation (images 3 et 4), les noyaux ne sont plus marqués par la sonde 

alors qu’ils l’étaient avant l’irradiation (images 1 et 2). Notre hypothèse est que, à la 

suite de l’irradiation, le DAPI interagit avec la sonde, entrainant une modification de sa 

structure et ainsi la perte de signal de celle-ci. 

Le marquage sélectif des cellules a ensuite été étudié. La première hypothèse était 

que seul un type particulier de neurones pouvait être marqué par la sonde. Le Tuj1 a 

donc été employé comme marqueur spécifique. Il s’agit d’un anticorps interagissant 

avec la β-tubuline III, biomolécule principalement exprimée dans les neurones 

matures. Afin de pouvoir visualiser les résultats, il a fallu recourir à un anticorps 

secondaire, anti-Tuj1 et équipé d’un fluorophore, ici la GFP. Pour que 

l’immunomarquage puisse avoir lieu, il a été nécessaire, après fixation des cellules, de 

les perméabiliser. En effet, bien que la fixation apporte une certaine perméabilisation, 

celle-ci n’est pas suffisante pour la méthode d’immunomarquage.  

Les résultats sont présentés sur la Figure 74. Selon le marquage Tuj1 visible sur les 

images 2, 5, 8 et 11, la quasi-totalité des cellules se trouve être des neurones matures. 

Toutefois, en étudiant les images 3, 6, 9 et 12, résultats de la superposition des 

marquages obtenus pour la sonde et pour le Tuj1, on remarque que plusieurs cellules 

ne sont pas marquées par la sonde, bien qu’il s’agisse de neurones matures.  Ainsi, 

cela nous éloigne de la piste d’un marquage exclusif des neurones matures par la 

sonde fluorescente. 
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La seconde hypothèse qui a été faite était que le marquage dépend de la maturité des 

cellules. Un nouveau marquage spécifique a alors été effectué en utilisant cette fois le 

Mash1. Ce facteur de transcription, analogue chez l’humain de Ascl1, est exprimé dans 

les cellules progénitrices neuronales. Ces cellules descendent directement des 

cellules souches et sont ensuite différenciées en cellules spécialisées. Dans le cas du 

système nerveux central, l’expression de Mash1 est transitoire puisqu’elle diminue à 

mesure que les cellules progénitrices se différencient.387,388 Notre objectif ici était donc 

de parvenir à visualiser l’expression de Mash1 au sein des cellules, de sorte à évaluer 

leur maturité et ainsi valider ou non notre hypothèse. Pour cela, un premier anticorps 

a été utilisé pour se lier à Mash1 puis, afin de visionner ce marquage, un second 

anticorps portant la GFP a été nécessaire. De la même façon que précédemment, il a 

fallu perméabiliser les cellules pour effectuer l’immunomarquage. 

Figure 74. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées fixées avec 4% de PFA et perméabilisées avec 0.01% de Triton. Les noyaux ont 

été mis en évidence avec le DAPI (en bleu). L’anticorps marquant Tuj1 a été incubé à 2 µg/mL et l’anticorps 

secondaire marqué à la GFP a été incubé à 2 µg/mL. Le DAPI a été incubé à 0.1 µg/mL, le 5-AmdU et la 

sonde à 10 µM. Le DAPI a été imagé à 405 nm, l’anticorps secondaire à 488 nm et la sonde à 647 nm. La 

sonde seule sert de contrôle négatif. Le 5-AmdU sert de contrôle positif. 
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Les résultats sont présentés sur la Figure 75.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour les cellules ayant été incubées avec les rétinoïdes (images 4 à 9), aucune 

différence significative n’est à noter dans le marquage des cellules. En revanche, dans 

le contrôle avec la sonde seule, à savoir les images 1 à 3, on remarque que l’intensité 

de marquage des cellules A et B est différente. En traitant les images, il a été possible 

de quantifier les marquages par Mash 1 et par la sonde de chacune des deux cellules. 

Les valeurs sont indiquées dans le Tableau 7. Bien que la différence dans le 

marquage par Mash1 soit faible (40 UA), nous avons fait l’hypothèse d’une division 

asymétrique de la cellule mère. La cellule A, du fait de son plus faible marquage, 

semble être une cellule souche tandis que la cellule B, avec son marquage légèrement 

plus important, pourrait être une cellule progénitrice. On note que pour la cellule A le 

marquage par la sonde est près de deux fois plus important que pour la cellule B. Cela 

nous a conduit à penser que le marquage par la sonde peut être plus ou moins 

Figure 75. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées fixées avec 4% de PFA et perméabilisées avec 0.01% de Triton. Les noyaux ont 

été mis en évidence avec le DAPI (en bleu). L’anticorps marquant Mash1 a été incubé à 0.5 µg/mL et 

l’anticorps secondaire marqué à la GFP a été incubé à 2µg/mL. Le DAPI a été incubé à 0.1 µg/mL et la 

sonde à 10 µM. Le DAPI a été imagé à 405 nm, l’anticorps secondaire à 488 nm et la sonde à 647 nm. La 

sonde seule sert de contrôle négatif.  
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important selon la maturité de la cellule. Néanmoins, il faudrait répéter cette 

expérience pour pouvoir conclure. 

 

 

 

 

 

L’hypothèse de l’influence de la maturité des cellules n’ayant pas été proprement 

validée ou écartée avec le Mash1, nous avons décidé de travailler avec deux durées 

d’ensemencement différentes afin d’accéder à des cellules à plusieurs niveaux de 

maturité. Le protocole décrit en 3.3 a été suivi en appliquant un temps 

d’ensemencement de 3 heures. Les images obtenues sont présentées en Figure 76. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cellule 
Marquage Mash 1  

(UA) 

Marquage sonde  

(UA) 

A 134 14 456 

B 175 8 071 

Figure 76. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées fixées avec 4% de PFA. Les noyaux ont été mis en évidence avec le DAPI (en 

bleu). Le DAPI a été incubé à 0.1 µg/mL et la sonde à 10 µM. Le DAPI a été imagé à 405 nm et la sonde 

à 647 nm. La sonde seule sert de contrôle négatif. 

Tableau 7. Intensité des marquages 

obtenus avec Mash1 et la sonde pour les 

cellules A et B. Les intensités de 

marquage sont données en unités 

arbitraires (UA) et ont été obtenues avec 

le logiciel ImageJ. 
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On note premièrement que, quelle que soit la condition, le marquage se fait de façon 

aspécifique dans l’intégralité de la cellule (images 1, 4 et 7). Deuxièmement, on peut 

voir sur les images 3, 6 et 9 que certaines cellules ne sont à nouveau pas marquées. 

Enfin, sur l’image 3, on remarque des cellules en division qui se trouvent être 

intégralement marquées, à l’exception de leurs noyaux. 

Dans un but de comparaison, la durée d’ensemencement a été allongée à 24 heures. 

Cette fois, il est possible de voir sur l’ensemble des images de la Figure 77 que le 

marquage est homogène et concerne toutes cellules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Un test supplémentaire a été réalisé pour compléter ces résultats en synchronisant les 

cellules sur une même phase du cycle cellulaire. Pour ce faire, après avoir été 

ensemencées 24 heures, les cellules ont été traitées au Monastrol, pendant 16 heures 

avant d’être fixées. Le Monastrol est une petite molécule qui permet l’arrêt de la mitose 

via l’inhibition de la kinase Eg5, indispensable à la mise en place et au maintien du 

fuseau mitotique.389,390 La fixation des cellules a ensuite été réalisée à 30 minutes, 1 

Figure 77. Images obtenues par microscopie confocale inversée au Spinning disk Nikon x100 sur des 

cellules P19 différenciées fixées avec 4% de PFA. Les noyaux ont été mis en évidence avec le DAPI (en bleu). 

Le DAPI a été incubé à 0.1 µg/mL et la sonde à 10 µM. Le DAPI a été imagé à 405 nm et la sonde à 647 

nm. La sonde seule sert de contrôle négatif. 
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heure, 1 heure 30 minutes et 2 heures, permettant d’imager les cellules dans 

différentes phases du cycle cellulaire. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 

78. On peut voir que, quelle que soit la phase des cellules, la sonde a conduit à un 

marquage présentant une intensité et une homogénéité identiques, ne permettant pas 

de conclure quant à un marquage relatif à la maturité des cellules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On peut en conclure que la sélectivité de marquage de la sonde a lieu après la division 

cellulaire, la rendant ainsi liée à la maturation ou la différenciation des cellules. 

Toutefois, l’utilisation d’autres marqueurs neuronaux n’a pas permis de conclure quant 

à une influence de la différenciation cellulaire. De plus, plusieurs tests ont été conduits 

sur des corps embryonnaires obtenus à partie de cellules souches embryonnaires 

Figure 78. Images obtenues par microscopie Spinning disk x100 sur des cellules P19 différenciées fixées 

avec 4% de PFA. Les noyaux ont été mis en évidence avec le DAPI (en bleu). Le DAPI a été incubé à 0.1 

µg/mL et la sonde à 10 µM. Le DAPI a été imagé à 405 nm et la sonde à 647 nm. 
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murines, n’amenant à aucune nouvelle information. Ainsi, malgré les nombreuses 

expériences menées pour comprendre les différences de marquage observées pour 

la sonde TMTHSI-PEG3-SulfoCy5, aucune de nos hypothèses n’a pu être validée. Il 

serait donc nécessaire de poursuivre ces investigations. On pourrait par exemple 

envisager l’immunomarquage d’autres biomolécules d’intérêt telles que le GABA. 

Également, un changement de lignée cellulaire pourrait nous aiguiller : en comparant 

les caractéristiques des deux lignées ainsi que les résultats obtenus, il serait possible 

de mettre en lumière un facteur justifiant la différence de marquage. 

En conclusion, la sonde TMTHSI-PEG3-SulfoCy5 que nous avons conçue ne permet 

pas l’imagerie sur cellules vivantes car elle se trouve séquestrée dans les lysosomes. 

On retient aussi que l’imagerie sur cellules fixées n’est pas concluante puisqu’elle se 

révèle aspécifique. Néanmoins, le marquage semble présenter une sélectivité pour 

certaines cellules, qui reste à élucider. 

 

3.6. Conclusion 
 

Pour conclure, malgré un succès dans la synthèse des trois sondes présentées, leur 

utilisation en imagerie n’a pas conduit aux résultats espérés, que ce soit sur cellules 

vivantes ou fixées. En effet, la sonde profluorescente n’a pas révélée une intensité 

lumineuse suffisante tandis que la sonde BODIPY s’est montrée aspécifique. 

Concernant la sonde TMTHSI-PEG3-SulfoCy5, en dépit d’une large série 

d’expériences pour comprendre ses spécificités de marquage, nous ne sommes pas 

parvenus à élucider son comportement. Dans un premier temps, il serait donc 

nécessaire de procéder à d’autres études permettant la clarification de celui-ci. Dans 

un second temps, les résultats obtenus nous amènent à penser que les propriétés 

physico-chimiques du TMTHSI-PEG3-SulfoCy5 ne sont pas adaptées. Cela 

nécessiterait donc un travail dédié et la synthèse d’une vaste librairie de sondes afin 

d’affiner progressivement les critères structuraux requis pour l’obtention d’une sonde 

fonctionnelle adaptée. Cette hypothèse est étayée par le fait que le contrôle positif au 

5-AmdU n’a jamais montré le marquage spécifique du noyau attendu. Enfin, une autre 

solution serait, comme mentionné dans le chapitre précédent, de recourir à la CuAAC. 

De fait, cette stratégie a déjà été utilisée pour le marquage de biomolécules présentes 
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dans le noyau en ayant recourt à des sondes azidées et des ligands du cuivre 

adaptés.391 Dans notre cas, cela pourrait être fait avec des rétinoïdes possédant un 

alcyne terminal en position C4, des sondes fluorescentes commerciales portant un 

azoture et des ligands du cuivre préalablement choisis selon les travaux de la 

littérature. 
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CHAPITRE 4 – SONDES POUR LA DÉTECTION ET LA 

QUANTIFICATION DE NOUVEAUX MÉTABOLITES DE 

LA VITAMINE A 

4.1. Introduction 
 

Le deuxième axe de ce projet consiste en la mise au point d’une méthode analytique 

permettant la détection, la quantification et la caractérisation de nouveaux métabolites 

de la vitamine A in vivo. Il est en effet essentiel d’en apprendre plus quant aux diverses 

formes que peut prendre la vitamine A ainsi que sur leur concentration spatio-

temporelle, à la fois en circulation et dans les différents tissus. L’objectif est d’étendre 

les connaissances du métabolisme de la vitamine A ce qui conduirait, par la suite, à 

une meilleure compréhension de nombreuses pathologies comme expliqué en 

introduction générale. Pour y parvenir, l’étude des métabolites de la vitamine A par des 

approches de type métabolomique est requise. Une étude de type métabolomique 

consiste en l’analyse de l’ensemble des composés de petite taille (< 1500 Da) présents 

dans un échantillon biologique donné (cellules, tissus…). 

 

4.1.1. Choix de la méthode d’analyse 
 

Plusieurs méthodes analytiques peuvent être utilisées pour les études 

métabolomiques. Les plus courantes sont la chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse (LC-MS),392 la chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse tandem (LC-MS/MS),393 la chromatographie gazeuse couplée 

à la spectrométrie de masse (GC-MS)394 et enfin la résonance magnétique nucléaire 

(RMN).395 Chacune de ces techniques présente des avantages et des inconvénients. 

Le choix de la méthode de travail se fait donc en fonction de la nature et de la quantité 

des analytes ainsi que du coût et de l’expertise requise pour la mise au point des 

analyses.  

Dans notre cas, c’est la nature des analytes qui a dirigé notre choix. En effet, étant 

donné leur structure quasi exclusivement carbonée, les rétinoïdes sont faiblement 

ionisables, rendant leur détection complexe. Ce problème est intensifié par les très 
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faibles quantités endogènes de certains rétinoïdes (point détaillé en 4.1.2.), sachant 

que celles-ci varient selon l’espèce animale étudiée, le sexe et l’alimentation.396 C’est 

un paramètre essentiel à considérer pour des études in vivo. Enfin, il s’agit de 

molécules qui peuvent s’isomériser, en particulier l’acide rétinoïque, menant à des 

isomères de masses identiques qu’il est nécessaire de séparer pour réaliser une 

attribution et une quantification justes.397  

L’ensemble de ces points amène à la nécessité d’une méthode sensible, avec des 

appareillages puissants et précis, que ce soit pour la séparation ou la détection des 

différents rétinoïdes. Cela nous a conduit à éliminer la RMN dont la sensibilité est 

limitée et qui requière une quantité importante d’échantillon pour assurer une détection 

et une quantification précises. Concernant la GC-MS, la LC-MS et la LC-MS/MS, elles 

présentent toutes d’importantes sensibilité, résolution et reproductibilité. Kane et 

Napoli ont rapporté en 2010 une comparaison des limites de détection (LOD) de l’acide 

rétinoïque all-trans avec ces trois méthodes dans le plasma.398 Les valeurs sont 

indiquées dans le Tableau 8. 

 

 

 

 

 

On peut voir que la LC-MS/MS permet la détection de quantités extrêmement faibles, 

ce qui en fait une méthode de choix pour l’étude des rétinoïdes. Il faut noter que, pour 

aboutir à une séparation efficace, en particulier des isomères de l’AR, il est important 

de réaliser une séparation par Chromatographie Liquide Ultra Haute Performance 

(UHPLC) en amont de la détection par spectrométrie de masse.399,400 

 

4.1.2.  Etat de l’art des études analytiques des rétinoïdes 
 

De nombreuses publications de la littérature rapportent l’analyse par spectrométrie de 

masse des rétinoïdes. Lors des premiers travaux sur ces molécules, aucune méthode 

analytique adaptée n’ayant été mise en place, des injections étaient effectuées in vivo 

Méthode LOD (fM) 

GC-MS 120 

LC-MS 210 

LC-MS/MS 0.5 – 23.3 

Tableau 8. Valeurs des LOD de l'acide rétinoïque all-trans dans le plasma 

selon différentes méthodes d’analyses rapportées par Kane et Napoli. 

Les LOD sont fournies en femtomolaire. 
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avec une grande quantité du rétinoïde d’intérêt, que ce soit le rétinol,401 l’acétate de 

rétinyle402 ou encore l’acide rétinoïque,403 afin d’assurer la détection des composés. 

Par la suite, De Leenheer et al. ont publié une première approche HPLC avec détection 

MS conduisant à une nette séparation de quatre formes différentes de l’acide 

rétinoïque au sein d’un échantillon de sérum.404 Toutefois, cette technique n’avait pas 

permis d’établir la quantification de ces composés. En 1990, Eckhoff et Nau ont 

proposé une méthode d’identification et de dosage de différentes formes de l’AR dans 

le plasma humain grâce à plusieurs analyses, à savoir la GC-MS et l’HPLC avec 

détection UV.405 Bien que cette stratégie ait mené à une quantification des rétinoïdes 

étudiés (Tableau 9), elle n’a pas permis la séparation des signaux, rendant cette 

quantification peu fiable. 

 

 

 

 

 

En parallèle, est apparue l’HPLC-UV, toujours utilisée aujourd’hui pour la séparation 

et la détection des rétinoïdes.406,407 En effet, ceux-ci présentent une longueur d’onde 

d’absorbance caractéristique située entre 325 et 380 nm, les rendant aisément 

détectables et attribuables par UV.  

En 1996, Van Breemen et Huang ont mis au point la LC-MS à ionisation positive par 

électrospray (ESI+).408 La détection du rétinal, du rétinol et du palmitate de rétinyle, 

jusqu’a lors non détectés, a ainsi été rendue possible. Deux ans plus tard, Van 

Breemen et al. développaient la détection des rétinoïdes par LC-MS à ionisation 

chimique à pression atmosphérique (APCI LC-MS).409 Cette méthode d’ionisation a 

permis une réponse linéaire du spectromètre de masse sur une plus large gamme de 

concentration, affichant une nette amélioration de sensibilité par rapport à l’ESI+. 

En 2005, Kane et al. ont rapporté une quantification de l’acide rétinoïque all-trans et 

de l’acide rétinoïque 13-cis dans plusieurs organes ainsi que dans diverses régions du 

cerveau par LC-MS/MS.410  Ils ont ensuite amélioré cette technique afin qu’elle soit 

encore plus sensible et qu’elle permette la détection et la quantification d’autres 

Rétinoïde Concentration (ng/mL) 

atAR 1.32 ± 0.46 

13-cis AR 1.63 ± 0.85 

13-cis-4-oxo AR 3.68 ± 0.99 

Tableau 9. Concentrations en trois formes de l'AR 

calculées au sein du plasma humain par Eckhoff et 

Nau. Le 4-oxo AR n'a pas été détecté. Les 

concentrations sont données en nanogramme/mL. 
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isomères de l’AR.411 Ainsi, les acides rétinoïques all-trans, 13-cis et 9,13-di-cis ont pu 

être quantifiés dans de nombreux organes (Tableau 10).  

 

Tableau 10. Concentrations obtenues par LC-MS/MS par Kane et al. pour un groupe de 5 à 30 souris mâles 

âgées de 2 à 4 mois de type sauvage. Le 9-cis AR n’a pas pu être détecté. Dans le muscle, il n’a pas été 

possible de détecter le 9,13-di-cis AR. Les concentrations sont données en picomole/gramme de tissu. 

 

On note que les concentrations sont très variables d’un organe à l’autre. Par exemple, 

l’atAR montre une concentration de 38 pmol/g dans le foie contre seulement 1.5 pmol/g 

dans le muscle, soit un facteur 25 entre les deux concentrations tissulaires. Toutefois, 

quel que soit l’isomère, le foie reste l’organe avec la concentration la plus haute. 

Également, les trois isomères détectés ne sont pas présents à plus de 3 pmol/g dans 

le muscle et le sérum.  

Les travaux de cette équipe ont aussi conduit à une quantification de ces trois mêmes 

molécules dans différentes régions du cerveau (Tableau 11). Il est nécessaire de 

souligner que les valeurs obtenues sur cerveau entier sont différentes de celles du 

Tableau 10, le groupe d’animaux étudié n’étant pas le même. On peut voir que le 

cerveau est un organe riche en vitamine A et que les disparités sont moins importantes 

qu’entre les différents organes. A titre d’exemple, l’atAR présente une concentration 

maximale de 81 pmol/g de thalamus contre 16 pmol/g de cortex, soit un facteur 5 entre 

ces deux régions.  

Tissu 
atAR  

(pmol/g de tissu) 

13-cis AR 

 (pmol/g de tissu) 

9,13-di-cis-AR  

(pmol/g de tissu) 

Sérum 2.7 ± 0.3 1.1 ± 0.1 1.6 ± 0.3 

Foie 38.1 ± 3.4 6.2 ± 1.0 23.0 ± 1.3 

Rein 15.2 ± 2.2 5.7 ± 2.2 12.1 ± 1.6 

Epididyme 14.2 ± 2.4  1.1 ± 0.2 4.5 ± 0.6 

Muscle 1.5 ± 0.2 1.0 ± 0.1 / 

Rate 7.3 ± 0.6 4.7 ± 0.2 3.3 ± 0.4 

Testicule 8.9 ± 1.0 2.6 ± 0.6 4.3 ± 0.4 

Cerveau 17.1 ± 3.7 3.0 ± 0.6 18.2 ± 3.0 
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Tableau 11. Concentrations obtenues par LC-MS/MS par Kane et al. pour un groupe de 3 à 8 souris mâles 

âgées de 4 mois de type sauvage. Le 9-cis AR n’a pas pu être détecté. Les concentrations sont données en 

picomole/gramme de tissu. 

Par la suite, la méthode a été reprise puis optimisée afin d’augmenter la sensibilité de 

détection, d’abaisser les limites de détection et de quantification mais également 

d’améliorer la séparation des différents isomères.412 Ainsi, en 2019, Zong et al. ont 

rapporté la quantification de cinq rétinoïdes différents dans le foie humain (Tableau 

12).413 La même année, Zelenková et al. ont publié une étude sur la quantification du 

rétinol et de l’acide rétinoïque all-trans dans le plasma humain (Tableau 12).414  

 

 

 

 

 

 

Tableau 12. Les concentrations mesurées en différents rétinoïdes au sein du foie ont été réalisées par Zhong 

et al. sur des foies humains sains avec n=50. Les concentrations dans le plasma ont été mesurées par 

Zelenková et al. sur du plasma humain avec n=15. Les concentrations sont données en nanomole/gramme, 

en picomole/gramme, en nanomole/mL ou en picomole/mL. 

 

Partie du 

cerveau 

atAR  

(pmol/g de  tissu) 

13-cis AR  

(pmol/g de tissu) 

9,13-di-cis-AR  

(pmol/g de tissu) 

Entier 33.9 ± 3.9 22.2 ± 1.1 20.6 ± 2.6 

Cervelet 54.8 ± 3.6 42.3 ± 4.8 17.6 ± 1.1 

Cortex 16.0 ± 1.3 30.3 ± 2.5 17.2 ± 1.9 

Hippocampe 45.3 ± 5.2 23.8 ± 3.1 21.1 ± 1.3 

Striatum 78.0 ± 33.2 33.4 ± 11.2 25.2 ± 11.1 

Bulbe olfactif 76.5 ± 21.3 38.1 ± 5.6 19.8 ± 2.4  

Thalamus 80.9 ± 6.0 46.3 ± 1.9 22.4 ± 2.0 

Rétinoïde Concentration (foie) Concentration (plasma) 

PR 12.6 – 4282 nmol/g / 

ROL 1.2 – 161 nmol/g 2.41 – 3.04 nmol/mL 

atAR 14.0 – 579.5 pmol/g 11.3 pmol/mL 

13-cis AR 1.4 – 43.5 pmol/g / 

4-oxo-AR 1.8 – 376.3 pmol/g / 
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On peut voir que, dans le foie, le rétinol se trouve à des concentrations allant de 1.2 à 

161 nmol/g tandis que pour le palmitate de rétinyle cela monte jusqu’à 4.3 µmol/g. En 

opposition, l’acide rétinoïque, quelle que soit sa forme, est présent au maximum à 580 

pmol/g, soit un facteur de différence proche de 104. Cette distinction se retrouve dans 

le plasma, avec un facteur 106 entre les concentrations des deux composés. Cette 

importante différence en circulation illustre que l’acide rétinoïque n’est pas une forme 

circulante de la vitamine A mais est obtenue par transformation de ses précurseurs au 

sein des tissus. On note que le rétinal est absent de ces données, ce qui s’explique 

par le fait que sa détection au sein des tissus biologiques est très récente.415 

Ainsi, les travaux présentés dans la littérature illustrent que les rétinoïdes sont des 

molécules détectables et quantifiables au sein d’une variété de tissus. Toutefois, on 

remarque que certaines formes ou isomères aux faibles concentrations endogènes 

sont encore difficilement détectables, nécessitant de continuer à investiguer les 

méthodes d’analyse. Nos recherches prennent donc place dans l’exploration de ces 

nouvelles méthodes pour la détection et la quantification de nouveaux métabolites de 

la vitamine A. 

 

4.1.3.  Amélioration de la détection – « Marqueurs de masse » 
 

Certains rétinoïdes étant parfois difficiles à détecter, nous avons choisi d’optimiser ce 

paramètre en travaillant avec des « marqueurs de masse ». Un marqueur de masse 

est une molécule qui permet d’améliorer l’efficacité d’ionisation et donc la détection 

des analytes grâce à la charge permanente qu’elle porte. Dans notre cas, ce marqueur 

de masse doit pouvoir être équipé d’un alcyne tendu afin de réaliser la cycloaddition 

sur les rétinoïdes azidés. De fait, la stratégie de notre étude métabolomique consiste 

à injecter un rétinoïde azidé in vivo afin qu’il puisse être naturellement biotransformé 

en ses divers métabolites (Figure 79). L’animal est ensuite sacrifié à un temps donné, 

les tissus d’intérêt (plasma, foie, cerveau) sont récupérés et broyés. Le marqueur de 

masse est alors incubé avec les extraits tissulaires pour une durée impartie afin de 

réagir avec les métabolites azidés. Après élimination de la matrice biologique, le 

surnageant est récupéré et analysé par spectrométrie de masse haute résolution. 
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Nous avons fait le choix de débuter nos travaux avec la famille des tris(2,4,6-

triméthoxyphényle)phosphanes (TMPP), couramment utilisée pour le marquage en N-

ter de nombreux peptides dans le but d’en faciliter le séquençage par spectrométrie 

de masse en tandem.416,417,418,419 En 2014, le TMPP a été rapporté par Koniev et al. 

pour le suivi de la fonctionnalisation sélective des cystéines par des motifs 3-

Arylpropiolonitriles (APN) sur différents peptides.420 L’utilisation du TMPP repose sur 

plusieurs propriétés d’intérêt. Tout d’abord, son hydrophobie permet de décaler 

l’élution des peptides vers des zones dégagées du chromatogramme, facilitant leur 

séparation et ainsi, leur identification. Ensuite, sa charge positive permanente conduit 

à l’augmentation de l’efficacité d’ionisation en mode ESI+ mais aussi à une meilleure 

détection des peptides peu abondants. On note que celle-ci est améliorée d’un facteur 

deux à huit selon les peptides. Les rétinoïdes étant peu abondants et difficilement 

ionisables, le choix du marqueur TMPP pour améliorer leur détection semblait donc 

judicieuse. De plus, il s’agit d’un motif sur lequel peuvent être insérées diverses 

fonctions au niveau de l’atome de phosphore, nous offrant la possibilité d’introduire un 

bras espaceur et un alcyne tendu pour accéder à la sonde de masse fonctionnelle 

souhaitée. 

Toutefois, le TMPP est hydrophobe, propriété essentielle pour l’étude de peptides, 

molécules hydrophiles, mais contraignante pour l’analyse des rétinoïdes, déjà très 

Figure 79. Différentes étapes illustrant l'usage des marqueurs de masse pour la détection et l’analyse de 

nouveaux métabolites de la vitamine A. 
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hydrophobes. C’est une des raisons qui nous a amené à développer une nouvelle 

famille de marqueurs de masse : des sulfoniums contraints, dérivés du TMTH.421 

L’objectif est d’obtenir des structures plus hydrophiles mais aussi plus compactes pour 

la détection des rétinoïdes. 

 

4.2. Synthèse des sondes de masse 

4.2.1.  BCN-TMPP 
 

Comme mentionné en introduction, le premier marqueur de masse que nous avons 

retenu est le TMPP. Également, nous avons fait le choix d’utiliser le BCN comme 

alcyne tendu afin de limiter la taille et l’hydrophobie de la sonde, qui aurait été 

beaucoup plus impactée avec un DBCO par exemple. Afin de mettre les deux motifs à 

distance, un bras espaceur de type éthylène diamine a été introduit. Il faut noter que 

cette sonde avait été préalablement synthétisée et utilisée au sein du laboratoire et 

avait montré des résultats satisfaisants (travaux non publiés).  

Avant d’essayer une resynthèse, nous avons tenté la purification d’un lot de produit 

préparé par un ancien doctorant. Cette purification a été tentée par HPLC analytique 

et a mené à la dégradation du produit, montrant que cette méthodologie de purification 

n’était pas adéquate. 

Pour ce qui est de la synthèse, nous nous sommes tournés vers la stratégie rapportée 

par Baatarkhuu et al. en 2018 et présentée dans le Schéma 24.422 Celle-ci consiste 

en trois étapes successives, à savoir une activation de l’acide carboxylique suivie de 

deux substitutions nucléophiles, où seul le produit final a été purifié par colonne 

chromatographique et caractérisé. Nous ne sommes pas parvenus à reproduire ces 

travaux, la formation successive des différents produits n’ayant pas été observée. 

 

 

 

 

 
Schéma 24. Voie de synthèse rapportée dans la littérature pour le composé BCN TMPP. 
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Nous avons donc décidé de retravailler cette méthodologie afin d’accéder au produit 

attendu. Tout d’abord, le 2,5-dioxopyrrolidinyl 2-bromoacétate 53 a été synthétisé 

indépendamment selon les conditions décrites dans le Schéma 25. Il a pu être isolé, 

purifié et caractérisé. 

 

 

 

 

La synthèse de cet intermédiaire a été réalisée sur deux échelles différentes, à savoir 

100 mg et 1 g amenant à des rendements respectifs de 30 et 94%. Ceci peut 

s’expliquer par la purification qui s’effectue par recristallisation, méthode pour laquelle 

une échelle trop faible conduit à d’importantes pertes de produit. 

Concernant l’étape de substitution du brome par le motif TMPP sur 53, nous avons 

également entrepris de la réaliser indépendamment afin d’isoler et de caractériser 

l’intermédiaire 54. Pour cela, les conditions mentionnées dans le Schéma 26 ont été 

suivies. Néanmoins, bien qu’une conversion totale des réactifs ait été observée, la 

purification par colonne chromatographique a mené à une dégradation du produit. 

 

 

 

 

 

Cette expérience a été répétée plusieurs fois en effectuant une filtration et un rinçage 

du produit solide obtenu en guise de purification, amenant à des résultats hétérogènes. 

En effet, tandis que la formation du produit attendu a été chaque fois observée, les 

signaux du motif succinimide disparaissaient, de façon totale ou partielle et ce, 

aléatoirement. Nous avons donc choisi de poursuivre la synthèse en permettant, lors 

de l’étape suivante, une réinsertion du succinimide pour l’activation de l’acide 

carboxylique comme illustré dans le Schéma 27. 

 

Schéma 25. Conditions réactionnelles pour la synthèse du composé 53. 

Schéma 26. Conditions réactionnelles pour la synthèse du composé 54. 
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Le premier essai dans ses conditions n’a pas été concluant. De fait, en fin de réaction, 

le brut réactionnel a été soumis à une extraction liquide-liquide puis, après séchage, 

le solide blanc obtenu a été trituré dans l’éther froid. Cependant, cette trituration 

n’ayant pas amélioré la pureté du composé, une purification par colonne 

chromatographique avec un système dichlorométhane/méthanol a été effectuée, 

amenant à un produit dégradé. Une seconde tentative a été opérée avec cette fois une 

extraction liquide-liquide suivie d’une purification par colonne chromatographique avec 

un système cyclohexane/acétate d’éthyle. Le produit a été obtenu et isolé avec une 

pureté inférieure à 50% selon l’HPLC analytique. Finalement, faisant l’hypothèse que 

le problème majeur venait de l’extraction, nous avons directement purifié le brut de 

synthèse par colonne chromatographique avec un système cyclohexane/acétate 

d’éthyle, conduisant au produit attendu avec 86% de pureté et un rendement isolé de 

9%.  

Le spectre RMN du produit final contenant certains signaux cohérents avec ceux des 

réactifs, nous avons décidé de réaliser une dernière expérience dans laquelle toutes 

les espèces ont été introduites en quantités équimolaires (Schéma 28).  

 

 

 

Schéma 27. Conditions réactionnelles testées pour l'obtention du BCN-TMPP 57. 
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Nous avons analysé par RMN le produit 54 obtenu lors de la première étape afin de 

quantifier le N-hydroxysuccinimide (NHS) nécessaire pour la seconde étape. A notre 

grande surprise, les signaux du succinimide étaient encore intégralement présents. 

Ainsi, après avoir laissé réagir 54 et 56 pendant 3 heures à température ambiante, un 

échantillon de la réaction a été prélevé et analysé, révélant la formation du produit 

attendu. Afin de faciliter sa précipitation, nous avons alors ajouté dans le milieu du 

tétrafluoroborate d’argent (AgBF4) et laissé 1 heure sous forte agitation à température 

ambiante avant de procéder à la filtration et au rinçage du solide obtenu. Nous sommes 

ainsi parvenus à isoler le BCN-TMPP 57 avec un rendement de 59% et une pureté de 

86% selon l’HPLC analytique. Nous avons tenté d’augmenter la pureté en procédant 

à des précipitations dans le méthanol ou le toluène, sans succès. Bien que l’impureté 

n’ait pas pu être identifiée, celle-ci ne semble pas réagir lors de la réaction de 

cycloaddition avec un composé azidée puisqu’elle est retrouvée à l’identique. 

Ainsi, nous sommes parvenus à retravailler les conditions proposées dans la littérature 

afin d’obtenir le BCN-TMPP. Néanmoins, il est important de souligner que cette 

synthèse est complexe et que sa reproductibilité reste variable, dépendant 

grandement de la qualité des réactifs. 

Schéma 28. Conditions réactionnelles pour l'obtention du BCN-TMPP 57. 
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4.2.2. TMTI 
 

Bien que nous soyons parvenus à obtenir le BCN-TMPP, ce dernier présente une 

structure imposante, une synthèse complexe, une importante hydrophobie mais 

également, du fait de l’usage du BCN, une réactivité plutôt faible. Ainsi, nous avons 

voulu nous orienter vers un autre marqueur de masse permettant de pallier ces 

différents inconvénients et avons choisi le TMTI.421 Cette molécule, dérivée du TMTH, 

est en effet beaucoup plus compacte, avec une synthèse plus simple et une réactivité 

accrue du fait d’un cycle à sept chainons et non huit.  

 

 

 

 

La synthèse du TMTI, se déroule en deux étapes comme présenté dans le Schéma 

29. Tout d’abord une oxydation du précurseur du TMTH grâce à l’acétate de plomb, 

qui mène à la formation du TMTH 58 suivie par une alkylation douce du soufre, 

conduisant au TMTI 59. Le rendement global est variable puisqu’il dépend de la qualité 

de manipulation lors de la première étape. En effet, le TMTH étant très volatile, il est 

indispensable lors du traitement et de la purification de travailler avec de la verrerie 

préalablement refroidie à -20 °C. Également, lors de l’évaporation du solvant, il est 

important de ne pas appliquer un vide inférieur à 200 mbar et le bain doit être 

thermostaté à 20 °C. Néanmoins, il s’agit de la seule difficulté que présente cette 

synthèse, la rendant plus simple et plus reproductible que celle du BCN-TMPP.  

 

4.3. Mise au point des méthodes d’analyse de LC-MS/MS 

L’ensemble des travaux d’analyses par LC-MS et LC-MS/MS qui seront expliqués dans 

ce chapitre ont été réalisés par l’équipe de François Fenaille et Benoit Colsch du CEA 

de Paris Saclay, en particulier par le Dr. Ahmad NAIM.  

Toutes les expériences présentées dans cette partie ont été réalisées sur des 

rétinoïdes non-azidés car l’objectif premier était la mise en place et l’optimisation des 

Schéma 29. Conditions réactionnelles pour l'obtention du TMTI avec le TMTH comme composé intermédiaire. 
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méthodes d’extraction et d’analyse. Également, l’azoture ne devrait pas modifier de 

façon significative les résultats obtenus. Cette hypothèse sera toutefois vérifiée avant 

de procéder aux études métabolomiques ultérieures. 

 

4.3.1. Système d’extraction 

4.3.1.1. Technique d’extraction 
 

Dans la littérature, trois méthodes sont couramment utilisées pour l’extraction de 

molécules d’intérêt depuis diverses matrices biologiques, à savoir l’extraction liquide-

liquide, l’extraction en phase solide et la précipitation des protéines de la matrice. 

Concernant l’extraction liquide-liquide (Figure 80), il s’agit d’extraire les molécules 

d’intérêt de la matrice biologique à l’aide d’un solvant organique pour lequel elles ont 

une affinité. Bien que possédant une haute sélectivité de séparation, la capacité de 

produire des grandes quantités d’échantillons avec un faible coût et une mise en place 

rapide de la technique, cette approche présente de faibles sensibilité et 

reproductibilité.423  

 

 

 

 

 

 

Pour ce qui est de l’extraction en phase solide, elle consiste en plusieurs étapes 

illustrées dans la Figure 81. Tout d’abord, l’échantillon est chargé sur une phase solide 

préalablement choisie en fonction de la matrice et des analytes. Le conditionnement 

et le rinçage de la phase solide ne sont pas illustrés ici mais sont effectués avant le 

chargement de l’échantillon. Ensuite, les éléments interférents de la matrice sont 

éliminés par un solvant (ou mélange de solvants) ne permettant pas l’élution des 

analytes d’intérêt. Enfin, ces derniers sont élués avec un solvant adéquat. Cette 

technique est applicable à de nombreuses matrices biologiques, est reproductible et 

Figure 80. Illustration de l'extraction liquide-liquide de molécules d'intérêt depuis une matrice biologique. 

Le solvant organique a été arbitrairement choisi comme étant plus dense que la phase aqueuse. 
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conduit à des taux de récupération des molécules d’intérêt élevés. Toutefois, elle 

requiert une longue mise au point et sa sélectivité et sensibilité sont limitées.424  

 

 

 

 

 

 

 

Pour finir, la précipitation des protéines repose sur l’ajout, dans l’échantillon contenant 

les analytes et la matrice, d’un solvant organique permettant la précipitation des 

protéines de celle-ci (Figure 82). En effet, en induisant la dénaturation des protéines 

de la matrice, le solvant entraine leur précipitation. Une fois la matrice précipitée, il est 

possible de récupérer le surnageant contenant les molécules d’intérêt. Il s’agit d’une 

technique qui permet d’éliminer la majorité des protéines de la matrice, pour laquelle 

il est possible de moduler le solvant de précipitation selon les molécules étudiées et 

dont le coût est faible. Néanmoins, il est nécessaire de réaliser une optimisation quant 

au solvant de précipitation qui nécessite parfois des mélanges de plusieurs solvants, 

divers sels et l’ajout d’un ou plusieurs acides.425,426 

 

 

 

 

 

Dans notre cas, les rétinoïdes sont des petites molécules hydrophobes ayant la 

capacité de se lier aux phospholipides ainsi qu’aux sites hydrophobes des protéines 

de la matrice (par exemple l’albumine), conduisant à une forte interaction avec celle-

ci. De plus, l’objectif était de mettre en place une méthode d’extraction reproductible 

avec une sensibilité élevée afin de palier la faible concentration endogène des 

Figure 81. Illustration de l'extraction en phase solide de molécules d'intérêt. Les gouttes bleue et jaune 

représentent les solvants permettant les élutions respectives des interférents de la matrice et des 

molécules d’intérêt. 

Figure 82. Illustration de la méthode de précipitation des protéines de la matrice pour l’extraction les 

analytes. 
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rétinoïdes. Également, il était nécessaire que la méthode soit simple à mettre en œuvre 

de sorte à pouvoir travailler facilement à l’abri de la lumière. Ainsi, c’est la précipitation 

des protéines de la matrice qui a été retenue pour nos études métabolomiques des 

rétinoïdes. 

 

4.3.1.2. Choix du solvant pour la précipitation des protéines de la 

matrice 

 

Après avoir choisi la méthode d’extraction des rétinoïdes dans les matrices 

biologiques, il a été nécessaire de l’optimiser. En particulier, le solvant de précipitation 

a dû être choisi. De façon générale, ce sont l’acétonitrile et le méthanol (ou un mélange 

des deux) qui sont utilisés. Dans leurs travaux, Czuba et al. rapportent l’emploi de 

l’acétonitrile comme solvant de précipitation. Toutefois, il faut noter que, selon le tissu 

étudié, ce ne sont pas les mêmes rétinoïdes qui sont extraits, apportant une limitation 

à cette approche.427  

Cherchant à développer une technique applicable à l’ensemble des rétinoïdes, quel 

que soit le tissu ou le fluide traité, plusieurs solvants et mélanges de solvants usuels 

ont été testés afin de déterminer le plus adapté. Ces expériences ont été réalisées 

avec différents rétinoïdes commerciaux sous leur forme all-trans, à savoir l’acide 

rétinoïque (atAR), le rétinal (atRAL), le rétinol (atROL) et le palmitate de rétinyle (atPR). 

En effet, l’ensemble des molécules que l’on cherche à détecter étant leurs métabolites, 

leur comportement lors de l’extraction devrait être extrapolable. Également, le 

palmitate de rétinyle a été retenu pour servir de modèle d’ester de rétinol. Pour ce qui 

est de la matrice biologique, c’est le plasma humain qui a été choisi puisqu’il nous a 

permis de faire une mise au point de nos méthodes sans avoir a effectuer une 

homogénéisation des tissus, source d’incertitude pour les mesures. 

Les travaux menés ont été séparés en deux catégories : les extractions et les contrôles 

(Figure 83). Pour ce qui est des extractions, chaque rétinoïde a été ajouté à hauteur 

de 10 nanomoles dans du plasma humain avant l’ajout des solvants d’extraction. Après 

centrifugation, récupération, séchage et congélation à -20 °C du surnageant, celui-ci 

a été resuspendu dans une solution d’éthanol contenant 5 mM de formiate 

d’ammonium. Ce dernier a pour rôle d’aider à l’ionisation des rétinoïdes en favorisant 

la formation d’ions adduits. Concernant les expériences contrôles, les solvants 
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d’extraction ont été ajoutés dans le plasma puis la solution a été centrifugée avant que 

le surnageant ne soit récupéré, séché et congelé à -20 °C. La solution de formiate 

d’ammonium a ensuite été ajoutée suivie par le rétinoïde étudié.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les analyses ont ici été réalisées avec un quadripôle couplé à un temps de vol (Q-

TOF, Impact HD, Bruker) en infusion directe, c’est-à-dire qu’aucune chromatographie 

liquide n’a été réalisée en amont de l’analyse par spectrométrie de masse. De ce fait, 

les valeurs d’intensités obtenues ne correspondent pas à des aires de pics mais 

uniquement à des valeurs d’intensité de détection, les rendant moins précises. 

La qualité de l’extraction par chacun des solvants a été évaluée avec le rendement 

d’extraction, selon la Formule 3. 

Rendement (%)= 
Intensité de l

'
ion extrait

Intensité de l
'
ion contrôle

 ×100 

 

Formule 3. Formule pour le calcul du rendement d'extraction de chaque rétinoïde dans les différents 

solvants. 

 

L’intensité de l’ion extrait correspond à l’intensité détectée pour l’ion cible lors de 

l’expérience « extraction ». L’intensité de l’ion contrôle se rapporte à l’intensité 

Figure 83. Les différentes étapes de la préparation des deux types d'échantillons. Le liquide transparent 

illustre le solvant d'extraction. Le liquide bleu clair montre la solution de formiate d'ammonium dans 

l'éthanol. En rouge est représenté le rétinoïde étudié. En noir sont représentées les protéines de la matrice. 
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détectée pour l’ion cible lors de l’expérience « contrôle ». Le plasma humain a été 

utilisé comme contrôle négatif. Chacune des expériences a été réalisée en triplicat. 

Sur la Figure 84 ont été rapportés les rendements d’extraction pour l’acide rétinoïque 

dans l’ensemble des solvants testés. On note que pour l’isopropanol et l’acétonitrile 

seuls ainsi que pour le mélange acétonitrile/méthanol, l’extraction permet de récupérer 

presque l’intégralité de l’AR injecté. Concernant le méthanol et le mélange 

acétonitrile/isopropanol, une perte moyenne de 15% est observée, avec d’importantes 

variations. Cela écarte donc ces solvants d’un usage ultérieur pour l’extraction des 

rétinoïdes des matrices biologiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concernant le rétinol, on remarque des rendements inférieurs et disparates (Figure 

85). En effet, le rendement maximal obtenu est de 82% par extraction à l’acétonitrile. 

Pour l’isopropanol et son mélange avec l’acétonitrile, environ 25% de pertes sont 

observées. Le méthanol, quant à lui, ne permet pas de récupérer plus de 30% du ROL 

initialement ajouté. Toutefois, une fois mélangé à l’acétonitrile, ce taux double, 

montrant une synergie des deux solvants. Il est possible que la faible extraction 

observée avec le méthanol provienne d’une précipitation plus difficile, ne permettant 

pas de libérer l’intégralité du rétinal lié par interactions hydrophobes aux molécules de 

la matrice.   

 

 

 

Figure 84. Rendements de l'extraction de l'acide 

rétinoïque du plasma humain en fonction du 

solvant ou du mélange de solvants utilisé. L’ion 

cible [M+H]+ présente un m/z de 301.2184. 
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Nous avons poursuivi avec le rétinal pour lequel les résultats sont encore plus faibles 

et hétérogènes que pour le rétinol (Figure 86). De fait, le rendement d’extraction 

n’excède pas les 75%, atteint avec l’isopropanol. Lorsqu’il est mélangé à l’acétonitrile, 

cette valeur tombe sous la barre des 40%, concordant avec la faible capacité 

d’extraction de ce dernier, à savoir 25%. Le méthanol amenant un rendement de 2%, 

il ne permet presque aucune extraction. Cette valeur est toutefois multipliée par dix 

grâce à l’ajout d’acétonitrile. Encore une fois, on observe une synergie entre ces deux 

solvants. On note néanmoins que l’isopropanol mène à une extraction satisfaisante 

avec une marge d’erreur relativement faible. Une fois encore, l’hypothèse est que les 

solvants ne parviennent que très peu à libérer le RAL emprisonné dans la matrice. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 85. Rendements de l'extraction 

du rétinol du plasma humain en 

fonction en fonction du solvant ou du 

mélange de solvants utilisé. L’ion cible 

[M-H]+ présente un m/z de 285.2217. 

Figure 86. Rendements de l'extraction 

du rétinal du plasma humain en 

fonction en fonction du solvant ou du 

mélange de solvants utilisé. L’ion cible 

[M+H]+ présente un m/z de 285.2225. 
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Enfin, c’est l’extraction du palmitate de rétinyle qui a été étudiée (Figure 87). Une 

nouvelle fois, l’isopropanol possède la capacité d’extraire ce composé mais avec un 

rendement à peine supérieur à 50%. L’acétonitrile ainsi que le mélange de ces deux 

solvants conduisent à des rendements inférieurs à 15% tandis que le méthanol et son 

mélange avec l’acétonitrile ne permettent aucune extraction. Cela pourrait s’expliquer 

par la forte apolarité du palmitate de rétinyle, majoritairement due à la chaine alkyle à 

quinze carbones qui compose la partie ester. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En conclusion, la méthode la plus adaptée à l’extraction de l’ensemble des rétinoïdes 

depuis une matrice biologique complexe, ici le plasma, est la précipitation des 

protéines à l’aide de l’isopropanol. Par manque de temps, l’expérience n’a pas été 

réalisée sur le rétinal azidé pour contrôler l’extrapolation des conditions. 

 

4.3.2.  Effet de matrice 
 

Après avoir mis au point la méthode d’extraction des rétinoïdes à partir d’une matrice 

biologique, il a été nécessaire d’évaluer l’effet de cette matrice. En effet, les tissus 

biologiques utilisés sont susceptibles de contenir divers composés ayant la possibilité 

de co-éluer avec les analytes d’intérêt, altérant ainsi leur ionisation en amplifiant ou en 

réduisant celle-ci. C’est ce que l’on appelle l’effet de matrice. Son évaluation est donc 

nécessaire afin d’ajuster la préparation des échantillons, la technique d’ionisation ainsi 

que le système d’élution. 

Figure 87. Rendements de l'extraction du 

palmitate de rétinyle du plasma humain en 

fonction en fonction du solvant ou du mélange 

de solvants utilisé. L’ion cible [M+Na]+ présente 

un m/z de 547.4486. 
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Pour déterminer l’effet de matrice, deux catégories d’expériences ont été menées :  les 

matrices et les contrôles. Les protocoles pour chacune des catégories sont illustrés 

dans la Figure 88. Pour ce qui est des matrices, l’isopropanol a été ajouté dans le 

plasma puis la solution a été centrifugée avant que le surnageant ne soit récupéré, 

séché et congelé à -20 °C. La solution de formiate d’ammonium a ensuite été 

additionnée suivie par le rétinoïde (10 nanomoles). Concernant les expériences 

contrôles, le rétinoïde a simplement été mis en solution dans du formiate d’ammonium 

dans l’éthanol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les analyses ont été réalisées avec un Q-TOF en infusion directe. L’effet de matrice a 

été calculé selon la Formule 4 pour chacun des rétinoïdes analysés.  

Effet de matrice (%)= (1- 
Intensité moyenne de l

'
ion extrait de la matrice (Ie)

Intensité moyenne de l
'
ion dans l

'
éthanol (Ic)

)  ×100 

 

Formule 4. Formule pour le calcul de l'effet de matrice en %. 

L’intensité moyenne de l’ion extrait de la matrice correspond à l’intensité détectée pour 

l’ion cible lors de l’expérience « extraction ». L’intensité moyenne de l’ion dans 

l’éthanol se rapporte à l’intensité détectée pour l’ion cible lors de l’expérience 

« contrôle ». Le plasma humain a été utilisé comme contrôle négatif. Chacune des 

Figure 88. Les différentes étapes de la préparation des deux types d'échantillons. Le liquide transparent 

illustre l’isopropanol. Le liquide bleu clair montre la solution de formiate d'ammonium dans l'éthanol. En 

rouge est représenté le rétinoïde étudié. En noir sont illustrées les protéines de la matrice. 
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expériences a été réalisée en triplicat. Les résultats obtenus sont visibles dans le 

Tableau 13. 

  

 

 

 

 

 

 

Tableau 13. Evaluation de l’effet de matrice de chacun des rétinoïdes étudiés. a : le pic intégré correspond à 

l’ion [M+H]+ ;  b : le pic intégré correspond à l’ion [M-H]+ ; c : le pic intégré correspond à l’ion [M+Na]+
. Ie 

correspond à l’intensité moyenne de l’ion extrait de la matrice ; Ic correspond à l’intensité moyenne de l’ion 

dans l’éthanol. Les valeurs d’intensités ont été obtenues par triplicat. L’effet de matrice a été calculé selon 

la Formule 4. 

On remarque que la valeur de l’effet de matrice se situe entre 98 à 100% pour les 

quatre rétinoïdes, montrant un impact très fort de la matrice sur la détection des ions 

cibles. Ainsi, pour la suite des travaux, il a été nécessaire d’utiliser une séparation 

chromatographique préalable à l’analyse par masse et donc de définir un gradient 

d’élution. Il était nécessaire que ce dernier conduise à une bonne séparation des 

différents composés, que ce soient des rétinoïdes exogènes ou des molécules de la 

matrice, afin de minimiser l’impact de cette dernière. 

 

4.3.3.  Mise en place d’une méthode de séparation par 

chromatographie en phase liquide 
 

Après avoir déterminé la méthode la plus adaptée pour l’extraction des rétinoïdes et 

évalué l’effet de matrice, il a fallu trouver des conditions chromatographiques 

permettant une séparation des différentes molécules. 

Les premiers travaux ont été réalisés sur un appareillage composé d’une 

chromatographie liquide (LC) couplée à un Q-TOF. En nous basant sur la littérature, 

les deux phases mobiles ont été choisies comme suit : une première phase composée 

à 60% d’eau et 40% de méthanol et, une seconde, contenant 90% d’isopropanol et 

Entrée Rétinoïde m/z de l’ion cible Ie Ic 
Effet de matrice  

(%) 

1 AR 301.2184a 3 286 707 464 100 

2 ROL 285.2217b 423 37 124 99 

3 RAL 285.2225a 3 486 3 659 106 100 

4 PR 547.4486c 568 26 704 98 
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10% de méthanol. Chacune d’elle est additionnée de 0.1% d’acide formique. Différents 

paramètres ont été modulés au cours de l’optimisation : proportions initiales en 

chacune des phases mobiles, vitesse du gradient ainsi que le type de colonne (C8, 

C30). Il en est ressorti une méthode optimisée, notée M4 (Figure 89), retenue pour 

sa capacité à séparer les rétinoïdes. En effet, le RAL présente un temps de rétention 

de 33.6 min, le ROL de 34.4 min, l’AR de 34.6 min et le PR de 50.5 min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Malheureusement, cet instrument est ensuite tombé en panne, nous amenant à 

effectuer nos analyses sur un système chromatographique couplé à un spectre de 

masse de type Orbitrap (Orbitrap Fusion). Les phases mobiles ont été conservées, 

tout comme le type de colonne. Le gradient de chromatographie liquide a quant à lui 

été réoptimisé à partir de M4, de façon à être plus court tout en permettant une 

détection distincte des rétinoïdes. L’avantage majeur de l’utilisation de l’Orbitrap est 

que, du fait de ses très hautes résolutions (500 000 pour un m/z de 200) et précision 

de mesure de masse (<2 ppm en routine), il n’est pas indispensable que les rétinoïdes 

isobares soient parfaitement séparés lors de la chromatographie liquide. En effet, il est 

possible de sélectionner une valeur unique de m/z pour chaque molécule. C’est de 

cette façon que deux méthodes ont été retenues :  l’une de 15 minutes, notée Opti 5 

(Figure 90, A) et l’autre de 25 min, appelée M2 (Figure 90, B). Les temps de 

rétention pour chaque rétinoïde avec les deux méthodes sont inscrits dans le Tableau 

14. 

Figure 89. Méthode optimisée avec l'appareillage LC-Q-TOF, pour une colonne C8 en mode électrospray 

positif. La durée totale du gradient est de 58 minutes. 
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Au cours des travaux qui seront rapportés dans les prochains paragraphes, les deux 

méthodes ont systématiquement été utilisées. Toutefois, c’est la méthode M2 qui a 

donné les meilleurs résultats. Ainsi, sauf mention du contraire, les résultats présentés 

correspondent à ceux obtenus avec l’approche M2. 

Pour conclure, nous sommes parvenus à mettre en place une méthodologie 

permettant l’extraction efficace de l’ensemble des rétinoïdes all-trans. Il devrait donc 

être possible, par extension, d’extraire les formes azidées ainsi que de nouveaux 

métabolites. Également, nous avons mis au point un gradient d’élution pour la 

chromatographie liquide amenant à détecter spécifiquement chaque rétinoïde. 

Molécule Rt (min) – Opti 5 Rt (min) – M2 

AR 1.48 12.10 

RAL 1.52 10.63 

ROL 1.53 10.88 

PR 7.26 17.74 

Figure 90. A- Gradient de la méthode Opti 5 sur un instrument LC-OrbitTrap avec une colonne C8. Durée 

totale de la méthode : 15 minutes. B- Gradient de la méthode M2 sur un instrument LC-OrbitTrap avec une 

colonne C8. Durée totale de la méthode : 25 minutes. 

A B 

Tableau 14. Temps de rétention de 

chaque rétinoïde avec les deux méthodes 

optimisées sur l’instrument LC-Orbitrap, 

avec une colonne C8. Rt désigne le temps 

de rétention des ions cibles. 
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4.4. Détection et analyse des rétinoïdes naturels  
 

Après avoir mis en place les méthodes d’extraction et de séparation des rétinoïdes, 

des analyses de spectrométrie de masse haute résolution (MS) et en tandem (MS2) 

ont été réalisées sur le PR, l’AR, le RAL et le ROL afin de voir si ces quatre molécules 

pouvaient être discernées au sein d’un mélange et quels sont les ions formés pour 

chacune d’elles. L’objectif était de parvenir à visualiser pour chacun d’eux des ions 

diagnostics, c’est-à-dire des ions propres à chaque molécule. Cela permettra par la 

suite de lier un métabolite nouvellement détecté à un métabolite parent. 

Nos travaux ont débuté avec l’analyse d’un mélange équimolaire de PR, AR, RAL et 

ROL dans l’éthanol. La concentration finale de chaque rétinoïde dans la solution 

analysée était de 10 µg/mL. Les échantillons ont été analysés à la suite d’une infusion 

directe. Le spectre de masse obtenu pour le mélange est présenté dans la Figure 91. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On peut voir que le RAL est le rétinoïde le mieux détecté, suivi par le précurseur du 

ROL et du PR. L’AR est détecté avec une abondance relative correcte tandis que pour 

le ROL, l’ion protoné est faiblement décelable. L’ion protoné de PR a également été 

détecté mais n’a pas été représenté ici.  

Figure 91. Analyse par masse d'un mélange équimolaire d'acide rétinoïque, de rétinal, de rétinol et de 

palmitate de rétinyle. Les signaux ont été attribués à chaque molécule et l’écart entre la masse exacte 

attendue et la masse expérimentale a été calculé en ppm. 
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Chacun des ions protonés a ensuite été sélectionné pour être à nouveau fragmenté 

afin d’accéder aux profils MS2. Seul l’ion correspondant au précurseur du ROL et du 

PR n’a pas été considéré.  

Pour le palmitate de rétinyle, très peu de signaux sont visibles (Figure 92).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Cela peut s’expliquer par une faible capacité d’ionisation de cette molécule. Toutefois, 

c’est un résultat intéressant car lorsque des métabolites inconnus seront étudiés, ce 

spectre type permettra de facilement lier le métabolite à un ester de rétinol. Deux 

signaux sur les trois ont pu être attribués : le premier à m/z 269.23 correspond à l’ion 

fragment tandis que l’ion parent protoné est visible à m/z 547.45. A noter qu’il est 

également envisageable d’augmenter l’énergie de collision afin d’accroître la 

fragmentation et de rendre d’autres ions diagnostics décelables. Ces travaux seront 

réalisés ultérieurement afin d’évaluer l’impact de l’énergie de collision sur le spectre 

MS2 du PR. 

Pour ce qui est de l’acide rétinoïque, on constate la formation de très nombreux 

fragments (Figure 93). On note que sur les treize ions qui ont pu être attribués, huit 

ne présentent plus ni le cyclohexène ni l’acide. Pour les trois qui ont vu leur carbonyle 

préservé, seule la double liaison carbone oxygène est encore présente. Ces derniers 

pourraient être une signature intéressante lors de l’étude des nouveaux métabolites. 

 

 

Figure 92. Spectre MS2 du palmitate de rétinyle obtenu avec une énergie de collision normalisée de 7%. 
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L’analyse MS2
 du rétinal est présentée en Figure 94.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Une nouvelle fois, la chaîne polyénique montre une importante fragmentation. Dans le 

cas de l’aldéhyde, aucun ion détecté ne conserve son carbonyle. Également, seuls 

trois des douze ions décelés ont gardé le cycle à six chainons. On note que de 

nombreux ions sont identiques à ceux résultant de la fragmentation de l’acide 

rétinoïque. Toutefois, il semble possible de distinguer les deux grâce à leur intensité. 

Figure 93. Spectre MS2 de l'acide rétinoïque obtenu avec une énergie de collision normalisée de 32%. 

Figure 94. Spectre MS/MS du rétinal obtenu avec une énergie de collision normalisée de 32%. 
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Par exemple, l’ion à m/z 175.15 présente une intensité de 30 UA pour l’AR contre une 

intensité d’environ 85 UA pour le rétinal. Également, certains ions semblent signatures 

du rétinal tels que ceux à m/z 147.12, 211.15 ou encore 267.21. 

Enfin, l’analyse MS2 du rétinol a été effectuée (Figure 95). Une fois encore, la 

fragmentation est très importante, en particulier au niveau de la chaine polyénique. Au 

contraire de l’AR et du RAL, les ions les plus détectés sont ceux dont les valeurs de 

m/z sont inférieures à 120, ce qui en fait une signature pour les métabolites du rétinol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afin de faciliter l’attribution ultérieure des signaux des nouveaux métabolites, le 

Tableau 15 a été réalisé. On y voit l’ensemble des masses des ions qui ont pu être 

détectés lors de la MS2 de l’AR, du RAL et du ROL. Le PR n’a pas été inclus, son 

ionisation étant typique, avec des masses bien distinctes. On remarque que les ions 

identifiés pour des m/z compris entre 69 et 95 sont communs aux trois rétinoïdes et ne 

pourront donc pas servir de référence pour l’association d’un métabolite à son 

précurseur. En revanche, les ions ayant des m/z supérieurs à 180 sont majoritairement 

attribuables à un seul des rétinoïdes, en faisant des ions diagnostics de chacun d’eux. 

 

 

Figure 95. Spectre MS2 du rétinol obtenu avec une énergie de collision normalisée de 32%. 
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Tableau 15. Ensemble des ions détectés en MS2 de l'AR, du RAL et du ROL. 

Ainsi, nous sommes parvenus à détecter les quatre rétinoïdes principaux dans un 

mélange équimolaire. Les ions de chacun d’eux ont été attribués puis la MS2 a pu être 

effectuée. Celle-ci a permis de mettre en avant les ions diagnostics de chacun des 

rétinoïdes, qui seront indispensables pour caractériser des métabolites inconnus et les 

relier à leur précurseur. 

Masse AR RAL ROL Masse AR RAL ROL 

67.05  ✓ ✓ 187.15   ✓ 

69.07 ✓ ✓ ✓ 197.13  ✓  

81.07 ✓ ✓ ✓ 201.16 ✓  ✓ 

93.07 ✓ ✓ ✓ 211.15  ✓  

95.09 ✓ ✓ ✓ 213.13 ✓   

105.07  ✓ ✓ 215.18  ✓  

109.10 ✓   227.14 ✓   

119.09 ✓ ✓ ✓ 229.16  ✓  

123.12 ✓   231.17   ✓ 

133.10  ✓ ✓ 243.21   ✓ 

145.10 ✓  ✓ 255.21 ✓   

147.12  ✓  265.20 ✓   

159.12 ✓  ✓ 267.21  ✓  

161.10  ✓  272.21   ✓ 

173.13   ✓ 283.21 ✓   

175.15 ✓ ✓  285.22  ✓  

185.13  ✓  287.24   ✓ 

187.11 ✓   301.22 ✓   
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4.5. Détection et analyse du N3 RAL et des adduits du N3 RAL 

avec les sondes de masse 

4.5.1.  Analyse de l’azido rétinal 
 

Comme pour les rétinoïdes naturels, les analyses MS et MS2 de l’azido rétinal ont été 

effectuées. Pour ce faire, l’azido rétinal a été mis en solution dans l’éthanol à une 

concentration de 10 µg/mL avant d’être introduit directement dans la source du 

spectromètre de masse, amenant une bonne détection de la molécule. L’analyse par 

MS n’ayant donné que l’ion [M+Na]+, seul le profil MS2
 sera discuté ici (Figure 96). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On note que très peu d’ions sont formés et que la caractéristique de ces derniers est 

la perte de l’azoture, qui conduit à la formation d’une double liaison supplémentaire 

dans le cycle à six chainons. L’absence d’ions de basses masses est probablement 

due à la faible énergie de collision appliquée dans ce cas (13%). Par manque de 

temps, la détection de l’azido rétinal dans les matrices biologiques n’a pas été réalisée, 

au profit de la détection des adduits. 

 

Figure 96. Spectre MS2 de l’azido rétinal obtenu avec une énergie de collision normalisée de 13%. 
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4.5.2.  Détection et analyses par MS et MS2 des adduits 
 

Pour que nos études métabolomiques soient réalisables, il est indispensable que les 

adduits formés entre l’azido rétinal et les sondes de masse puissent être extraits, 

détectés et analysés dans diverses matrices biologiques. Ces différents points ont 

donc été étudiés en travaillant avec les adduits BCN-TMPP-N3 RAL et TMTI-N3 RAL 

préalablement synthétisés. Deux matrices biologiques ont été utilisées, à savoir le 

plasma et le foie de souris, tous deux fournis par Alexia Kindler (IGBMC, Strasbourg). 

Les expériences ont été réalisées selon le protocole illustré en Figure 97. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les adduits ont été ajoutés dans la matrice biologique à hauteur de 1 µmole suivis par 

l’acétonitrile. Après centrifugation, récupération, séchage et congélation à -80 °C du 

surnageant, celui-ci a été resuspendu dans une solution d’éthanol contenant du 

formiate d’ammonium puis analysé. Les expériences contrôles ont été conduites dans 

l’éthanol, en suivant le protocole illustré dans la Figure 97. 

Pour ce qui est des solvants d’extraction, des travaux identiques à ceux présentés en 

4.3.1., ont été menés sur chacun des adduits. Seuls l’isopropanol et l’acétonitrile ont 

été comparés. Dans le cas du BCN-TMPP-N3 RAL, les rendements d’extraction et les 

effets de matrice se sont révélés sensiblement identiques. En revanche, pour le TMTI-

N3 RAL, le rendement d’extraction s’est montré beaucoup plus important avec 

Figure 97. Les différentes étapes de la préparation des échantillons et des contrôles. Le liquide transparent 

illustre l’acétonitrile. Le liquide bleu clair montre la solution de formiate d'ammonium dans l'éthanol. En bleu 

est représenté l’adduit. En noir sont représentées les protéines de la matrice. 
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l’acétonitrile (100% contre 30% pour l’isopropanol). De ce fait, c’est l’acétonitrile qui a 

été retenu pour l’extraction de ces deux composés. 

 

4.5.2.1. Adduit BCN-TMPP-N3 RAL 
 

Premièrement, la bonne détection de l’adduit dans les matrices biologiques a été 

vérifiée. Les résultats sont présentés dans la Figure 98. Les analyses ayant été 

conduites avec une chromatographie liquide préalable à l’analyse par masse, il a été 

possible d’intégrer l’aire sous les pics pour chacune des expériences. On note que 

l’adduit, que ce soit dans le foie ou le plasma, est détecté avec une intensité dix fois 

inférieure à celle du contrôle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Par la suite, le spectre de masse obtenu pour l’expérience dans le plasma, visible sur 

la Figure 99, a été étudié. Le même spectre a été acquis pour l’étude avec le foie.  

 

 

Figure 98. Pics de l'adduit BCN-TMPP-N3 RAL détectés dans l'éthanol (contrôle), le plasma et le foie de 

souris. Le temps de rétention est noté RT. L’aire du pic est donnée en unités arbitraires (UA). 
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Trois fragments in-source – c’est-à-dire formés dans la source du spectromètre de 

masse – ont pu être identifiés parmi l’ensemble des signaux. Cette fragmentation est 

généralement dû à la fragilité des molécules étudiées. On note d’abord l’ion 

correspondant à l’adduit lui-même, détecté avec un m/z 1134.5562 (encadré rouge). 

Ensuite, l’ion à m/z 852.3578 correspond à l’adduit ayant perdu l’intégralité du 

rétinoïde, à l’exception de l’azoture probablement resté sous la forme du triazole 

(encadré bleu). Enfin, le TMPP portant uniquement le bras espaceur a été observé à 

m/z 633.2571 (encadré vert). Ce dernier ne présente que peu d’intérêt pour les études 

métabolomiques puisqu’il ne montre aucune trace de liaison à un rétinoïde.  

L’ion correspondant à l’adduit intact a été sélectionné pour subir une seconde 

fragmentation, amenant au spectre MS2 (Figure 100). On note que ce dernier ne nous 

apporte pas plus d’informations que le spectre MS, les ions détectés étant les mêmes, 

à l’exception de ceux à m/z de 181.09 et 677.25. Cependant, ils ne montrent que le 

TMPP ou un fragment triméthoxybenzène de celui-ci, ne donnant aucune information 

quant au rétinoïde avec lequel il était clické. 

 

 

Figure 99. Spectre de masse du BCN-TMPP-N3 RAL. En vert, bleu et rouge sont encadrées les masses des 

ions in-source d'intérêt avec leurs structures associées. Ce spectre a été obtenu pour l’adduit extrait du 

plasma de souris. 
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4.5.2.2. Adduit TMTI-N3 RAL 

 

Les mêmes travaux ont été réalisés sur le TMTI-N3 RAL. La détection par LC-MS de 

cette molécule dans le plasma et le foie de souris est présentée dans la Figure 101. 

Les analyses ayant été conduites avec une chromatographie liquide préalable à 

l’analyse par masse, il a été possible d’intégrer l’aire sous les pics pour chacune des 

expériences. On note que l’adduit est détecté de façon cinquante fois plus faible dans 

le plasma par rapport au contrôle contre cinq fois pour le foie. Il semblerait ainsi que 

l’extraction et/ou la détection de cette molécule soit plus complexe dans le plasma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 100. Spectre MS2 du BCN-TMPP-N3 RAL obtenu avec une énergie de collision normalisée de 40%. 
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La suite des travaux a porté sur le spectre de masse obtenu pour l’expérience dans le 

plasma (Figure 102). Le même spectre a été acquis pour l’étude avec le foie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 102. Spectre de masse du TMTI-N3 RAL. En couleur sont encadrées les masses des ions in-source 

d'intérêt avec leurs structures associées. Ce spectre a été obtenu pour l’adduit extrait du plasma de souris. 

Figure 101. Pics de l'adduit TMTI-N3 RAL détectés dans l'éthanol (contrôle), le plasma et le foie de souris. Le 

temps de rétention est noté RT. L’aire du pic est donnée en unités arbitraires (UA). 
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Cette fois, six ions in-source ont été détectés et attribués. A m/z 147.1165, on trouve 

un fragment du rétinal (encadré vert). L’ion détecté à m/z 212.1213 correspond 

probablement au bicycle triazole/cycloheptyne (encadré bleu clair). Le rétinal ayant 

perdu son substituant en C4 est présent à m/z 283.2052 (encadré orange). Il peut 

s’agir soit du rétinal azidé dont l’azoture a été éliminé lors de la fragmentation soit du 

produit de click pour lequel la fragmentation n’a laissé que le rétinal nu. L’ion 

présentant le bicycle triazole/cycloheptyne lié au cyclohexène du rétinal est observé à 

m/z 332.2155 (encadré bleu foncé). L’ion à m/z 429.3149 provient probablement d’une 

recombinaison de radicaux puisqu’il se compose du rétinal sur lequel se trouve, en 

position C4, le groupement benzyle tert-butyle, initialement porté par la sonde de 

masse (encadré rose). Enfin, l’adduit lui-même a été identifié à m/z 640.4286 (encadré 

rouge). L’ensemble de ces ions, à l’exception de celui à m/z 212.1216, présente un 

intérêt pour l’identification de nouveaux métabolites de la vitamine A. En effet, ils 

montrent tous une partie ou l’intégralité du rétinoïde impliqué dans le produit clické, 

donnant ainsi accès à la structure de celui-ci. 

L’ion correspondant à l’adduit intact a été sélectionné pour subir une seconde 

fragmentation, amenant au profil MS2 (Figure 103). On note toutefois qu’aucun ion 

supplémentaire n’a pu être attribué à des fragments de l’adduit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 103. Spectre MS2 du TMTI-N3 RAL obtenu avec une énergie de collision normalisée de 40%. 
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Ainsi, l’ensemble de ces expériences nous a permis de voir que les deux adduits sont 

correctement détectés dans le plasma et le foie de souris mais aussi de faire une 

première comparaison entre les deux marqueurs de masse. En effet, on note que le 

BCN-TMPP-N3 RAL ne produit que trois ions diagnostics, tandis que le TMTI-N3 RAL 

en génère six. Malgré leur plus faible intensité, les ions diagnostics du TMTI-N3 RAL 

donnent davantage d’informations sur la structure du rétinoïde clické. L’objectif de nos 

études métabolomiques étant de détecter et d’attribuer la structure de nouveaux 

métabolites de la vitamine A, le TMTI semble plus pertinent. Pour compléter ces 

travaux, il serait nécessaire de travailler avec d’autres tissus, tels que le cerveau, mais 

également d’autres rétinoïdes azidés, tels que l’acétate de rétinyle. 

 

4.5.3.  Courbes de calibration 
 

Afin d’être en mesure de quantifier les adduits détectés dans les milieux biologiques 

qui seront ultérieurement étudiés, des courbes de calibration externes ont été 

réalisées. Celle de l’azido rétinal a également été générée en tant que référence. Pour 

cela, chacune des molécules a été mise en solution dans le plasma à des 

concentrations précises (Tableau 16) choisies selon la gamme de concentrations que 

l’on devrait retrouver au sein des matrices biologiques. Ces solutions ont ensuite été 

analysées par LC-MS. Chacun des points a été extrait et analysé en triplicat, 

conduisant aux différentes courbes de calibration voulues.  

 

 

 

C’est la courbe de calibration de l’azido rétinal qui a été tracée en premier (Figure 

104). On note que la courbe de tendance représentée n’est pas idéale puisqu’elle 

n’inclut pas correctement les faibles concentrations. Ainsi, deux autres courbes ont été 

créées à partir des mêmes données : l’une pour concentrations inférieures ou égale à 

1 µM (Figure 105) et l’autre pour les concentrations supérieures ou égale à 1 µM 

(Figure 106). On remarque une amélioration non négligeable des coefficients de 

corrélation. Ainsi, il sera nécessaire lors des travaux ultérieurs de considérer la gamme 

Point 1 2 3 4 5 6 

Concentration (µM) 0.1 0.3 0.6 1.0 5.0 10 

Tableau 16. Concentrations utilisées 

pour les tracés des courbes de 

calibration du N3 RAL et des deux 

adduits. 
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de concentrations adéquate afin de choisir la bonne courbe de calibration de sorte à 

être au plus juste de la concentration réelle en azido rétinal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 105. Courbe de calibration de l’azido rétinal dans le plasma de souris pour les concentrations 

étudiées inférieures ou égales à 1 µM. Les aires des pics sont données en unités arbitraires UA. L’ion cible 

a un m/z de 305.1881 et le temps de rétention est de 2.75 minutes. 

Figure 104.  Courbe de calibration de l’azido rétinal dans le plasma de souris pour l’ensemble des 

concentrations étudiées. Les aires des pics sont données en unités arbitraires UA. L’ion cible a un m/z de 

305.1881 et le temps de rétention est de 2.75 minutes. 
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Nous avons ensuite construit la courbe de calibration de l’adduit BCN-TMPP-N3 RAL 

(Figure 107). On remarque cette fois que le coefficient de corrélation est égal à 1, 

indiquant une parfaite corrélation linéaire. Il est donc possible de se servir de cette 

droite modèle pour le calcul des concentrations des molécules détectées avec un 

minimum d’incertitude. Il faut néanmoins souligner que le point à 5 µM a été retiré car 

il était aberrant. Pour confirmer cette droite, il faudrait donc idéalement reproduire 

l’expérience avec des concentrations comprises entre 1 et 10 µM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 106. Courbe de calibration de l’azido rétinal dans le plasma de souris pour les concentrations 

étudiées supérieures ou égales à 1 µM. Les aires des pics sont données en unités arbitraires UA. L’ion cible 

a un m/z de 305.1881 et le temps de rétention est de 2.75 minutes. 

Figure 107. Courbe de calibration du BCN-TMPP-N3 RAL dans le plasma de souris. Les aires des pics sont 

données en unités arbitraires UA. L’ion cible a un m/z de 852.3579 et le temps de rétention est de 0.85 

minutes. Le point à 5 µM a été retiré car aberrant.  
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Enfin, c’est la courbe de calibration du TMTI-N3 RAL qui a été tracée (Figure 108). 

Comme pour l’autre adduit, on note un coefficient de corrélation (R2) élevé, signe d’une 

forte corrélation entre la droite théorique et les valeurs de concentrations qui seront 

obtenues par calculs en utilisation l’équation de cette droite. Cependant, le point à 5 

µM a été retiré car il était aberrant. Pour confirmer cette droite, il faudrait donc 

idéalement reproduire l’expérience avec des concentrations comprises entre 1 et 10 

µM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainsi, les droites de calibration de trois molécules d’intérêt, à savoir N3 RAL, BCN-

TMPP-N3 RAL et TMTI-N3 RAL, ont été construites. Elles permettront d’accéder aux 

concentrations des espèces qui seront détectées dans les échantillons biologiques par 

simple intégration de l’aire sous le pic associé à chacune des molécules. 

 

4.5.4.  Détermination des limites de détection (LOD) et de 

quantification (LOQ) du N3 RAL et des adduits  
 

Les trois composés pouvant être correctement extraits de tissus biologiques puis 

détectés et analysés, il a ensuite été nécessaire de déterminer leurs limites de 

détection (LOD) et de quantification (LOQ). La LOD correspond à la concentration 

minimale d’un analyte pouvant être détectée et la LOQ se réfère à la concentration 

Figure 108. Courbe de calibration du BCN-TMPP-N3 RAL dans le plasma de souris. Les aires des pics sont 

données en unités arbitraires UA. L’ion cible a un m/z de 640.4295 et le temps de rétention est de 1.06 

minutes. Le point à 5 µM a été retiré car aberrant. 
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minimale d’un analyte pouvant être quantifiée. Ces valeurs sont dépendantes des 

appareillages utilisés. Ces calculs avaient également pour but d’affiner la comparaison 

entre les deux marqueurs de masse en évaluant le gain de sensibilité apporté par 

chacun d’eux pour la détection du N3 RAL. 

Pour pouvoir calculer les LOD et LOQ des trois composés, il a été nécessaire d’utiliser 

les courbes de calibration précédemment tracées (4.5.2.). En effet, les formules des 

LOD et LOQ font appel à la valeur de la pente de la courbe de calibration (Formules 

5 et 6). Il est essentiel de noter que ces calculs sont une estimation et non une 

détermination précise, celle-ci n’étant pas nécessaire ici.  

LOD= 
3s

m
 avec s l

'
écart-type des blancs et m la pente de la courbe de calibration 

Formule 5. Formule pour le calcul de la LOD. 

LOD= 
10s

m
 avec s l

'
écart-type des blancs et m la pente de la courbe de calibration 

Formule 6. Formule pour le calcul de la LOQ. 

Les LOD et LOQ des trois molécules ont donc été calculées et sont présentées dans 

le Tableau 17. 

 

Tableau 17. Valeurs des LOD et LOQ pour le rétinal azidé, le BCN-TMPP-N3 RAL et le TMTI-N3 RAL dans le 

plasma de souris. S correspond à l’écart-type des blancs et m à la pente de la droite de calibration de l’espèce 

considérée. 

On remarque que pour l’azido rétinal, les deux courbes de calibration donnent des 

limites de détection et de quantification allant du simple au double. Néanmoins, ces 

valeurs restent en adéquation avec les données de la littérature concernant le rétinal 

naturel.428 Que l’on considère la valeur haute ou la valeur basse, l’utilisation du BCN-

TMPP ne permet pas d’améliorer la détection et la quantification de l’azido rétinal. Ce 

Molécule Valeur de s Valeur de m LOD (pM) LOQ (pM) 

N3 RAL (faibles concentrations) 1E+06 2E+06 1.5  5.0 

N3 RAL (hautes concentrations) 1E+06 913 729 3.3  11  

BCN-TMPP- N3 RAL 1E+06 966 659 3.1  10.3  

TMTI-N3 RAL 1E+06 1E+07 0.3  1.0 
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résultat est surprenant mais pourrait s’expliquer par un temps de rétention très faible 

pour ce composé, impactant la précision des mesures réalisées pour la courbe de 

calibration. En revanche, le TMTI engendre un gain de sensibilité d’un facteur cinq en 

comparaison du rétinal azidé seul.  

En conclusion, les limites de détection et de quantification de l’adduit TMTI-N3 RAL 

devraient permettre la détection de nouveaux métabolites, les concentrations 

endogènes en rétinoïdes variant de quelques picomoles/gramme de tissu jusqu’à une 

nanomole/gramme (paragraphe 4.1.2.). Également, il sera possible de travailler sur 

des quantités minimales de tissus. Nous avons ainsi montré que le TMTI augmente 

significativement la sensibilité de détection et de quantification de l’azido rétinal, au 

contraire du BCN-TMPP. On note donc une fois encore que ce nouveau marqueur de 

masse possède des propriétés plus intéressantes que le BCN-TMPP pour les travaux 

sur les rétinoïdes. 

 

4.6. Etude de la cinétique de cycloaddition entre le N3 RAL et 

les sondes de masse 
 

L’objectif de cet axe du projet étant de réaliser la capture de métabolites marqués de 

la vitamine A au sein d’échantillons biologiques via une réaction de cycloaddition, il est 

indispensable d’étudier la cinétique de celle-ci. Il nous faut parvenir à déterminer 

l’ordre de la réaction (0, 1 ou 2), de sorte à connaitre l’équation de la vitesse ainsi que 

le temps de demi-vie afin d’être en mesure d’ajuster nos paramètres expérimentaux 

(concentrations et temps d’incubation des réactifs). 

Pour les cinétiques réalisées dans l’éthanol, le protocole présenté dans la Figure 109 

a été suivi. Le N3 RAL a été mis en solution dans de l’éthanol à différentes 

concentrations, à savoir 50 nM, 500 nM et 5 µM. Ces concentrations ont été choisies 

de manière arbitraire, sur un panel assez large de sorte à esquisser des premières 

réponses aux questions cinétiques. La sonde a ensuite été ajoutée en large excès, à 

savoir 10 équivalents pour pallier les potentiels problèmes d’hydrolyse et/ou de 

dégradation de celle-ci, puis la réaction a été agitée à 25 °C pendant 30 minutes, 1 

heure, 2 heures et 3 heures. A chaque point temporel, un échantillon a été prélevé et 
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neutralisé avec 100 équivalents d’acide azido benzoïque. Le solvant a été évaporé 

puis les échantillons ont été congelés à -80 °C jusqu’à leur analyse. Ils ont alors été 

resuspendus dans une solution de formiate d’ammonium dans l’éthanol puis analysés 

par LC-MS et LC-MS/MS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.1.  Cinétique de formation de l’adduit BCN-TMPP-N3 RAL 

dans l’éthanol 
 

Le BCN-TMPP étant notre sonde de masse de référence, nous avons débuté les 

études cinétiques avec celui-ci. Dans la Figure 110 est représentée l’évolution des 

concentrations mesurées en N3 RAL et en adduit au cours du temps pour une 

concentration initiale en N3 RAL de 50 nM. Le calcul des concentrations a été fait grâce 

à la mesure de l’aire sous le pic de l’adduit détecté et à la courbe de calibration 

préalablement établie.  

On remarque qu’aucune trace de l’adduit n’est détectée avant 1 heure de réaction, les 

variations de concentration du N3 RAL calculées avant n’étant pas significatives. 

Toutefois, les résultats obtenus au-delà d’une heure sont incohérents. En effet, la 

concentration calculée en adduit au bout de 2 heures est quatre fois supérieure à la 

concentration initiale de N3 RAL. Par la suite, une importante diminution de cette 

Figure 109. Les différentes étapes de la préparation des échantillons pour la cinétique dans l’éthanol. Le 

liquide bleu clair montre la solution de formiate d'ammonium dans l'éthanol. t varie de 30 minutes à 3 heures. 
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concentration est observée, provenant potentiellement d’une dégradation de l’adduit. 

Il serait nécessaire de réitérer ces expériences afin de valider ou non les valeurs des 

points à 2 et 3 heures. De plus, l’ajout de plusieurs points entre 1 h et 2 h permettrait 

de préciser l’évolution de la cinétique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour ce qui est de la cinétique de la cycloaddition avec une concentration initiale 

d’azido rétinal de 500 nM (Figure 111), les résultats obtenus ne sont pas 

interprétables et requièrent une nouvelle série d’expériences. En effet, dès les 

premières minutes, la concentration en N3 RAL augmente alors qu’elle devrait 

diminuer. Aussi, au bout d’une heure de réaction, la concentration calculée en adduit 

est proche de 500 nM tandis que celle du N3 RAL est de 800 nM, sachant que la 

concentration initiale de celui-ci était de 500 nM. Une explication probable est un 

lavage insuffisant du système d’analyse entre chaque injection. En effet, il est possible 

que l’azido rétinal reste lié à la colonne et qu’il soit, par la suite, progressivement 

relargué dans les injections ultérieures, induisant de fortes variations des quantités 

mesurées, en particulier à très petite échelle. Il est donc indispensable de répéter cette 

expérience, aucune conclusion ne pouvant être tirée ici. 

 

 

Figure 110. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le BCN-TMPP et le N3 RAL (50 nM) dans 

l'éthanol. En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de 

l'adduit. En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées 

en triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration des pics correspondant 

respectivement au N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de rétention : 0.78 min). 
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Enfin, l’étude cinétique avec une concentration initiale de N3 RAL de 5 µM est 

représentée en Figure 112.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 111. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le BCN-TMPP et le N3 RAL (500 nM) dans 

l'éthanol. En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de 

l'adduit. En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées 

en triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration des pics correspondant 

respectivement au N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de rétention : 0.78 min). 

L’expérience n’a pas été poursuivie au-delà de 2 heures, les résultats obtenus étant incohérents. 

Figure 112. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le BCN-TMPP et le N3 RAL (5 µM) dans 

l'éthanol. En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de 

l'adduit. En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées 

en triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration des pics correspondant 

respectivement au N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de rétention : 0.78 min). 

L’expérience n’a pas été poursuivie au-delà de 2 heures, les résultats obtenus étant incohérents. 
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On note une tendance globale en adéquation avec nos attentes, à savoir une réaction 

d’ordre 2. En effet, la concentration calculée de N3 RAL diminue dès les premières 

minutes de réaction tandis que celle de l’adduit augmente. Toutefois, par manque de 

temps, l’équation de la vitesse n’ayant pas pu être déterminée, cela reste une 

hypothèse. Comme pour la première expérience, on remarque une concentration 

d’adduit supérieure à 5 µM au bout de 2 heures mais il est possible que cette légère 

différence soit due à des erreurs de manipulation lors de la préparation des 

échantillons. 

Pour conclure, ces suivis cinétiques ne nous apportent que peu d’informations quant 

à la vitesse de la réaction entre le BCN-TMPP et le N3 RAL. Il semblerait qu’en dessous 

de 5 µM de rétinal azidé initialement introduits, les mesures manquent grandement de 

précision, entrainant des résultats peu cohérents. Il serait nécessaire de refaire 

l’ensemble de ces expériences, en ajoutant des mesures entre 1 heure et 2 heures 

afin d’affiner les profils obtenus. Également, procéder à des mesures cinétiques pour 

des concentrations comprises entre 0.5 µM et 5 µM et au-delà de 5 µM amènerait à 

mieux appréhender la concentration requise pour que la réaction se déroule 

proprement. L’incohérence de certains résultats pourrait s’expliquer par la présence 

d’impuretés dans le BCN-TMPP utilisé (86% de pureté selon HPLC analytique). Au 

vue de ces résultats et par manque de temps, les mesures dans le plasma n’ont pas 

été conduites. 

 

4.6.2.  Cinétique de formation de l’adduit TMTI-N3 RAL dans 

l’éthanol 
 

Nous avons poursuivi les études cinétiques avec la sonde TMTI. Dans un premier 

temps, la vitesse de réaction a été suivie dans l’éthanol.  

Pour la concentration de 50 nM en N3 RAL, on note que l’adduit se forme dès les 

premières minutes de la réaction, consommant intégralement le N3 RAL (Figure 113). 

Ainsi, à cette concentration, la réaction est complète au bout de 40 minutes. On 

remarque toutefois qu’au-delà de 10 minutes de réaction, la concentration en N3 RAL 

apparait nulle tandis que celle de l’adduit continue d’augmenter. Cela indique qu’il reste 

du N3 RAL dans le milieu mais que sa concentration est inférieure à la limite de 
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détection. Également, le fait que la quantité d’adduit détectée dépasse la concentration 

initiale de N3 RAL est surprenant. Néanmoins, la différence étant au maximum de 0.35 

µM, cela pourrait s’expliquer par des imprécisions lors de la préparation des 

échantillons.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lorsque l’on augmente la concentration à 500 nM de N3 RAL, l’adduit est également 

détecté dès le début de réaction mais l’azido rétinal n’est pas consommé dans sa 

totalité (Figure 114). On constate une évolution des concentrations en adéquation 

avec la réaction d’ordre 2 attendue, la différence entre les points à 20 et 60 minutes 

n’étant pas significative. Également, la réaction atteint complétion au bout de 2 heures. 

La valeur de concentration calculée en adduit à 3 heures n’est pas significativement 

différente de celle calculée au bout de 2 h. 

 

 

 

 

 

Figure 113. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le TMTI et le N3 RAL (50 nM) dans l'éthanol. 

En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de l'adduit. 

En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées en 

triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration des pics correspondant respectivement au 

N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de rétention : 0.81 min). 
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Enfin, la cinétique de la réaction a été suivie pour une concentration en N3 RAL initiale 

de 5 µM. Une fois encore, l’adduit est formé dès les premières minutes de réaction, 

sans toutefois amener à la consommation de l’intégralité du rétinal azidé (Figure 115). 

On remarque par la suite une évolution corrélée des concentrations de l’adduit et du 

N3 RAL. Une fois encore, cela amène à penser à une cinétique d’ordre 2. On note 

néanmoins que la complétion de la réaction n’est pas atteinte, la concentration 

maximale détectée pour l’adduit étant de 3 µM au bout de 3 heures. Ceci pourrait 

s’expliquer par une éventuelle dégradation des réactifs dans le temps qu’il faudrait 

confirmer par des expériences de stabilité au cours du temps. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 114. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le TMTI et le N3 RAL (500 nM) dans l'éthanol. 

En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de l'adduit. 

En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées en 

triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration des pics correspondant respectivement 

au N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de rétention : 0.81 min). 
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Ainsi, nous avons montré que la réaction de cycloaddition entre le TMTI et le N3 RAL 

est rapide dans l’éthanol. On note que la concentration en rétinal azidé joue un rôle 

important quant à la vitesse et la complétion de la réaction, étayant une fois de plus 

l’hypothèse d’une réaction d’ordre 2. Il semble que sa concentration adéquate se situe 

entre 50 et 500 nM. En effet, à 50 nM la réaction atteint trop rapidement la complétion 

pour que les mesures soient fiables. En revanche, à 500 nM, cela demande 2 heures, 

qui pourraient, dans certaines matrices, être trop lent et conduire à la dégradation des 

réactifs et/ou du produit. Des expériences avec des concentrations intermédiaires 

seraient nécessaires pour affiner la gamme de concentration menant à une cinétique 

suffisamment rapide pour permettre le marquage des métabolites tout en étant assez 

lente pour permettre des mesures précises. 

 

4.6.3.  Cinétique de formation de l’adduit TMTI-N3 RAL dans le 

plasma 
  

Après avoir étudié la cinétique de la cycloaddition dans l’éthanol, il a été nécessaire 

d’en faire de même dans une matrice biologique. Ces tests ont été réalisés dans le 

Figure 115. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le TMTI et le N3 RAL (5 µM) dans l'éthanol. 

En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de l'adduit. 

En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées en 

triplicat. Les mesures ont été réalisées en triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration 

des pics correspondant respectivement au N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de 

rétention : 0.81 min). 
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plasma, matrice ne nécessitant pas d’homogénéisation, réduisant ainsi les 

incertitudes. Le protocole illustré en Figure 116 a été suivi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le N3 RAL a été mis en solution dans un mélange de plasma et d’eau en proportions 

1:2, afin de faciliter son extraction par la suite. Après ajout de 10 équivalents de la 

sonde de masse, la réaction a été agitée à 25 °C pendant 30 minutes, 1 heure, 2 

heures et 3 heures. A chaque point temporel, un échantillon a été prélevé et neutralisé 

avec 100 équivalents d’acide azido benzoïque. La matrice a été précipitée grâce à 

l’isopropanol. Après centrifugation, le surnageant a été récupéré, le solvant évaporé et 

les échantillons ont été congelés à -80 °C jusqu’à leur analyse. Ils ont alors été 

resuspendus dans une solution de formiate d’ammonium dans l’éthanol puis analysés 

par LC-MS et LC-MS/MS. 

Sur la Figure 117 est représentée l’évolution des concentrations en N3 RAL et en 

adduit pour une quantité initiale en N3 RAL de 50 nM. On remarque que l’adduit est 

formé dès le début de la réaction et que celle-ci est complète en quelques minutes si 

l’on se fie au point obtenu pour t~0 min. Toutefois, celui-ci n’est pas fiable puisque la 

concentration calculée pour l’adduit à ce point temporel est deux fois plus importante 

que celle initialement introduite en N3 RAL. On peut tout de même voir que le rétinal 

azidé semble totalement consommé après 5 min de réaction. La diminution de 

Figure 116. Les différentes étapes de la préparation des échantillons pour la cinétique dans le plasma de 

souris. Le liquide bleu clair montre la solution de formiate d'ammonium dans l'éthanol. t varie de 30 minutes 

à 3 heures. 
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concentration visible pour l’adduit pourrait s’expliquer par une dégradation de celui-ci 

par les composants de la matrice biologique. Également, il se pourrait que cela 

provienne d’une précipitation hétérogène entre les différents échantillons. Néanmoins, 

les mesures présentent des marges d’erreur importantes, en particulier pour les points 

à 2 et 3 heures. Il serait donc nécessaire de répéter ces analyses afin d’améliorer leur 

précision. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Par la suite, nous avons travaillé avec une concentration initiale de 500 nM en N3 RAL. 

Une fois encore, l’adduit est présent dès le début de la réaction avec une 

consommation totale du N3 RAL (Figure 118). Comme pour la concentration 

précédente, les premiers points font état d’une quantité d’adduit supérieure à celle du 

réactif, avec une grande variabilité des résultats. Également, une diminution de la 

quantité d’adduit formé est visible après 10 min de réaction, pouvant une nouvelle fois 

provenir d’une potentielle dégradation de la molécule. Une fois encore, il est 

indispensable de répéter l’expérience, en particulier sur les premiers points temporels, 

afin de préciser les valeurs obtenues.  

 

 

 

Figure 117. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le TMTI et le N3 RAL (50 nM) dans le plasma. 

En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de l'adduit. 

En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées en 

triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration des pics correspondant respectivement 

au N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de rétention : 0.81 min). 
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Nous avons terminé avec la concentration initiale de 5 µM d’azido rétinal (Figure 119). 

On note une évolution des concentrations très similaire à celle observée pour la 

concentration de 500 nM, pouvant être expliquée de la même façon.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En conclusion, les études cinétiques dans le plasma se sont révélées difficiles à 

interpréter, une partie des données n’étant pas cohérentes et présentant de fortes 

variabilités probablement en raison de la complexité de la matrice plasma. Il serait 

ainsi nécessaire de reproduire ces expériences de sorte à avoir une meilleure 

Figure 118. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le TMTI et le N3 RAL (500 nM) dans le 

plasma. En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de 

l'adduit. En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées 

en triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration des pics correspondant 

respectivement au N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de rétention : 0.81 min). 

Figure 119. Suivi cinétique de la réaction de cycloaddition entre le TMTI et le N3 RAL (5 µM) dans le plasma. 

En vert, on suit la concentration détectée de N3 RAL. En bleu, on suit la concentration détectée de l'adduit. 

En pointillés noirs a été marquée la concentration initiale de N3 RAL. Les mesures ont été réalisées en 

triplicat. Les concentrations ont été calculées grâce à l’intégration des pics correspondant respectivement 

au N3 RAL (temps de rétention : 2.77 min) et à l’adduit (temps de rétention : 0.81 min). 
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précision, en particulier sur des temps inférieurs à 20 minutes. Également, il faudrait 

réaliser des études de stabilité des réactifs et des adduits dans diverses matrices 

biologiques dans le temps afin de savoir si les diminutions de concentrations 

observées sont le résultat ou non d’une dégradation induite par la matrice. 

 

4.7. Conclusion 

Pour conclure, après de nombreuses difficultés, nous sommes parvenus à synthétiser 

la sonde BCN-TMPP. Toutefois, celle-ci possède des inconvénients majeurs tels que 

son hydrophobie, sa taille importante et sa difficulté de synthèse, qui nous ont poussés 

à la préparation d’une nouvelle sonde de masse, palliant ces inconvénients. Nous y 

sommes parvenus avec le TMTI, molécule compacte et facile à synthétiser. Ces deux 

sondes ont ensuite été comparées pour la détection de l’azido rétinal dans le plasma 

de souris. La formation de l’adduit entre le N3 RAL et le TMTI a permis de diviser la 

LOD et la LOQ par cinq, amenant une meilleure sensibilité de détection et de 

quantification du rétinoïde azidé. Par la suite, ce sont les profils de MS et MS2 des 

adduits qui ont été analysés, montrant une fragmentation plus intéressante de l’adduit 

TMTI-N3 RAL en comparaison avec l’adduit BCN-TMPP-N3 RAL. En effet, lors de 

l’ionisation, le TMTI permet d’obtenir six ions diagnostics tandis que le BCN-TMPP 

n’en apporte que trois. Également, les ions diagnostics du TMTI exhibent une partie 

ou la totalité de la structure du rétinoïde clické alors que le BCN-TMPP ne présente 

pas cet avantage. 

Nous avons ensuite tenté de comparer la cinétique de réaction de chacune des sondes 

avec l’azido rétinal. Nous sommes parvenus à mettre en lumière que la réaction suit 

une cinétique d’ordre 2, qui reste à confirmer par la détermination de l’équation de la 

vitesse. Également, nous avons vu que, dans l’éthanol, la formation de l’adduit TMTI-

N3 RAL se fait proprement. En revanche, dans le plasma, il semblerait qu’il subisse 

une dégradation. Pour le BCN-TMPP, il se pourrait que sa pureté impacte la formation 

de l’adduit et ainsi le suivi cinétique. Des expériences supplémentaires doivent donc 

être réalisées afin de compléter et d’étayer les résultats obtenus jusqu’à présent. 

Lorsque celles-ci auront été faites, il sera alors nécessaire de basculer vers d’autres 

matrices biologiques telles que le foie et le cerveau. Également, des tests avec 
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d’autres rétinoïdes azidés synthétiques devront être effectués de sorte à valider les 

précédents résultats. Une fois l’ensemble de ces travaux réalisés, il sera possible 

d’utiliser la méthodologie mise au point pour la détection de nouveaux métabolites 

dans des tissus biologiques. 
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CHAPITRE 5 – CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 

5.1. Conclusions 

Pour conclure, au cours de cette thèse, nous sommes parvenus à mettre au point une 

nouvelle méthode d’insertion tardive d’azoture en position allylique de composés 

polyéniques tels que les rétinoïdes. Bien que cette stratégie semble ne pouvoir être 

utilisée qu’avec des molécules aux longues chaines polyinsaturées, il a été possible 

de l’appliquer à l’ensemble des entrées de la cascade métabolique connue de la 

vitamine A. Également, cette méthode a pu être extrapolée à l’insertion sur la position 

C4 d’autres nucléophiles tels qu’un acétate ou un isocyanate. On peut ajouter que, par 

modulation de la source halogénée dans la réaction, l’aldéhyde du rétinal a été 

transformé en nitrile. De cette façon, vingt sondes moléculaires rétinoïdes distinctes 

ont pu être synthétisées. La moitié d’entre elles a été testée biologiquement de sorte 

à évaluer sa capacité à activer la transcription du récepteur RARα, principal récepteur 

de l’acide rétinoïque naturel. Grâce aux diverses structures de sondes, en particulier 

aux différents esters d’acide rétinoïque, il a été possible d’accéder à une sonde azidée 

ayant une activité quasiment identique à celle de l’acide rétinoïque naturel. Ainsi, elle 

pourra être employée pour des études ultérieures du métabolisme de la vitamine A.  

Par la suite, le rétinal azidé, rétinoïde ayant servi de référence durant l’ensemble de la 

thèse, a été utilisé pour l’imagerie cellulaire. Cet axe du projet visant à étudier la 

biodistribution et le stockage des rétinoïdes aux niveaux cellulaire et subcellulaire a 

également nécessité des sondes fluorescentes. Trois sondes distinctes ont ainsi été 

synthétisées avec succès puis testées sur cellules vivantes et fixées. 

Malheureusement, les résultats obtenus ne sont pas ceux qui étaient escomptés. En 

effet, l’une des sondes ne parvient pas à entrer dans les cellules, la seconde n’a pas 

une luminosité suffisante pour être visible tandis que la dernière conduit à un important 

marquage aspécifique. De cette façon, malgré la variété structurale des sondes, 

aucune n’a permis la visualisation intracellulaire des rétinoïdes. 

Enfin, dans le but de répondre au second axe du projet, à savoir la détection et 

l’identification de nouveaux métabolites de la vitamine A, deux sondes de masses ont 

été synthétisées. Elles ont ensuite été comparées quant à leur impact sur la détection 
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et la quantification de l’azido rétinal mais également sur la fragmentation de l’adduit. 

Cela a mis en lumière que la nouvelle seconde, le TMTI, était plus performante pour 

nos études que le classique BCN-TMPP. Ainsi, nous sommes parvenus à synthétiser 

une nouvelle sonde de masse avec des performances adaptées à la détection et à 

l’analyse de nouveaux métabolites de la vitamine A. La cinétique de cycloaddition avec 

chacune des sondes a également été étudiée, révélant une cinétique d’ordre 2 mais 

les travaux à ce sujet restent incomplets. 

 

5.2.  Perspectives 

5.2.1.  Axes 1 et 2 
 

Concernant les sondes moléculaires rétinoïdes, neuf d’entre elles n’ont pas encore été 

biologiquement testées. Les résultats qui seront obtenus sont déterminants pour la 

suite du projet. En effet, selon l’impact de chacune des modifications, il sera possible 

d’orienter de futures variations afin d’étendre la librairie de sondes. A titre d’exemple, 

le remplacement de l’aldéhyde par un nitrile pourrait conduire au développement d’une 

librairie d’antagonistes de RARα. De façon intéressante, il faudrait alors tester son 

activité sur d’autres récepteurs (RARβ, RARγ, RXRs…) pour voir si cette catégorie de 

molécules pourrait permettre d’en apprendre plus sur le fonctionnement de la vitamine 

A avec des récepteurs distincts de RARα. 

Pour ce qui est des sondes fluorescentes, plusieurs voies sont à explorer. Tout d’abord, 

les études visant à comprendre la sélectivité de marquage de la sonde TMTHSI-PEG3-

SulfoCy5 sont à poursuivre afin de pouvoir exploiter cette sélectivité. Ensuite, il est 

nécessaire de considérer l’usage de la CuAAC pour un premier niveau de visualisation 

des rétinoïdes dans les compartiments cellulaires et subcellulaires. Cela pourrait être 

fait avec les deux rétinoïdes synthétisés à cet effet décrits en 2.7.3. Enfin, les résultats 

obtenus tout au long de ces travaux nous ont conduit à penser que les propriétés 

physico-chimiques des sondes utilisées n’étaient pas adaptées à l’imagerie 

intracellulaire. Ainsi, il serait nécessaire de préparer une librairie de sondes avec une 

variation de différents paramètres de sorte à affiner progressivement les critères 

structuraux indispensables à la fonctionnalité recherchée de la sonde. 
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Pour finir, au sujet des analyses par masse, des expériences supplémentaires doivent 

donc être réalisées afin de compléter et d’étayer les résultats obtenus jusqu’à présent. 

En effet, la détection des rétinoïdes doit être étendue à d’autres matrices biologiques 

telles que le cerveau mais aussi à d’autres rétinoïdes azidés tels que l’azido acétate 

de rétinyle. Également, les études de la cinétique de cycloaddition doivent être 

reproduites et complétées. Une fois la méthodologie et les expériences préliminaires 

achevées, il sera possible de basculer sur la détection de nouveaux métabolites dans 

les tissus. 

 

5.2.2.  Troisième axe 
 

Comme expliqué en introduction, le projet a été découpé en trois axes dont le dernier 

n’a pas pu être réellement exploré durant cette thèse. Celui-ci porte sur l’étude des 

partenaires d’interaction endogènes de la vitamine A. Pour permettre ces travaux, 

nous avons choisi une approche de protéomique avec un marquage par photoaffinité. 

Ce type de marquage possède l’avantage majeur de former des liens covalents entre 

le groupement photoréactif utilisé et les protéines avec lesquelles il réagit. La sonde 

de protéomique devant porter l’ensemble des fonctions nécessaires, nous avons choisi 

de dérivatiser un rétinoïde (Figure 120). 

 

 

 

 

Comme illustré sur la Figure 120, ce rétinoïde a été équipé en position C4 d’un bras 

polyfonctionnel qui porte un groupement photoréactif et une fonction pour la 

récupération finale du complexe rétinoïde-protéines. Concernant cette dernière, il a 

été choisi d’insérer un alcyne terminal qui pourra, une fois la capture des partenaires 

effectuées, réagir avec une biotine azidée. Par la suite, les partenaires protéiques 

seront récupérées via un processus classique d’affinité biotine-streptavidine tel que 

présenté par Smith et Collins.429 Pour ce qui est du groupement photoréactif, c’est la 

diazirine qui a été retenue parmi les motifs existants. En effet, elle est de petite taille, 

forme un carbène hautement réactif et requière une courte irradiation à de hautes 

Figure 120. Structure choisie pour la sonde polyfonctionnelle dans les études protéomiques. 
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longueurs d’ondes (350 à 355 nm). Il s’agit également d’un motif stable à la 

température, au pH ainsi qu’aux conditions rédox.429 

Durant les derniers mois de la thèse, la synthèse de cette sonde a donc été entamée. 

Pour cela, deux synthons ont été retenus (Schéma 30). Ces synthons seront ensuite 

mis en réaction dans les conditions optimisées décrites dans le chapitre 2. 

 

 

 

Bien que le synthon B tel que présenté ici soit commercial, son prix est très élevé pour 

une quantité trop faible pour nos besoins, nous amenant à le synthétiser nous-même. 

C’est ce qui a été débuté en suivant le Schéma 31, résultat de différents travaux 

publiés dans la littérature.430,431,432 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les quatre premières étapes ont été réalisées avec succès, avec des rendements 

proches de ceux de la littérature. En revanche, la formation du motif diazirine s’est 

révélée problématique. En effet, lors des deux premières tentatives, une dégradation 

du réactif a été observée. Lors du dernier essai, un produit propre a pu être isolé mais 

il n’a pas été possible de confirmer par analyses qu’il s’agissait ou non du produit. Des 

analyses complémentaires auraient dû être menées mais par manque de temps cela 

n’a pas été possible. La synthèse de ce synthon ainsi que de la sonde seront donc à 

faire dans la suite du projet. 

Schéma 31. Schéma de synthèse du synthon B. 

Schéma 30. Synthons pour la formation de la sonde de protéomique. 
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CHAPITRE 6 - PARTIE EXPÉRIMENTALE 

6.1. Chemistry 

Unless otherwise indicated, reactions were carried out under an argon atmosphere in 

flame-dried glassware with magnetic stirring. Air and/or moisture-sensitive liquids were 

transferred via syringe. When required, solutions were degassed by argon bubbling 

through a needle. Organic solutions were concentrated by rotary evaporation at 25-80 

°C and 15- 30 torr. Volume ratios are indicated when referring to mixtures of solvents 

(e.g. DCM/MeOH 95:5). 

  

6.1.1.  Materials 
 

All reagents were obtained from commercial sources and used without prior 

purifications. Dry solvents were obtained from Merck. Analytical thin layer 

chromatography (TLC) was performed using plates cut from aluminium sheets 

(ALUGRAM Xtra SIL G/UV254 from Macherey-Nagel). Visualization was achieved 

under a 254 or 365 nm UV light and by immersion in an appropriate staining solution. 

Silica gel for column chromatography was purchased from Merck (Geduran® Si 60, 

40-63 μm). Column flash chromatography was carried out using silica gel G-25, G-12 

or G-4 (40- 63 μm) from Macherey-Nagel or Büchi.  

 

6.1.2.  Instrumentation and methods associated  
 

1H and 13C NMR spectra were recorded at 23 °C on Bruker Avance III - 400 MHz / 500 

MHz spectrometers. Recorded shifts are reported in parts per million (δ) and calibrated 

using residual nondeuterated solvent. Data are represented as follows: chemical shift, 

integration, multiplicity (s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, m = multiplet, br 

= broad, app = apparent), coupling constant (J, Hz) and assignment for 1H NMR data. 

Analytical LC-MS analyses were carried out on Waters 2695 separations module 

equipped with Waters 2487 UV detector, Waters Acquity QDa mass detector and 

CORTECS, 2.7 μm, C18, 50 x 4.6 mm column. The flow rate was 1 mL/min and the 

solvent system was composed as follows: solvent A: 0.05% TFA in water; solvent B: 
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acetonitrile. Unless indicated otherwise, the gradient run was 0 to 5 min. – 5% to 95% 

B; 5 to 6 min. – 95% B; 6 to 7 min. – 5% B. Mass detector was operated in positive MS 

Scan mode with 600 °C probe temperature, 1.5 kV capillary voltage and 10 V cone 

voltage.  

High-resolution mass spectra (HRMS) were obtained using an Agilent Q-TOF (time of 

flight) 6520.  

IR spectra were recorded in a Thermo-Nicolet FT/IR-380 spectrometer. Spectra were 

interpreted with OMNIC 9 software and are reporter in cm-1. The abbreviations used 

are w (weak), m (medium), s (strong). 

Purifications by preparative HPLC were carried out on a Waters 600 controller system 

(pumps: Waters Delta 600; detector: Waters 2489 UV/Vis) equipped with a SunFire™ 

Prep C18 OBD 5 µM 19×150 mm column (Waters), using water (0.1% TFA, solvent A) 

and acetonitrile (solvent B) as a solvent system with a flow rate of 17 mL.min-1.  

Purifications by Flash Chromatography were carried out on a Buchi Pure C-815 Flash.  

 

6.1.3.  General information 
 

All the work on retinoids was performed in the dark, under red light. They were stored 

at -20 °C, under Argon, in flask perfectly covered with aluminum foil. 

All the azido retinoids, except for azido retinal, were obtained as a mixture of isomers. 

According to proton NMR, based on the integration of the proton in α position of the 

azide, the isomerization ratio between all-trans retinoid and the second isomer is 

85/15. 

All reactions including photosensitive molecules were conducted in the dark.  

All the reactions with scale inferior or equal to 1 mg were conducted in plastic 

Eppendorfs.  

For all the reactions using PEGs, starting PEGs were previously dried for 1 hour at 50 

°C under vacuum. 
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6.1.4.  General procedure for Sonogashira couplings 
 

In a flask previously dried at 100 °C for 24 h were put the solvent and the base. The 

mixture was then frozen in liquid nitrogen and put under strong vacuum. When the 

mixture was fully liquid again, a bubbling of Argon was done for 2 minutes. This 

operation was repeated three times. In another dry flask were put the stirring bar, the 

two catalysts and one of the two starting materials. The previously degassed mixture 

was then added, and the total mixture was degassed four times following the same 

procedure. The mixture was finally let to warm up to room temperature and the second 

starting material was added. In the case of a reaction conducted under reflux, the reflux 

system was previously dried and flushed with Argon. The entire system was then put 

under Argon. 

 

6.1.5.  Chemical syntheses and characterizations 
 

Compound 1 - (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-trimethylcyclohexenyl)-3,7-

dimethyl-nona-2,4,6,8-tetraenal 

 

To a stirred solution of all-trans retinal (150 mg, 0.53 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.5 

mL) was added NBS (103.2 mg, 0.58 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 

°C. After 10 min of stirring at -20 °C, a suspension of TBAN3 (658.5 mg, 2.65 mmol, 

5.0 equiv.) in dry DCM (4.1 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture 

was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica 

pad, rinsed with DCM (30 mL) and diethyl ether (30 mL). The filtrate was concentrated 

under vacuum. The crude was purified by column chromatography (95/5 to 85/15 

Pentane/Et2O) to afford 1 (38.9 mg, 0.12 mmol, 22% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.40 (80/20 Pentane/Et2O). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 10.10 (1H, d, J= 8.1 Hz, H1), 7.11 (1H, dd, J= 15.1, 11.5 

Hz, H5), 6.39 (1H, d, J= 15.1 Hz, H4), 6.30 – 6.15 (3H, m, H6, H8, H9), 5.97 (1H, d, J= 

8.1 Hz, H2), 3.70 (1H, t, J= 4.6 Hz, H13), 2.32 (3H, d, J= 1.1 Hz, H3), 2.02 (3H, d, J= 

1.2 Hz, H7), 1.95 (1H, m, H12), 1.89 – 1.83 (1H, m, H12), 1.82 (3H, s, H14), 1.71 – 

1.61 (1H, m, H11), 1.46 (1H, m, H11), 1.04 (6H, d, J= 6.5 Hz, H10). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 191.2, 154.6, 144.3, 140.4, 138.8, 135.5, 132.2, 130.7, 

129.5, 128.0, 126.1, 62.5, 34.8, 34.8, 29.4, 27.5, 25.8, 19.9, 13.2, 13.1. 

LRMS (ESI+) calc. for C20H27N3O ([M+H]+): 326.22; found: 326.23. 

 

Compound 2 - 2,2'-((1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15E,17E)-3,7,12,16-

tetramethyloctadeca-1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaene-1,18-diyl)bis(6-azido-

1,3,3-trimethylcyclohexene) 

 

To a stirred solution of all-trans beta carotene (250 mg, 0.47 mmol, 1.0 equiv.) in dry 

DCM (2.6 mL) was added NBS (183.3 mg, 1.03 mmol, 2.2 equiv.) in one portion as a 

solid at -20 °C. After 10 min of stirring at -20 °C, a solution of TBAN3 (1.34 g, 4.7 mmol, 

10.0 equiv.) in dry DCM (2.6 mL) was added. The resulting mixture was stirred for 2 h, 

allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica pad, rinsed with DCM 

(70 mL) and diethyl ether (70 mL). The filtrate was concentrated under vacuum. Crude 

product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% 

Petroleum ether for 3 min then 100% Petroleum ether to 98/2 Petroleum ether/Ethyl 

Acetate in 30 min) to afford 2 (126.6 mg, 0.35 mmol, 94% yield) as a dark red oil. 

Rf= 0.38 (98/2 PET/ EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 6.74 – 6.58 (4H, m, H6, H6’, H10, H10’), 6.44 – 6.04 

(10H, m, H7, H7’, H9, H9’, H11, H11’, H13, H13’, H14, H14’), 3.77 – 3.67 (2H, m, H4, 

H4’), 2.00 – 1.92 (14H, m, H3, H3’, H8, H8’, H12, H12’), 1.90 – 1.86 (2H, m, H3, H3’), 
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1.84 (6H, s, H5, H5’), 1.66 (2H, m, H2, H2’), 1.51 – 1.42 (2H, m, H2, H2’), 1.05 (12H, 

d, J= 7.1 Hz, H1, H1’). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 144.7, 139.6, 138.2, 135.6, 135.4, 133.0, 132.3, 130.4, 

125.3, 125.1, 125.0, 62.8, 34.9, 34.8, 29.5, 27.5, 25.9, 20.0, 13.0, 13.1. 

HRMS (APPI+) calc. for C40H54N6 ([M-H2N3+H+]): 576.43; found: 576.44. 

 

Compound 3 - (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-trimethylcyclohexenyl)-7-

methylnona-2,4,6,8-tetraenyl acetate 

 

To a stirred solution of retinyl acetate (100 mg, 0.30 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.1 

mL) was added NBS (58.7 mg, 0.33 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 

°C. After 10 min of stirring at -20 °C, a solution of TBAN3 (426.7 mg, 1.5 mmol, 5.0 

equiv.) in dry DCM (2.2 mL) was added. The resulting mixture was stirred for 2 h, 

allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica pad, rinsed with DCM 

(20 mL) and diethyl ether (20 mL). The filtrate was concentrated under vacuum. Crude 

product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% 

Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 90/10 Cyclohexane/ Ethyl acetate 

in 30 min) to afford 3 (22.8 mg, 0.06 mmol, 21% yield) as a slightly yellow oil. 

Rf= 0.31 (96/4 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 6.71 – 6.57 (1H, m, H6), 6.36 – 6.07 (4H, m, H5, H7, 

H9, H10), 5.67 – 5.45 (1H, m, H3), 4.73 (2H, m, H2), 3.70 (1H, t, J = 4.2 Hz, H14), 2.09 

– 2.04 (3H, m, H1), 1.96 (3H, s, H8), 1.89 (3H, s, H4), 1.83 (3H, s, H15), 1.72 – 1.60 

(2H, m, H13), 1.54 – 1.39 (2H, m, H12), 1.04 (6H, dd, J = 6.1, 4.0 Hz, H11). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 171.1, 144.6, 139.3, 139.0, 136.8, 135.9, 131.4, 125.6, 

125.4, 125.3, 125.2, 62.6, 61.4, 34.8, 29.5, 27.5, 25.8, 21.1, 19.9, 12.8. 

HRMS (ESI+) calc. for C22H31N3O2 ([M+H]+): 370.2489; found: 370.2499. 
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Compound 4 - Methyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethylcyclohexenyl) nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (250 mg, 0.83 mmol, 1 equiv.) in dry MeOH (3.2 

mL) and dry THF (10 mL) was added trimethylsilyldiazomethane (4.2 mL, 0.6 M in 

hexane, 2.50 mmol, 3 equiv.). The mixture was stirred at RT for 1 h then concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 4 (226 mg, 0.72 mmol, 87% yield) as a 

yellow solid. 

Rf= 0.33 (96/4 CyH/EtOAc) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.00 (1H, dd, J= 15.0, 11.4 Hz, H5), 6.30 (1H, d, J= 3.8 

Hz, H4), 6.27 (1H, d, J= 4.9 Hz, H9), 6.15 (1H, s, H6), 6.13 (1H, d, J= 5.7 Hz, H8), 5.78 

(1H, s, H2), 3.71 (3H, s, H1), 2.36 (3H, s, H3), 2.05 – 2.01 (2H, m, H13), 2.00 (3H, s, 

H7), 1.71 (3H, s, H14), 1.65 – 1.58 (2H, m, H12), 1.49 – 1.45 (2H, m, H11), 1.03 (6H, 

s, H10) 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 167.8, 153.2, 139.8, 137.8, 137.4, 135.2, 131.3, 130.2, 

129.6, 128.9, 118.2, 51.1, 39.7, 34.4, 33.3, 29.1, 21.9, 19.4, 14.0, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C21H30O2 ([M+H] +): 315.2319; found: 315.2330. 
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Compound 5 - Methyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-trimethylcyclohexenyl)-

3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of methyl retinoate 4 (120 mg, 0.38 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM 

(1.4 mL) was added NBS (74.8 mg, 0.42 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at 

-20 °C. The mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (543.4 

mg, 1.91 mmol, 5.0 equiv.) in dry DCM (2.7 mL) was added dropwise at -20 °C. The 

resulting mixture was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered 

on a short silica pad, rinsed with DCM (20 mL) and diethyl ether (20 mL). The filtrate 

was concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column 

Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane for 5 min then 100% 

Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 5 (77.2 mg, 0.22 

mmol, 57% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.33 (96/4 CyH/EtOAc) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.08 – 6.91 (1H, m, H5), 6.71 – 6.06 (4H, m, H4, H6, 

H8, H9), 5.82 – 5.64 (1H, m, H2), 3.75 (1H, t, J= 4.3 Hz, H13), 3.70 (3H, d, J= 3.0 Hz, 

H1), 2.38 – 2.04 (3H, m, H3), 1.99 (3H, dd, J= 3.1, 1.2 Hz, H7), 1.97 – 1.86 (2H, m, 

H12), 1.86 – 1.80 (3H, m, 14), 1.65 (1H, m, H11), 1.45 (1H, m, H11), 1.08 – 1.00 (6H, 

m, H10). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 167.7 152.9, 144.4, 139.2, 139.1, 138.9, 136.1, 130.9, 

127.1, 125.8, 118.8, 62.6, 51.2, 34.8, 29.5, 27.5, 25.8, 19.9, 14.0, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C21H29N3O2 ([M+Na]+): 378.2152; found: 378.2162. 
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Compound 6 - Ethyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (250 mg, 0.83 mmol, 1.0 equiv.) in dry DMF (8.3 

mL) was added cesium carbonate (324.5 mg, 1.00 mmol, 1.2 equiv.). After 10 min of 

stirring at RT, ethyl iodide (80 µL, 1.00 mmol, 1.2 equiv.) was added and the resulting 

mixture stirred at RT for 16 h. The crude was diluted in DCM (30 mL), brine was added 

(80 mL). Phases were separated and organic phase washed with brine (4x80 mL). 

Organic phases were dried on MgSO4, filtered, and concentrated under vacuum. 

Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 

100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Ethyl 

acetate in 20 min) to afford 6 (233.1 mg, 0.71 mmol, 86% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.40 (100% CyH). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 6.98 (1H, dd, J= 15.1, 11.4 Hz, H6), 6.28 (1H, s, H5), 

6.25 (1H, d, J= 5.1 Hz, H10), 6.14 (1H, s, H7), 6.11 (1H, d, J= 4.9 Hz, H9), 5.76 (1H, 

s, H3), 4.16 (2H, q, J= 7.2 Hz, H2), 2.34 (3H, s, H4), 2.01 (2H, d, J= 6.5 Hz, H14), 1.99 

(3H, s, H8), 1.70 (3H, s, H15), 1.63 – 1.57 (2H, m, H13), 1.48 – 1.43 (2H, m, H12), 

1.27 (3H, t, J= 7.1 Hz, H1), 1.02 (6H, s, H11). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 167.3, 152.8, 139.6, 137.8, 137.4, 135.3, 131.0, 130.0, 

129.6, 128.7, 118.7, 59.7, 39.7, 34.4, 33.2, 29.1, 21.8, 19.3, 14.5, 13.9, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C22H32O2 ([M+H]+): 329.2475; found: 329.2483. 
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Compound 7 - Ethyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-trimethylcyclohexenyl)-

3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of ethyl retinoate 6 (120 mg, 0.37 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM 

(1.5 mL) was added NBS (78.3 mg, 0.44 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at 

-20 °C. The mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (526 mg, 

1.85 mmol, 5.0 equiv.) in dry DCM (2.5 mL) was added dropwise at -20 °C. The 

resulting mixture was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered 

on a short silica pad, rinsed with DCM (25 mL) and diethyl ether (25 mL). The filtrate 

was concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column 

Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% 

Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Ethyl Acetate in 20 min) to afford 7 (128.3 mg, 0.35 

mmol, 94% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.35 (99/1 CyH/EtOAc). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.09 – 6.87 (1H, m, H6), 6.72 – 6.02 (4H, m, H5, H7, 

H9, H10), 5.84 – 5.60 (1H, m, H3), 4.15 (2H, qd, J= 7.1, 2.6 Hz, H2), 3.76 – 3.65 (1H, 

m, H14), 2.36 – 2.02 (3H, m, H4), 1.99 (3H, m, H8), 1.96 – 1.85 (2H, m, H13), 1.86 – 

1.77 (3H, m, H15), 1.64 (1H, m, H12), 1.50 – 1.40 (1H, m, H12), 1.27 (3H, td, J= 7.1, 

1.3 Hz, H1), 1.06 – 1.00 (6H, m, H11). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 167.2, 152.5, 139.1, 139.0, 138.7, 136.1, 130.8, 130.6, 

127.0, 125.7, 119.2, 62.5, 59.8, 34.7, 29.4, 27.4, 25.8, 19.8, 14.4, 13.9, 12.9. 

HRMS (ESI+) calc. for C22H31N3O2 ([M+Na]+): 392.2308; found: 392.2314. 
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Compound 8 - Tert-butyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)nona-2,4,6,8-tetraenoate  

 

To a stirred solution of retinoic acid (1 g, 3.33 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (34 mL) 

were added oxalyl chloride (314 µL, 3.66 mmol, 1.1 equiv.) and dry DMF (20 µL, 0.33 

mmol, 0.1 equiv.) at 0 °C. After 30 min of stirring at 0 °C, tert-butanol (15.8 mL, 166.50 

mmol, 50.0 equiv.) and dry pyridine (0.8 mL, 9.99 mmol, 3.0 equiv.) were added. The 

resulting mixture was stirred at 35 °C for 16 h then concentrated under vacuum. The 

crude was diluted in DCM (30 mL), brine was added (30 mL). Phases were separated 

and product extracted with DCM (3x30 mL). Organic phases were dried on MgSO4, 

filtered, and concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column 

Chromatography (25 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% 

Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 8 (1.09 g, 3.06 

mmol, 92% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.34 (100% CyH). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 6.95 (1H, dd, J= 15.0, 11.3 Hz, H5), 6.28 (1H, s, H4), 

6.24 (1H, s, H9), 6.15 (1H, s, H6), 6.11 (1H, s, H8), 5.70 (1H, s, H2), 2.31 (3H, d, J= 

1.2 Hz, H3), 2.04-2.00 (2H, m, H13), 1.99 (3H, s, H7),1.71 (3H, s, H14), 1.66 – 1.57 

(2H, m, H12), 1.49 (9H, s, H1),  1.47 – 1.43 (2H, m, H11), 1.02 (6H, s, H10). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 166.9, 151.5, 139.2, 137.9, 137.5, 135.6, 130.5, 130.0, 

129.8, 128.5, 120.8, 79.9, 39.8, 34.4, 33.2, 29.1, 28.5, 21.9, 19.4, 13.8, 13.2. 

 LRMS (ESI+) calc. for C24H36O2 ([M+H+].): 357.28; found: 357.28. 
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Compound 9 - Tert-butyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of tert-butyl retinoate 8 (1.26 g, 3.5 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM 

(20 mL) was added NBS (685.3 mg, 3.9 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at 

-20 °C. The mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (4.98 g, 

17.5 mmol, 5.0 equiv.) in dry DCM (17 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting 

mixture was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short 

silica pad, rinsed with DCM (50 mL) and Et2O (50 mL). The filtrate was concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (25 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 5 min then 100% Cyclohexane to 95/5 

Cyclohexane/Ethyl Acetate in 40 min) to afford 9 (859.3 mg, 2.16 mmol, 62% yield) as 

a yellow oil. 

Rf= 0.35 (99/1 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH  6.95 (1H, m, H5), 6.72 – 6.03 (4H, m, H4, H6, H8, H9), 

5.77 – 5.53 (1H, m, H2), 3.77 – 3.65 (1H, m, H13), 2.44 – 2.01 (3H, m, H3), 1.98 (3H, 

m, H7), 1.96 – 1.86 (2H, m, H12), 1.85 – 1.79 (3H, m, H14), 1.71 – 1.59 (1H, m, H11), 

1.48 (9H, s, H1), 1.44 (1H, m, H11), 1.07 – 1.01 (6H, m, H10). 

 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 166.8, 151.2, 139.3, 139.1, 138.4, 136.5, 131.0, 130.1, 

126.8, 125.7, 121.3, 80.0, 62.6, 34.9, 34.8, 29.5, 28.5, 21.0, 19.9, 13.8, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C24H35N3O2 ([M+Na]+): 420.2621; found: 420.2631. 

 

 

 

 

 

 



202 | P a g e  
 

Compound 10 - 2,2,2-trichloroethyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethyl-cyclohexenyl)-nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (150 mg, 0.50 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (5.1 

mL) were added oxalyl chloride (47 µL, 0.55 mmol, 1.1 equiv.) and dry DMF (4 µL, 0.05 

mmol, 0.1 equiv.) at 0 °C. After 30 min of stirring at 0 °C, 2-methylbut-3-en-2-ol (2.6 

mL, 25.0 mmol, 50.0 equiv.) and dry pyridine (121 µL, 1.50 mmol, 3.0 equiv.) were 

added. The resulting mixture was stirred at 35 °C overnight then concentrated to 

dryness. The crude was diluted in ethyl acetate (20 mL), brine was added (20 mL). 

Phases were separated and product extracted with ethyl acetate (3x20 mL). Organic 

phases were dried on MgSO4, filtered, and concentrated under vacuum. Crude product 

was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane 

for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Ethyl acetate in 20 min) to 

afford 10 (201.8 mg, 0.47 mmol, 93% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.27 (100% CyH). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.07 (1H, dd, J = 15.0, 11.4 Hz, H5), 6.32 (2H, m, H4, 

H9), 6.15 (2H, m, H6, H8), 5.89 (1H, s, H2), 4.79 (2H, s, H1), 2.40 (3H, s, H3), 2.05 – 

2.00 (5H, m, H7, H13), 1.72 (3H, s, H14), 1.66 – 1.58 (2H, m, H12), 1.50 – 1.44 (2H, 

m, H11), 1.03 (6H, s, H10). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 165.3, 155.9, 140.7, 137.8, 137.3, 134.7, 132.4, 130.4, 

129.4, 116.5, 95.6, 73.8, 39.8, 34.4, 33.3, 29.1, 21.9, 19.4, 14.4, 13.1. 

HRMS (APCI) calc. for C22H29Cl3O2 ([M+H]+): 431.1306 ; found: 431.1314. 
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Compound 11 - 2,2,2-trichloroethyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-

trimethylcyclo-hexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of 10 (125 mg, 0.29 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.0 mL) was 

added NBS (57 mg, 0.32 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The 

mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (412.5 mg, 1.45 mmol, 

5.0 equiv.) in dry DCM (2.1 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture 

was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica 

pad, rinsed with DCM (30 mL) and diethyl ether (30 mL). The filtrate was concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 90/10 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 11 (91.7 mg, 0.19 mmol, 65% yield) as 

a yellow oil. 

Rf = 0.30 (99/1 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.05 (1H, m, H5), 6.72 – 6.08 (4H, m, H4, H6, H8, H9), 

5.93 – 5.73 (1H, m, H2), 4.79 (2H, s, H1), 3.78 – 3.68 (1H, m, H13), 2.40 (2H, s, H3), 

2.13 (1H, s, H3), 2.02 (3H, s, H7), 1.99 – 1.87 (2H, m, H11, H12), 1.83 (3H, s, H14), 

1.66 (1H, m, H12), 1.46 (1H, m, H11), 1.09 – 0.93 (6H, m, H10). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 165.2, 155.6, 144.3, 139.6, 138.9, 135.5, 133.2, 131.9, 

130.7, 127.6, 125.9, 117.0, 95.5, 73.8, 62.6, 34.8, 29.5, 27.5, 25.8, 19.9, 14.4, 13.1. 

HRMS (APCI) calc. for C22H28Cl3N3O2 ([M+H]+): 429.1149 ; found: 429.1149. 
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Compound 12 - Methoxymethyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethylcyclo-hexenyl)nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (150 mg, 0.5 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (7.5 mL) 

was added chloromethyl methyl ether (60 µL, 0.75 mmol, 1.5 equiv.) at 0 °C. DIPEA 

(135 µL, 1.0 mmol, 2.0 equiv.) was slowly added at 0 °C and the resulting mixture 

stirred overnight at RT. Water (15 mL) was added to the mixture then phases 

separated. Organic phases were washed with HCl (1M aq., 15 mL), water (15 mL), 

NaOH (1M aq., 15 mL), brine (15 mL) then dried on MgSO4, filtered, and concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (4 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 

Cyclohexane/Ethyl Acetate in 20 min) to afford 12 (169.5 mg, 0.49 mmol, 98% yield) 

as a yellow oil. 

Rf= 0.31 (97/3 CyH/EtOAc). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.03 (1H, dd, J= 15.0, 11.4 Hz, H6), 6.31 (1H, d, J= 4.9 

Hz, H5), 6.28 (1H, d, J= 5.9 Hz, H10), 6.16 (1H, s, H7), 6.13 (1H, d, J= 6.6 Hz, H9), 

5.80 (1H, s, H3), 5.28 (2H, s, H2), 3.48 (3H, s, H1), 2.38 (3H, s, H4), 2.06 – 2.02 (2H, 

m, H14), 2.01 (3H, s, H8), 1.72 (3H, s, H15), 1.65 – 1.59 (2H, m, H13), 1.49 – 1.45 

(2H, m, H12), 1.03 (6H, s, H11). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 166.6, 154.5, 140.2, 137.8, 137.4, 135.1, 131.7, 130.3, 

129.5, 129.1, 117.8, 89.9, 57.6, 39.8, 34.4, 33.3, 29.1, 21.9, 19.4, 14.2, 13.1. 

HRMS (ESI+) calc. for C22H32O3 ([M+Na]+): 367.2244; found: 367.2263. 
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Compound 13 - Methoxymethyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-

trimethylcyclohexen-yl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution 12 (100 mg, 0.29 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.0 mL) was added 

NBS (57 mg, 0.32 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The mixture 

was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (412.5 mg, 1.45 mmol, 5.0 

equiv.) in dry DCM (2.1 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was 

stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica pad, 

rinsed with DCM (20 mL) and diethyl ether (20 mL). The filtrate was concentrated under 

vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid 

loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 93/7 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 13 (82.3 mg, 0.21 mmol, 74% yield) as 

a yellow oil. 

Rf= 0.31 (95/5 CyH/EtOAc). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.12 – 6.94 (1H, m, H6), 6.36 – 6.09 (4H, m, H5, H7, 

H9, H10), 5.84 – 5.63 (1H, m, H3), 5.28 (2H, d, J= 2.5 Hz, H2), 3.77 – 3.68 (1H, m, 

H14), 3.48 (3H, d, J= 2.5 Hz, H1), 2.40 – 2.07 (3H, m, H4), 2.00 (3H, d, J= 5.1 Hz, H8), 

1.97 – 1.86 (2H, m, H12), 1.86 – 1.81 (3H, m, H15), 1.66 (1H, m, H13), 1.50 – 1.44 

(1H, m, H13), 1.07 – 1.02 (6H, m, H11). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 166.5, 154.2, 144.4, 139.3, 139.0, 135.9, 131.3, 130.8, 

127.3, 125.9, 118.4, 90.0, 62.6, 57.6, 34.8, 29.5, 27.5, 25.8, 19.9, 14.1, 13.1. 

HRMS (ESI+) calc. for C22H32N3O3 ([M+Na]+): 408.2258; found: 408.2272. 
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Compound 14 - (3-methyloxetan-3-yl)methyl(2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-

(2,6,6-trimethylcyclohexenyl) nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (200 mg, 0.67 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (6.7 

mL) were added DCC (152.7 mg, 0.74 mmol, 1.1 equiv.), DMAP (81.9 mg, 0.67 mmol, 

1.0 equiv.) and (3-methyloxetan-3-yl)methanol (74 µL, 0.74 mmol, 1.1 equiv.). 

Resulting mixture was stirred at RT for 2 h then DCM (30 mL) and water (30 mL) were 

added. Phases were separated, product extracted with DCM (3x30 mL). Organic 

phases were washed with brine (30 mL), dried on MgSO4, filtered and concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 90/10 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 14 (188 mg, 0.49 mmol, 73% yield) as 

a yellow oil. 

Rf= 0.31 (90/10 CyH/EtOAc). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.02 (1H, dd, J= 15.0, 11.4 Hz, H8), 6.31 (1H, s, H7), 

6.27 (1H, d, J= 2.8 Hz, H12), 6.16 (1H, s, H9), 6.13 (1H, d, J= 3.5 Hz, H11), 5.82 (1H, 

s, H5), 4.56 (2H, d, J= 5.9 Hz, H1, H2), 4.39 (2H, d, J= 6.0 Hz, H1’, H2’), 4.20 (2H, s, 

H4), 2.37 (3H, s, H6), 2.03 (2H, m, H16), 2.01 (3H, s, H10), 1.71 (3H, s, H17), 1.66 – 

1.58 (2H, m, H15), 1.50 – 1.44 (2H, m, H14), 1.36 (3H, s, H3), 1.03 (6H, s, H13). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 167.1, 153.3, 144.3, 139.0, 138.9, 135.8, 131.0, 130.7, 

127.1, 125.7, 118.4, 79.7, 68.1, 62.5, 39.2, 34.7, 29.4, 27.4, 25.7, 21.3, 19.8, 14.0, 

12.9. 

HRMS (ESI+) calc. for C25H36O3 ([M+H]+): 385.2737; found: 385.2747. 
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Compound 15 - (3-methyloxetan-3-yl)methyl(2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)-3,7-dimethylnona- 2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution 14 (188 mg, 0.49 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.8 mL) was added 

NBS (96.1 mg, 0.54 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The mixture 

was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (697 mg, 2.45 mmol, 5.0 

equiv.) in dry DCM (3.5 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was 

stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica pad, 

rinsed with DCM (30 mL) and diethyl ether (30 mL). The filtrate was concentrated under 

vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid 

loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 80/20 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 35 min) to afford 15 (133.1 mg, 0.31 mmol, 64% yield) 

as a yellow oil. 

Rf= 0.33 (85/15 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.10 – 6.91 (1H, m, H8), 6.38 – 6.05 (4H, m, H7, H9, 

H11, H12), 5.87 – 5.69 (1H, m, H5), 4.56 (2H, d, J = 5.9 Hz, H1’, H2’), 4.40 (2H, d, J = 

5.9 Hz, H1, H2), 4.20 (2H, s, H4), 3.76 – 3.68 (1H, m, H16), 2.37 (2H, d, J = 1.2 Hz, 

H6), 2.09 (1H, d, J = 1.2 Hz, H6), 2.01 (3H, s, H10), 1.98 – 1.87 (2H, m, H14, H15), 

1.87 – 1.77 (3H, m, H17), 1.66 (1H, m, H14), 1.47 (1H, m, H15), 1.36 (3H, s, H3), 1.07 

– 1.02 (6H, m, H13). 

13C NMR (176 MHz, CDCl3) δC 167.1, 153.3, 144.3, 138.9, 135.8, 132.2, 131.5, 131.0, 

130.7, 127.1, 118.4, 79.7, 68.1, 62.5, 39.2, 34.7, 29.4, 27.4, 25.7, 21.3, 19.8, 14.0, 

12.9. 

HRMS (ESI+) calc. for C25H35N3O3 ([M+Na]+): 448.2571; found: 448.2582. 
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Compound 16 - (Pivaloyloxy)methyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethyl-cyclohexenyl)nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (150 mg, 0.5 mmol, 1.0 equiv.) in dry DMF (5 mL) 

was added DIPEA (170 µL, 1.0 mmol, 2.0 equiv.) and chloromethyl pivalate (120 µL, 

0.84 mmol, 1.7 equiv.). Resulting mixture was stirred at RT overnight then diluted in 

DCM (40 mL). Organic phase was washed with brine (5x50 mL), dried on MgSO4, 

filtered and concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column 

Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% 

Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 16 (129 mg, 0.31 

mmol, 62% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.23 (98/2 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.04 (1H, dd, J = 15.0, 11.4 Hz, H6), 6.31 (1H, d, J = 5.7 

Hz, H5), 6.27 (1H, d, J = 4.7 Hz, H10), 6.16 (1H, s, H7), 6.12 (1H, d, J = 4.4 Hz, H9), 

5.80 (2H, s, H2), 5.78 (1H, s, H8), 2.36 (3H, s, H4), 2.05 – 1.97 (5H, m, H8, H14), 1.71 

(3H, s, H15), 1.65 – 1.57 (2H, m, H13), 1.50 – 1.43 (2H, m, H12), 1.21 (9H, s, H1), 

1.02 (6H, s, H11). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 177.5, 165.4, 155.5, 140.5, 137.8, 137.3, 134.8, 132.1, 

130.3, 129.5, 129.2, 116.9, 79.3, 39.7, 38.9, 34.4, 33.2, 29.1, 27.0, 21.9, 19.3, 14.2, 

13.1. 

HRMS (ESI+) calc. for C26H38O4 ([M+H]+): 415.2843; found: 415.2855. 

  

 

 

 

 



209 | P a g e  
 

Compound 17 - (Pivaloyloxy)methyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-

trimethylcyclo-hexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution 16 (129 mg, 0.31 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.1 mL) was added 

NBS (60.5 mg, 0.34 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The mixture 

was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (444 mg, 1.56 mmol, 5.0 

equiv.) in dry DCM (2.2 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was 

stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica pad, 

rinsed with DCM (25 mL) and diethyl ether (25 mL). The filtrate was concentrated under 

vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid 

loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 17 (97 mg, 0.21 mmol, 69% yield) as a 

yellow oil. 

Rf= 0.33 (85/15 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.01 (1H, m, H6), 6.74 – 6.03 (4H, m, H5, H7, H9, H10), 

5.84 – 5.62 (3H, m, H2, H3), 3.77 – 3.67 (1H, m, H14), 2.35 (2H, d, J= 7.2 Hz, H4), 

2.07 (1H, d, J = 6.4 Hz, H4), 2.02 – 1.97 (3H, s, H8), 1.97 – 1.85 (2H, m, H12, H13), 

1.81 (3H, s, H15), 1.65 (1H, m, H13), 1.45 (1H, m, H12), 1.20 (9H, s, H1), 1.06 – 1.00 

(6H, m, H11). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 177.4, 165.3, 155.2, 144.3, 139.5, 138.9, 135.6, 131.7, 

130.7, 127.4, 125.9, 117.4, 79.3, 62.5, 38.9, 34.7, 29.4, 27.5, 27.0, 25.8, 19.9, 14.2, 

13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C26H37N3O4 ([M+Na]+): 478.2676; found: 478.2664. 
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Compound 18 - 2-methylbut-3-en-2-yl (2E,4E,6E,8E) -3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethyl-cyclohexenyl)nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (150 mg, 0.50 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (5.1 

mL) were added oxalyl chloride (47 µL, 0.55 mmol, 1.1 equiv.) and dry DMF (4 µL, 0.05 

mmol, 0.1 equiv.) at 0 °C. After 30 min of stirring at 0 °C, 2-methylbut-3-en-2-ol (2.6 

mL, 25.0 mmol, 50.0 equiv.) and dry pyridine (121 µL, 1.50 mmol, 3.0 equiv.) were 

added. The resulting mixture was stirred at 35 °C overnight then concentrated to 

dryness. The crude was diluted in ethyl acetate (20 mL), brine was added (20 mL). 

Phases were separated and product extracted with ethyl acetate (3x20 mL). Organic 

phases were dried on MgSO4, filtered, and concentrated under vacuum. Crude product 

was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane 

for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to 

afford 18 (84.3 mg, 0.23 mmol, 46% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.43 (99/1 CyH/EtOAc). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 6.97 (1H, dd, J= 15.0, 11.3 Hz, H7), 6.28 (1H, s, H6), 

6.25 (1H, s, H11), 6.18 – 6.08 (3H, m, H8, H10 and H2), 5.73 (1H, s, H4), 5.18 (1H, 

dd, J= 17.5, 0.9 Hz, H1), 5.08 (1H, dd, J= 10.9, 0.9 Hz, H1’), 2.32 (3H, s, H5), 2.05 – 

2.00 (2H, m, H15), 1.99 (3H, s, H9), 1.71 (3H, s, H16), 1.65 – 1.59 (2H, m, H14), 1.55 

(6H, s, H3), 1.50 – 1.42 (2H, m, H13), 1.03 (6H, s, H12). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 166.4, 152.3, 143.3, 139.5, 137.9, 137.5, 135.5, 130.8, 

130.1, 129.7, 128.7, 120.1, 112.4, 80.3, 39.8, 34.4, 33.3, 29.1, 26.9, 21.9, 19.4, 13.9, 

13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C25H36O2 ([M+Na]+): 391.2608; found: 391.2611. 
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Compound 19 - 2-methylbut-3-en-2-yl (2E,4E,6E,8E) 9-(3-azido-2,6,6-

trimethylcyclo-hexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution 18 (84.3 mg, 0.23 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (0.8 mL) was 

added NBS (44.5 mg, 0.25 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The 

mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (327.2 mg, 1.15 mmol, 

5.0 equiv.) in dry DCM (1.7 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture 

was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica 

pad, rinsed with DCM (15 mL) and diethyl ether (15 mL). The filtrate was concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (4 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 19 (47.6 mg, 0.12 mmol, 51% yield) as 

a yellow oil. 

Rf= 0.37 (99/ CyH/EtOAc). 

1H NMR (700 MHz, CDCl3) δH 6.94 (1H, m, H7), 6.33 – 6.08 (5H, m, H2, H6, H8, H10, 

H11), 5.77 – 5.59 (1H, m, H4), 5.18 (1H, dd, J = 17.5, 2.9 Hz, H1), 5.09 (1H, dd, J = 

10.9, 0.9 Hz, H1’), 3.78 – 3.68 (1H, m, H15), 2.31 (2H, d, J= 13.1 Hz, H5), 2.04 (1H, d, 

J= 11 Hz, H5), 1.99 (3H, d, J= 9.3 Hz, H9), 1.97 – 1.92 (1H, m, H14), 1.87 (1H, m, 

H14), 1.85- 1.80 (3H, m, H16), 1.66 (1H, m, H13), 1.55 (6H, s, H3), 1.47 (1H, m, H13), 

1.07 – 1.00 (6H, m, H12). 

13C NMR (176 MHz, CDCl3) δC 166.3, 152.0, 143.2, 139.1, 138.6, 136.3, 131.8, 131.0, 

130.4, 126.9, 125.7, 120.5, 112.5, 80.3, 62.6, 34.8, 29.5, 27.5, 26.9, 25.8, 21.0, 19.9, 

13.8, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C25H36N3O2 ([M+Na]+): 432.2621; found: 432.2639. 
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Compound 20 - Benzyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (100 mg, 0.33 mmol, 1.0 equiv.) in dry DMF (3.3 

mL) was added cesium carbonate (130.3 mg, 0.40 mmol, 1.2 equiv.). After 10 min of 

stirring at RT, benzyl bromide (48 µL, 0.40 mmol, 1.2 equiv.) was added. Final mixture 

was stirred at RT overnight then diluted in DCM (30 mL). Brine (30 mL) was added, 

phases were separated, and product extracted with DCM (3x30 mL). Organic phase 

was washed with brine (5 x 30 mL), dried on MgSO4, concentrated under vacuum. 

Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 

100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Ethyl 

acetate in 20 min) to afford 20 (126 mg, 0.32 mmol, 98% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.4 (98/2 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.43 – 7.29 (5H, m, H1, H2, H3), 7.02 (1H, dd, J = 15.0, 

11.4 Hz, H8), 6.31 (1H,s, H7), 6.27 (1H, s, H12), 6.14 (2H, dd, J = 15.9, 11.7 Hz, H9, 

H11), 5.84 (1H, s, H5), 5.17 (2H, s, H4), 2.38 (3H, s, H10), 2.02 (5H, m, H6, H16), 1.72 

(3H, s, H17), 1.66 – 1.58 (2H, m, H15), 1.51 – 1.45 (2H, m, H14), 1.04 (6H, s, H13). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 166.9, 153.5, 139.8, 137.8, 137.4, 136.6, 135.1, 131.3, 

130.1, 129.6, 128.8, 128.6, 128.2, 128.1, 118.2, 65.6, 39.7, 34.3, 33.2, 29.1, 21.8, 19.3, 

14.0, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C27H34O2 ([M+Na]+): 391.2632; found: 391.2633. 
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Compound 21 - Benzyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution 20 (126 mg, 0.32 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.1 mL) was added 

NBS (62.3 mg, 0.35 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The mixture 

was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (455 mg, 1.6 mmol, 5.0 equiv.) 

in dry DCM (2.3 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was stirred 

for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica pad, rinsed 

with DCM (30 mL) and diethyl ether (30 mL). The filtrate was concentrated under 

vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid 

loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 

Cyclohexane/Diethyl ether in 30 min) to afford 21 (93 mg, 0.22 mmol, 67% yield) as a 

yellow oil. 

Rf= 0.36 (98/2 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.46 – 7.28 (5H, m, H1, H2, H3), 6.99 (1H, m, H8), 6.73 

– 6.08 (4H, m, H7, H9, H11, H12), 5.91 – 5.67 (1H, m, H5), 5.17 (2H, s, H4), 3.81 – 

3.65 (1H, m, H16), 2.37 (d, J = 7.2 Hz, H6), 2.07 (1H, d, J = 6.0 Hz, H6), 2.02 – 2.00 

(3H, m, H10), 1.98 – 1.87 (2H, m, H14, H15), 1.87 – 1.82 (3H, m, H17), 1.67 (1H, m, 

H15), 1.47 (1H, m, H14), 1.13 – 0.95 (6H, m, H13). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 166.9, 153.2, 144.3, 139.1, 139.0, 136.5, 136.0, 131.6, 

130.9, 130.8, 130.2, 128.6, 128.2, 128.1, 127.1, 118.7, 65.7, 62.5, 34.7, 29.4, 27.5, 

25.8, 19.8, 14.0, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C27H33N3O2 ([M+Na]+): 454.2465; found: 454.2472. 
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Compound 22 - 4-nitrobenzyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-

trimethylcyclo-hexenyl)nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of retinoic acid (100 mg, 0.33 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (3.4 

mL) were added oxalyl chloride (31 µL, 0.36 mmol, 1.1 equiv.) and dry DMF (2.3 µL, 

0.03 mmol, 0.1 equiv.) at 0 °C. After 30 min of stirring at 0 °C, 4-nitrobenzyl alcohol 

(2.53 g, 16.5 mmol, 50.0 equiv.) and dry pyridine (80 µL, 0.99 mmol, 3.0 equiv.) were 

added. The resulting mixture was stirred at RT for 16 h then concentrated under 

vacuum. The crude was diluted in DCM (30 mL), brine was added (30 mL). Phases 

were separated and product extracted from aqueous phase with DCM (3x30 mL). 

Organic phases were dried on MgSO4, filtered, and concentrated under vacuum. 

Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 

100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 95/5 Cyclohexane/Diethyl 

ether in 30 min) to afford 22 (123 mg, 0.28 mmol, 86% yield) as a yellow solid. 

Rf= 0.26 (96/4 CyH/Et2O). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH  8.21 (2H, d, J = 8.8 Hz, H1), 7.53 (2H, d, J = 8.8 Hz, 

H2), 7.04 (1H, dd, J = 15.0, 11.4 Hz, H7), 6.32 (1H, s, H6), 6.28 (1H, s, H11), 6.14 (2H, 

ds, J = 16.1, 11.1 Hz, H8, H10), 5.85 (1H, s, H4), 5.24 (2H, s, H3), 2.37 (3H, s, H5), 

2.05 – 1.99 (5H, m, H9, H15), 1.71 (3H, s, H16), 1.65 – 1.58 (2H, m, H14), 1.49 – 1.44 

(2H, m, H13), 1.03 (s, 6H). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 166.5, 154.7, 147.7, 144.1, 140.4, 137.8, 137.3, 134.8, 

131.9, 130.3, 129.4, 129.2, 128.3, 123.9, 117.2, 64.1, 39.7, 34.4, 33.2, 29.1, 21.8, 19.3, 

14.1, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C27H33NO4 ([M+H]+): 436.2482; found: 436.2481. 
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Compound 23 - 4-nitrobenzyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate  

 

To a stirred solution 22 (123 mg, 0.28 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (2 mL) was added 

NBS (55.2 mg, 0.31 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The mixture 

was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBAN3 (401 mg, 1.41 mmol, 5.0 

equiv.) in dry DCM (2 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was 

stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica pad, 

rinsed with DCM (30 mL) and diethyl ether (30 mL). The filtrate was concentrated under 

vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid 

loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 90/10 

Cyclohexane/Diethyl ether in 30 min) to afford 23 (127 mg, mmol, 95% yield) as a 

yellow oil. 

Rf= 0.26 (94/6 CyH/Et2O). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 8.21 (2H, d, J = 8.8 Hz, H1), 7.53 (2H, d, J = 8.8 Hz, 

H2), 7.02 (1H, m, H7), 6.72 – 6.07 (4H, m, H6, H8, H10, H11), 5.92 – 5.70 (1H, m, H4), 

5.25 (2H, s, H3), 3.78 – 3.67 (1H, m, H15), 2.36 (2H, d, J = 7.1 Hz, H5), 2.09 (1H, d, J 

= 7.1 Hz, H5), 2.01 (3H, s, H9), 1.97 – 1.86 (2H, m, H13, H14), 1.85 – 1.79 (3H, m, 

H16), 1.66 (1H, m, H14), 1.46 (1H, m, H13), 1.06 – 1.02 (6H, m, H12). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 166.4, 154.4, 147.6, 144.0, 139.4, 138.9, 135.6, 132.7, 

131.5, 130.6, 128.3, 127.4, 127.0, 123.8, 117.6, 64.1, 62.5, 34.7, 29.4, 27.4, 25.7, 19.8, 

14.0, 12.9. 

HRMS (ESI+) calc. for C27H32N4O4 ([M+Na]+): 499.2316; found: 499.2326. 
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Compound 24 - (2E,4E,6E,8E)-9-(3-azido-2,6,6-trimethylcyclohexenyl)-3,7-

dimethylnona-2,4,6,8-tetraenenitrile 

 

To a stirred solution of retinal (120 mg, 0.42 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.5 mL) was 

added a NBS (81.9 mg, 0.46 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The 

mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TMSN3 (276 µL, 2.10 mmol, 

5.0 equiv.) in dry DCM (3.0 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture 

was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica 

pad, rinsed with DCM (30 mL) and diethyl ether (30 mL). The filtrate was concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 90/10 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 24 (59.8 mg, 0.19 mmol, 44% yield) as 

a yellow oil. 

Rf= 0.30 (98/2 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH  6.94 (1H, m, H4), 6.69 – 5.99 (4H, m, H3, H5, H7, H8), 

5.25 – 5.05 (1H, m, H1), 3.69 (1H, m, H12), 2.20 (2H, s, H2), 2.06 (1H, s, H2), 2.00 

(3H, s, H6), 1.95 – 1.84 (2H, m, H10, H11), 1.84 – 1.79 (3H, m, H13), 1.64 (1H, m, 

H11), 1.45 (1H, m, H10), 1.07 – 0.98 (6H, m, H9). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 156.9, 144.2, 140.5, 138.7, 132.2, 132.1, 130.0, 127.9, 

126.0, 118.1, 97.1, 62.4, 34.7, 29.4, 27.4, 25.7, 19.8, 16.7, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C20H26N4 ([M+Na]+): 345.2050 ; found: 345.2053. 
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Compound 25 - (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-trimethylcyclohexenyl) 

nona-2,4,6,8-tetraenenitrile 

 

To a stirred solution of retinal (100 mg, 0.35 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.4 mL) was 

added NIS (87.7 mg, 0.39 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The 

mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TMSN3 (230 µL, 1.75 mmol, 

5.0 equiv.) in dry DCM (2.4 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture 

was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then filtered on a short silica 

pad, rinsed with DCM (50 mL) and diethyl ether (50 mL). The filtrate was concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 90/10 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 25 (10.4 mg, 37 µmol, 11% yield) as a 

yellow oil. 

Rf= 0.31 (98/2 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.13 – 6.87 (1H, m, H4), 6.66 – 5.94 (4H, m, H3, H5, 

H7, H8), 5.24 – 4.96 (1H, m, H1), 2.21 (2H, d, J = 6.1 Hz, H2), 2.07 (1H, s, H2), 2.06 

– 2.02 (2H, m, H12), 2.01 (3H, s, H6), 1.76 – 1.70 (3H, m, H13), 1.61 (2H, m, H11), 

1.51 – 1.43 (2H, m, H10), 1.06 – 1.01 (6H, m, H9). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 157.1, 141.5, 137.7, 137.1, 132.6, 131.4, 130.6, 129.8, 

128.9, 118.4, 96.6, 39.7, 34.4, 33.3, 29.1, 21.9, 19.3, 16.8, 13.1. 

HRMS (APCI) calc. for C20H27N ([M+H] +): 282.2216; found: 282.2208. 
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Compound 26 - Methoxymethyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-cyano-2,6,6-

trimethylcyclo-hexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution 12 (120 mg, 0.35 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.3 mL) was added 

NBS (69.4 mg, 0.39 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The mixture 

was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBACN (469.8 mg, 1.75 mmol, 5.0 

equiv.) in dry DCM (2.5 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was 

stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. The crude was diluted in DCM (25 mL) 

and water was added (25 mL). Phases were separated and product extracted with 

DCM (3 x 20 mL). Organic phases were washed with brine, dried on MgSO4, filtered 

and concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column 

Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% 

Cyclohexane to 93/7 Cyclohexane/Ethyl acetate in 35 min) to afford 26 (50 mg, 0.14 

mmol, 39% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.24 (97/3 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 6.99 – 6.01 (6H, m, H3, H5, H6, H7, H9, H10), 5.23 (2H, 

s, H2), 3.45 (3H, m, H1), 3.14 (1H, s, H14), 2.33 (2H, m, H13), 2.24 (3H, s, H4), 1.96 

(3H, s, H8), 1.94 (3H, s, H15), 1.54 (2H, m, H12), 1.29 (6H, s, H11). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 170.9, 149.4, 142.9, 139.9, 137.5, 132.1, 129.7, 128.5, 

126.7, 125.6, 120.6, 108.4, 90.7, 57.8, 45.4, 39.6, 34.7, 28.8, 25.0, 20.0, 17.4, 12.5. 

HRMS (ESI+) calc. for C23H31NO3 ([M+H+]): 370.2377; found: 370.2384. 

 

 

 



219 | P a g e  
 

Compound 27 - Methoxymethyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-isothiocyanato-2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution 12 (120 mg, 0.35 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.2 mL) was added 

NBS (67.6 mg, 0.38 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The mixture 

was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of TBANCS (523 mg, 1.74 mmol, 5.0 

equiv.) in dry DCM (2.5 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was 

stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. The crude was diluted in DCM (25 mL) 

and water was added (25 mL). Phases were separated and product extracted with 

DCM (3 x 20 mL). Organic phases were washed with brine, dried on MgSO4, filtered 

and concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column 

Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% 

Cyclohexane to 93/7 Cyclohexane/Ethyl acetate in 35 min) to afford 27 (88 mg, 0.22 

mmol, 63% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.22 (95/5 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.01 (1H, m, H6), 6.69 – 6.07 (4H, m, H5, H7, H9, H10), 

5.84 – 5.65 (1H, m, H3), 5.27 (2H, s, H2), 4.11 (1H, m, H14), 3.46 (3H, s, H1), 2.36 

(2H, s, H4), 2.08 (1H, s, H4), 1.99 (3H, s, H8), 1.96 – 1.86 (2H, m, H12, H13), 1.86 – 

1.79 (3H, m, H15), 1.69 (1H, m, H13), 1.47 (1H, m, H12), 1.12 – 0.96 (6H, m, H11). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 166.4, 154.1, 143.4, 139.2, 139.0, 136.0, 131.4, 131.2, 

131.0, 126.8, 125.0, 118.4, 89.9, 58.6, 57.6, 34.8, 29.1, 27.5, 26.7, 19.5, 14.1, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C23H31NO3S ([M+Na]+): 424.1917; found: 424.1983. 
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Compound 28 - Methoxymethyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-isocyanato-2,6,6-

trimethylcyclohexenyl)-3,7-dimethylnona -2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of 12 (120 mg, 0.35 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.3 mL) was 

added NBS (69.4 mg, 0.39 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The 

mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of tetrabutylammonium acetate 

(527.6 mg, 1.75 mmol, 5.0 equiv.) in dry DCM (2.5 mL) was added dropwise at -20 °C. 

The resulting mixture was stirred for 2 h, allowed to warm up to 3-5 °C. It was then 

filtered on a short celite pad, rinsed with DCM (20 mL). The filtrate was concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 90/10 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 28 (107 mg, 0.27 mmol, 76% yield) as 

a yellow oil. 

Rf= 0.26 (95/5 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.01 (1H, m, H6), 6.74 – 6.05 (4H, m, H5, H7, H9, H10), 

5.86 – 5.65 (1H, m, H3), 5.28 (2H, d, J = 2.2 Hz, H2), 5.24 (1H, t, J = 4.8 Hz, H14), 

3.48 (3H, d, J = 1.9 Hz, H1), 2.37 (2H, s, H4), 2.10 (1H, m, H4), 2.09 (3H, s, H16), 2.00 

(3H, d, J = 4.1 Hz, H8), 1.96 – 1.86 (1H, m, H13), 1.79 – 1.72 (1H, m, H13), 1.70 (3H, 

s, H15), 1.67 – 1.59 (1H, m, H12), 1.44 (1H, m, H12), 1.10 – 1.01 (6H, m, H11). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 171.1, 166.4, 154.2, 144.1, 139.3, 138.7, 135.7, 131.3, 

130.6, 127.5, 126.6, 118.2, 89.8, 72.6, 57.5, 34.8, 29.0, 27.4, 25.3, 21.4, 18.5, 14.0, 

13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C23H31NO4 ([2M+Na]+): 827.4705; found: 827.4711.  
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Compound 29 - Methoxymethyl (2E,4E,6E,8E)-9-(3-((2-(2-azidoethoxy)ethyl) 

amino)-2,6,6-(trimethylcyclohexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution 12 (120 mg, 0.35 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.3 mL) was added 

NBS (69.4 mg, 0.39 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The mixture 

was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of DIPEA (183 µL, 1.05 mmol, 3.0 

equiv.) and 2-(2-azidoethoxy)ethanamine 34 (227.8 mg, 1.75 mmol, 5.0 equiv.) in dry 

DCM (2.5 mL) was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was stirred for 2 

h, allowed to warm up to 3-5 °C. The crude was diluted in DCM (20 mL) and water was 

added (20 mL). Phases were separated and product extracted with DCM (3 x 20 mL). 

Organic phases were washed with brine, dried on MgSO4, filtered and concentrated 

under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, 

solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 20/80 

Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 29 (116 mg, 0.25 mmol, 70% yield) as 

a yellow oil. 

Rf= 0.25 (98/2 DCM/MeOH). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.10 – 6.91 (1H, m, H6), 6.46 – 6.05 (4H, m, H5, H7, 

H9, H10), 5.87 – 5.56 (1H, m, H3), 5.28 (2H, s, H2), 3.72 – 3.59 (m, 4H, H17, H18), 

3.48 (3H, s, H1), 3.38 (2H, t, J = 4.9 Hz, H19), 3.01 (t, J= 4.0 Hz, 1H, H14), 2.90 (1H, 

m, H16), 2.80 – 2.72 (1H, m, H16), 2.37 (2H, s, H4), 2.09 (1H, s, H4), 1.99 (3H, m, 

H8), 1.80 (3H, s, H15), 1.72 (2H, m, H12), 1.63 (1H, m, H13), 1.39 (1H, m, H13), 1.02 

(6H, d, J = 7.0 Hz, H11). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 166.4, 154.3, 141.1, 139.7, 138.0, 135.3, 131.5, 130.5, 

129.9, 128.7, 117.9, 89.8, 71.1, 70.0, 58.0, 57.5, 50.8, 46.7, 35.3, 34.7, 29.1, 28.1, 

19.30, 14.02, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C26H40N4O4 ([M+H]+): 473.3122; found: 473.3124. 
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Compound 30 - Methoxymethyl (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-trimethyl 

-3-(prop-2-ynylamino)cyclohexenyl)nona-2,4,6,8-tetraenoate 

 

To a stirred solution of 12 (150 mg, 0.44 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (1.6 mL) was 

added NBS (85.4 mg, 0.48 mmol, 1.1 equiv.) in one portion as a solid at -20 °C. The 

mixture was stirred for 10 min at -20 °C then a solution of DIPEA (224.5 µL, 1.32 mmol, 

3.0 equiv.) and propargyl amine (141 µL, 2.2 mmol, 5.0 equiv.) in dry DCM (3.1 mL) 

was added dropwise at -20 °C. The resulting mixture was stirred for 2 h, allowed to 

warm up to 3-5 °C. The crude was concentrated under vacuum then purified by Column 

Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% 

Cyclohexane to 88/12 Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 30 (88 mg, 0.22 

mmol, 50% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.25 (88/12 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.00 (1H, m, H6), 6.68 – 6.03 (4H, m, H5, H7, H9, H10), 

5.90 – 5.61 (1H, m, H3), 5.27 (2H, s, H2), 3.57 – 3.36 (5H, m, H1, H16), 3.16 (1H, t, J 

= 4.1 Hz, H14), 2.36 (2H, s, H4), 2.22 (1H, t, J = 2.4 Hz, H17), 2.08 (1H, s, H4), 1.99 

(3H, d, J = 3.8 Hz, H8), 1.80 (3H, s, H15), 1.74 – 1.58 (3H, m, H12, H13), 1.37 (1H, m, 

H12), 1.07 – 0.96 (6H, m, H11). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 166.5, 154.3, 141.7, 139.7, 138.2, 135.4, 131.4, 130.1, 

129.6, 128.5, 118.1, 89.9, 82.7, 71.3, 57.6, 56.8, 36.2, 34.9, 34.8, 29.4, 27.8, 23.7, 

19.4, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C25H35NO3 ([M+H]+): 398.2690; found: 398.2705. 
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Compound 31 - Tert-butyl ((hydroxymethoxy)methyl)carbamate 

 

To a stirred solution of (aminomethoxy)methanol (3 g, 0.29 mol, 1.0 equiv.) and dry 

triethylamine (11.9 mL, 0.86 mol, 3.0 equiv.) in dry DCM (192 mL) was added Boc2O 

(7.20 mL, 0.31 mol, 1.1 equiv.). The reaction mixture was stirred at RT overnight then 

concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography 

(40 g silica, solid loading, 100% DCM for 3 min then 100% DCM to 95/5 DCM/MeOH 

in 30 min) to afford 31 (4.5 g, 0.22 mol, 77% yield) as a slightly yellow oil. 

Rf= 0.26 (97/3 DCM/MeOH). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 3.73 (2H, t, J= 4.4 Hz, H1), 3.57 (2H, t, J= 4.6 Hz, H2), 

3.55 (2H, t, J= 5.1 Hz, H3), 3.33 (2H, t, J= 5.1 Hz, H4), 1.44 (9H, s, H5). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 156.2, 79.6, 72.3, 70.4, 61.9, 40.6, 28.5. 

HRMS (ESI+) calc. for C9H19NO4 ([M+H]+): 206.1387; found: 206.1383. 

 

Compound 32 - 2-(2-((tert-butoxycarbonyl)amino)ethoxy)ethyl 4-

methylbenzenesulfonate 

 

To a stirred solution of tert-butyl ((hydroxymethoxy)methyl)carbamate 31 (4.5 g, 0.22 

mol, 1.0 equiv.) in dry DCM (225 mL) were added triethylamine (15.2 mL, 1.1 mol, 5.0 

equiv.) and DMAP (267.6 mg, 2.2 mmol, 0.1 equiv.) were added at 0 °C. After 5 min of 

stirring at 0 °C, tosyl chloride (8.35 g, 0.44 mol, 2.0 equiv.) was added by portion at 0 

°C. Resulting mixture was stirred at RT overnight then concentrated under vacuum. 

Crude product was purified by Column Chromatography (80 g silica, solid loading, 

100% CyH for 3 min then 100% CyH to 70/30 Cyclohexane/ Ethyl acetate in 30 min) 

to afford 32 (5.6 g, 15.6 mmol, 77% yield) as a dark yellow oil. 

Rf= 0.25 (70/30 CyH/EtOAc). 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.80 (2H, d, J= 8.3 Hz, H3), 7.35 (2H, d, J= 7.9 Hz, H2), 

4.16 (2H, t, J= 4.6 Hz, H4), 3.63 (2H, t, J= 4.8 Hz, H5), 3.45 (2H, t, J= 5.2 Hz, H6), 3.23 

(2H, q, J= 5.3 Hz, H7), 2.45 (3H, s, H1), 1.45 (9H, s, H8). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 156.0, 145.0, 133.2, 130.0, 128.1, 79.5, 70.5, 69.2, 

68.5, 40.4, 28.6, 21.8. 

HRMS (ESI+) calc. for C16H27NO6S ([M+Na]+): 382.1295; found: 382.1293. 

 

Compound 33 - Tert-butyl (2-(2-azidoethoxy)ethyl)carbamate  

 

To a stirred solution of 2-(2-((tert-butoxycarbonyl)amino)ethoxy)ethyl 4-

methylbenzenesulfonate 32 (5.6 g, 15.6 mmol, 1 equiv.) in dry DMF (29 mL) were 

added sodium azide (2.0 g, 31.2 mmol, 2 equiv.) in one portion as a solid. Resulting 

mixture was stirred at 60 °C overnight then allowed to cool down to RT. Crude product 

was filtered on a celite pad, rinsed with cold DCM (5 x 30 mL) and concentrated under 

vacuum. The filtration was repeated until no more salts present (5 times) to afford 33 

(3.3 g, 14.3 mmol, 92% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.07 (100% DCM).  

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 3.65 (2H, t, J=4.8 Hz, H2), 3.55 (2H, t, J= 5.2 Hz, H3), 

3.38 (2H, t, J= 5.1 Hz, H1), 3.33 (2H, q, J= 5.0 Hz, H4), 1.45 (9H, s, H5). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 156.1, 79.5, 70.5, 70.1, 50.8, 40.6, 28.6. 

HRMS (ESI+) calc. for C9H18N4O3 ([M+Na]+): 253.1271; found: 253.1277. 
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Compound 34 - 2-(2-azidoethoxy)ethanamine  

 

To a stirred solution of tert-butyl (2-(2-azidoethoxy)ethyl)carbamate 34 (3.3 g, 14.3 

mmol, 1 equiv.) in dry DCM (25.5 mL) was added HCl (4 M in dioxane, 43 mL, 172 

mmol, 12 equiv.). Resulting mixture was stirred at RT for 2 h then concentrated under 

vacuum. Crude product was resuspended in DCM (15 mL), a solution of ammonia was 

added (10% in methanol, 15 mL) and concentrated again. Crude product was purified 

by Column Chromatography (40 g deactivated silica, solid loading, 100% DCM for 3 

min then 100% DCM to 90/9/1 DCM/MeOH/NH4OH in 35 min) to afford 34 (1.6 g, 12.4 

mmol, 87% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.31 (92/7.2/0.8 DCM/MeOH/NH4OH). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 3.66 (2H, t, J= 4.8 Hz, H2), 3.57 (2H, t, J= 5.1 Hz, H3), 

3.40 (2H, t, J= 4.9 Hz, H1), 3.02 (2H, s, H5), 2.94 (2H, t, J= 5.1 Hz, H4). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 71.4, 69.9, 50.7, 41.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C4H10N4O ([M+H]+): 131.0927; found: 131.0933. 

 

Compound 35 - Bis(3-methoxyphenyl)ethyne 

 

The procedure for Sonogashira couplings was followed. In the first flask, DIPEA (0.99 

mL, 5.68 mmol, 3.0 equiv.) was put in solution in dry THF (9.5 mL). In the second flask 

were put iodo-3-methoxybenzene (225.1 µL, 1.89 mmol, 1.0 equiv.), 

tetrakis(triphenylphosphine)palladium (109.8 mg, 95.0 µmol, 0.05 equiv.) and copper 

iodide (36.2 mg, 0.19 mmol, 0.1 equiv.). 1-ethynyl-3-methoxybenzene (289 µL, 2.27 

mmol, 1.2 equiv.) was finally added. The resulting mixture was stirred under reflux for 

16 h then allowed to cool to room temperature before being concentrated under 
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vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid 

loading, 100% Cyclohexane to 85/15 Cyclohexane/Ethyl acetate in 20 min) to afford 

35 (387.5 mg, 1.63 mmol, 86 % yield) as a translucent oil. 

Rf= 0.35 (100% CyH). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.26 (2H, t, J= 7.7 Hz, H3), 7.14 (2H, dt, J= 7.5, 1.2 Hz, 

H4), 7.07 (2H, dd, J= 2.7, 1.4 Hz, H5), 6.90 (2H, ddd, J= 8.3, 2.6, 1.0 Hz, H2), 3.83 

(6H, s, H1). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 159.5, 129.6, 124.4, 124.3, 116.5, 115.2, 89.3, 55.4. 

HRMS (ESI+) calc. for C16H14O2 ([M+H]+): 239.1067; found: 239.1087. 

 

Compound 36 - (Z)-3,3′-Dimethoxystilbene 

 

A stirred solution of bis(3-methoxyphenyl)ethyne 35 (387.5 mg, 1.63 mmol, 1.0 equiv.), 

Lindlar’s catalyst (77.9 mg, 20% w/w,  5̴% Pd on CaCO3) and quinoline (0.42 mL, 3.59 

mmol, 2.2 equiv.) in dry cyclohexane (9.8 mL) was prepared and degassed via a 

bubbling of Argon for 10 min. The mixture was put under atmosphere of H2, stirred at 

25 °C for 16 h then filtered on a celite pad, rinsed with ethyl acetate (3x25 mL) and 

concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography 

(12 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane to 90/10 Cyclohexane/Ethyl acetate in 

20 min) to afford 36 (303 mg, 1.26 mmol, 86 % yield) as a colorless oil. 

Rf= 0.34 (98/2 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.15 (2H, t, J= 7.9 Hz, H3), 6.86 (2H, dt, J= 7.7, 1.3 Hz, 

H4), 6.81 (2H, m, H5), 6.75 (2H, ddd, J= 8.1, 2.7, 1.0 Hz, H2), 6.58 (2H, s, H6), 3.67 

(6H, s, H1). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 159.5, 138.7, 130.5, 129.3, 121.7, 114.0, 113.5, 55.2. 

HRMS (ESI+) calc. for C16H16O2 ([M+H]+): 241.1223; found: 241.1227. 
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Compound 37 - 4,9-Dimethoxy-1H-dibenzo[a,e]cyclopropa[c]cyclooctenone 

 

A solution of aluminum chloride (504 mg, 3.78 mmol, 3.0 equiv.) and 

tetrachlorocyclopropene (191.8 µL, 1.51 mmol, 1.2 equiv.) in dry DCM (18.9 mL) was 

prepared and stirred at 25 °C for 20 min before being cooled at -20 °C. A solution of 

(Z)-3,3′-Dimethoxystilbene 36 (303 mg, 1.26 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (6.3 mL) 

was added dropwise. The final mixture was stirred at -20 °C for 1 h then allowed to 

warm up to 25 °C over 2 h and let stirred at 25 °C for 1 h. Water (25.2 mL) was added, 

and the mixture stirred for 30 min at 25 °C. The phases were separated then product 

extracted with DCM (3x30 mL). Organic phases were washed with brine, dried on 

MgSO4, filtered and concentrated under vacuum. Crude product was purified by 

Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% DCM to 98/2 DCM/MeOH in 

15 min) to afford 37 (182.3 mg, 0.63 mmol, 50 % yield) as a dark yellow solid. 

Rf= 0.33 (100% DCM). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.50 (2H, d, J= 8.4 Hz, H3), 6.70 (2H, dd, J= 8.4, 2.6 

Hz, H2), 6.60 (2H, d, J= 2.6 Hz, H4), 5.98 (2H, s, H5), 3.82 (6H, s, H1). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 163.8, 152.3, 147.1, 140.2, 136.5, 131.8, 122.0, 114.9, 

113.5, 55.7. 

HRMS (ESI+) calc. for C19H14O3 ([M+H]+): 291.1016; found: 291.1046. 
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Compound 38 - 6,7-dibromo-4,9-dimethoxy-6,7-dihydro-1H-dibenzo[a,e] 

cyclopropa[c][8]annulenone 

 

To a stirred solution of Br2 (48.4 µL, 0.95 mmol, 1.5 equiv.) in dry DCM (4.1 mL) was 

added a solution of 6,7-dibromo-4,9-dimethoxy-6,7-dihydro-1H-dibenzo[a,e] 

cyclopropa[c][8]annulenone 37 (182.3 mg, 0.63 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (8.1 mL) 

dropwise at 0 °C. The resulting mixture was allowed to warm up to room temperature 

RT and was then stirred for 4 h. A solution of Na2S2O3 (aq. sat., 12 mL) was added and 

the mixture was then stirred for 5 min. The phases were separated, and product 

extracted with DCM (3x20 mL). Organic phases were washed with brine, dried on 

MgSO4, filtered, and concentrated under vacuum. Crude product was purified by 

Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% DCM to 95/5 DCM/MeOH in 

20 min then 5 min at 95/5 DCM/MeOH) to afford 38 (154 mg, 0.34 mmol, 54 % yield) 

as a slightly yellow solid. 

Rf= 0.22 (99/1 DCM/MeOH). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 8.07 (2H, d, J= 8.5 Hz, H3), 7.05 (2H, dd, J= 8.5, 2.5 

Hz, H2), 6.97 (2H, d, J= 2.5 Hz, H4), 5.76 (2H, s, H5), 3.92 (6H, s, H1). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 162.8, 152.7, 143.0, 141.8, 137.2, 118.3, 115.8, 114.2, 

55.9, 50.5. 

HRMS (ESI+) calc. for C19H14Br2O3 ([M+H] +): 448.9382; found: 448.9385. 
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Compound 39 - 4,9-Dimethoxy-6,7-didehydro-1H-

dibenzo[a,e]cyclopropa[c]cyclooctenone 

 

To a stirred solution of 6,7-dibromo-4,9-dimethoxy-6,7-dihydro-1H-dibenzo[a,e] 

cyclopropa[c][8]annulenone 38 (50 mg, 0.11 mmol, 1 equiv.) in ethanol (5.2 mL) was 

added a solution of KOH (61.7 mg, 1.1 mmol, 10 equiv.) in ethanol (1.1 mL) in one 

portion. The resulting mixture was stirred at 25 °C overnight then the reaction was 

quenched with a solution of HCl (aq., 1 M, until pH=6). The product was then extracted 

with DCM (3x10 mL). Organic phases were washed with brine, dried on MgSO4, filtered 

and concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column 

Chromatography (4 g silica, solid loading, 100% DCM to 98/2 DCM/MeOH in 20 min) 

to afford 39 (19.1 mg, 0.07 mmol, 60 % yield) as a bright yellow solid. 

Rf= 0.29 (99/1 DCM/MeOH). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.47 (2H, d, J= 8.4 Hz, H3), 6.63 (2H, dd, J= 8.5, 2.6 

Hz, H2), 6.45 (2H, d, J= 2.6 Hz, H4), 3.81 (6H, s, H1). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 163.4, 153.8, 146.5, 136.8, 126.9, 125.4, 114.8, 113.7, 

106.8, 55.8. 

HRMS (ESI+) calc. for C19H12O3 ([M+H]+): 289.0859; found: 289.0919. 
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Compound 40 - (2E,4E,6E,8E)-9-(3-(5,11-dimethoxy-8-oxodibenzo[3,4:7,8] 

cyclopropa[5,6]cycloocta[1,2-d] [1,2,3]triazol-1(8H)-yl)-2,6,6-trimethyl 

cyclohexenyl)-3,7-dimethylnona-2,4,6,8-tetraenal  

 

To a stirred solution of 4,9-Dimethoxy-6,7-didehydro-1H-dibenzo[a,e] 

cyclopropa[c]cyclooctenone 39 (10 mg, 34.7 µmol, 1 equiv.) in dry DCM (2.78 mL) and 

dry MeOH (0.69 mL) was added azido retinal 1 (22.6 mg, 69.4 µmol, 2 equiv) .The 

mixture was stirred at 25 °C overnight, concentrated under vacuum then purified by 

Preparative HPLC (95/5 Water 0.1% TFA/ MeCN to 5/95 Water 0.1% TFA/ MeCN in 

25 min) and lyophilized overnight to afford 40 (3.53 mg, 5.8 µmol, 17% yield) as a 

yellow solid. 

HRMS (ESI+) calc. for C39H39N3O4 ([M+H]+): 614.3013; found: 614.3008. 

 

Compound 41 - (9H-fluoren-9-yl)methyl (3-oxo-3-(1H-pyrrol-2-yl) propyl) 

carbamate 

 

To a stirred solution of Fmoc-β-Ala-OH (1.50 g, 4.82 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (32 

mL) were added 2,2’-dipyridyl disulfide (1.59 g, 7.23 mmol, 1.5 equiv.) and 

triphenylphosphine (2.53 g, 9.64 mmol, 2.0 equiv.). Resulting mixture was stirred at RT 

for 24 h under Argon atmosphere. In a separated flask, to a stirred solution of pyrrole 

(2.0 mL, 28.92 mmol, 6.0 equiv.) in dry THF (30 mL) at -78 °C was added 

methylmagnesium bromide (7.2 mL, 21.7 mmol, 4.5 equiv.). This second mixture was 

stirred at -78 °C for 30 min then at -20 °C for 30 min. Finally, the first solution was 

added dropwise in the second at -78 °C. Resulting mixture was stirred at -78 °C for 30 
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min then at RT for another 30 min. The reaction was quenched with NaHCO3 (aq. sat., 

50 mL) then diluted in ethyl acetate (50 mL). Phases were separated then organic 

phase washed with water (3x80 mL), brine (100 mL), dried on MgSO4, filtered, and 

concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography 

(24 g silica, solid loading, 100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 

50/50 Cyclohexane/Ethyl acetate in 30 min) to afford 41 (1.32 g, 3.66 mmol, 76 % 

yield) as a white solid. 

Rf= 0.30 (70/30 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 9.44 (1H, bs, H13), 7.75 (2H, d, J= 7.5 Hz, H1), 7.57 

(2H, d, J= 7.5 Hz, H4), 7.38 (2H, t, J= 7.5 Hz, H3), 7.32 – 7.26 (2H, m, H2), 7.04 (1H, 

s, H12), 6,94 (1H, s, H11), 6.29 (1H, d, J= 3.3 Hz, H10), 5.41 (1H, m, H7), 4.37 (2H, d, 

J= 7.1 Hz, H6), 4.20 (1H, t, J= 7.1 Hz, H5), 3.60 (2H, q, J= 6.0 Hz, H8), 3.05 (2H, t, J= 

5.8 Hz, H9). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 189.2, 156.6, 144.1, 141.4, 131.8, 127.8, 127.2, 125.2, 

125.0, 120.1, 117.0, 111.1, 66.8, 47.4, 37.7, 36.5. 

HRMS (ESI+) calc. for C22H20N2O3 ([M+H]+): 361.1547; found: 361.1551. 

 

Compound 42 - (9H-fluoren-9-yl)methyl (2-(5,5-difluoro-1,3-dimethyl-5H-

4l4,5l4-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f] [1,3,2]diazaborinin-10-yl)ethyl)carbamate 

 

To a stirred solution of (9H-fluoren-9-yl)methyl (3-oxo-3-(1H-pyrrol-2-

yl)propyl)carbamate 41 (1.32 g, 3.66 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (24.4 mL) was 

added 2,4-dimethylpyrrole (0.6 mL, 5.86 mmol, 1.6 equiv.) at 0 °C. After 10 min of 

stirring at 0 °C, POCl3 (0.68 mL, 7.32 mmol, 2.0 equiv.) was added dropwise and the 

resulting mixture was stirred at 0 °C for 1 h then at 35 °C for 20 h. Afterwards, DIPEA 

(2.5 mL, 14.6 mmol, 4.0 equiv.) and BF3.OEt2 (1.8 mL, 14.6 mmol, 4.0 equiv.) were 
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added and the final mixture stirred at RT for 4 h. The crude product was concentrated 

under vacuum then purified by Column Chromatography (40 g silica, solid loading, 

100% Cyclohexane for 3 min then 100% Cyclohexane to 70/30 Cyclohexane/Ethyl 

acetate in 30 min then 70/30 Cyclohexane/Ethyl acetate for 15 min) to afford 42 (1.21 

g, 2.49 mmol, 68 % yield) as an iridescent green-orange solid. 

Rf= 0.31 (70/30 CyH/EtOAc). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.77 (2H, d, J= 7.6 Hz, H1), 7.61 (1H, s, H12), 7.56 (2H, 

d, J= 7.5 Hz, H4), 7.41 (2H, t, J= 7.5 Hz, H3), 7.31 (2H, t, J= 7.5, H2), 7.11 (1H, s, 

H10), 6.42 (1H, s, H11), 6.17 (1H, s, H14), 5.04 (1H, s, H7), 4.44 (2H, d, J= 6.9 Hz, 

H6), 4.20 (1H, t, J= 6.8 Hz, H5), 3.52 (2H, q, J= 7.0 Hz, H8), 3.20 (2H, t, J= 7.2 Hz, 

H9), 2.58 (3H, s, H13), 2.47 (3H, s, H15). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 161.4, 156.5, 143.9, 142.5, 141.5, 138.4, 134.2, 127.9, 

127.2, 125.2, 124.2, 124.0, 120.2, 116.3, 67.0, 47.4, 43.0, 30.3, 16.4, 15.2. 

HRMS (ESI+) calc. for C28H26BF2N3O2 ([M-F]): 466.2102; found: 466.2119. 

 

Compound 43 - 4-((2-(5,5-difluoro-1,3-dimethyl-5H-4l4,5l4-dipyrrolo[1,2-

c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)ethyl)amino)-4-oxobutanoic acid  

 

To a stirred solution of 42 (350 mg, 0.72 mmol, 1 equiv.) in dry DCM (18 mL) was added 

DBU (107 µL, 0.72 mmol, 1 equiv.) dropwise. The reaction mixture for stirred for 30 

min at RT then succinic anhydride (144 mg, 1.44 mmol, 2 equiv.) was added in one 

portion as a solid. Final mixture was stirred at RT overnight then concentrated under 

vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, solid 

loading, 100% DCM for 3 min then 100% DCM to 98/2 DCM/MeOH in 40 min) to afford 

43 (99.6 mg, 0.27 mmol, 38 % yield) as a sparkling orange solid. 

Rf= 0.29 (96/4 DCM/MeOH). 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.58 (1H, s, H8), 7.12 (1H, s, H6), 6.46 (1H, bs, H3), 

6.42 (1H, s, H7), 6.16 (1H, s, H10), 3.54 – 3.44 (2H, m, H4), 3.14 (2H, t, J = 7.1 Hz, 

H5), 2.63 (2H, s, H1), 2.55 (3H, s, H9), 2.42 (5H, m, H2, H11). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 172.8, 161.4, 145.5, 142.7, 138.3, 134.2, 134.1, 124.4, 

124.0, 116.2, 41.5, 30.8, 29.6, 27.1, 16.3, 15.1. 

HRMS (ESI+) calc. for C17H20BF2N3O3 ([M-F]): 344.1582; found: 344.1594. 

 

Compound 44 - Bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-ylmethyl 4-((2-(5,5-difluoro-1,3-

dimethyl-5H-4l4,5l4-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f] [1,3,2]diazaborinin-10-yl)ethyl) 

amino)-4-oxobutanoate  

 

To a stirred solution of 43 (99.6 mg, 0.27 mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (4.2 mL) were 

added BCN-OH (48.1 mg, 0.32 mmol, 1.2 equiv.), EDCI (88.5 mg, 0.57 mmol, 2.1 

equiv.) and DMAP (17.1 mg, 0.14 mmol, 0.5 equiv.). The resulting mixture was stirred 

at RT overnight then water was added (10 mL). Phases were separated, product 

extracted with DCM (3x 25 mL), organic phase washed with brine (25 mL), dried on 

MgSO4, filtered, and concentrated under vacuum. Crude product was purified by 

Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 100% DCM for 3 min then 100% 

DCM to 95/5 DCM/MeOH in 30 min) to afford 44 (74 mg, 0.15 mmol, 55 % yield) as an 

orange red oil. 

Rf= 0.45 (99/1 DCM/MeOH). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.62 (1H, s, H13), 7.15 (1H, d, J= 4.0 Hz, H11), 6.45 

(1H, q, J= 2.1 Hz, H12), 6.19 (1H, s, H15), 5.94 (1H, t, J= 6.3 Hz, H7), 4.18 (2H, d, J= 

8.1 Hz, H5), 3.55 (2H, q, J= 6.8 Hz, H9), 3.19 (2H, t, J= 7.1 Hz, H10), 2.67 (2H, t, J= 

6.7 Hz, H6), 2.58 (3H, s, H14), 2.48 (3H, s, H16), 2.43 (2H, t, J= 6.8 Hz, H7), 2.32 – 

2.15 (4H, m, H1, H1’), 1.64 – 1.49 (2H, m, H2, H2’), 1.43 – 1.30 (3H, m, H2, H2’, H4), 

1.06 – 0.89 (2H, m, H3, H3’). 
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13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 173.2, 171.9, 161.4, 145.3, 142.7, 138.5, 134.3, 124.4, 

124.0, 116.2, 98.9, 63.0, 60.2, 41.5, 31.1, 29.8, 29.5, 29.2, 21.5, 20.3, 17.5, 16.4, 15.2. 

HRMS (ESI+) calc. for C27H32BF2N3O3 ([M-F]): 476.2521; found: 476.2532. 

 

Compound 45 - Imino-3,3,6,6-tetramethyl-4,5-didehydro-2,3,6,7-tetrahydro-

1H-1λ
6-thiepine oxide (TMTHSI) 

 

A stirred solution of [(4E,5E)-5-hydrazinylidene-3,3,6,6-tetramethylthiepan-4-

ylidene]hydrazine (400 mg, 1.75 mmol, 1.0 equiv.) and ammonium acetate (1.08 g, 

14.0 mmol, 8.0 equiv.) in dry MeOH (1.6 mL) was prepared and cooled at 5 °C. A 

suspension of PIDA (1.97 g, 6.13 mmol, 3.5 equiv.) in dry MeOH (1.6 mL) and dry DCM 

(4.0 mL) was added dropwise, following carefully the release of N2. Resulting mixture 

was stirred at RT for 1 h. Brine (40 mL) was added then product extracted with ethyl 

acetate (3x35 mL). Organic layers were combined, dried on MgSO4, filtered, and 

concentrated under vacuum (bath at 20 °C, vacuum above 200 mbar: volatile 

compound). Crude product was purified by Flash Column Chromatography (12 g silica, 

100% Cyclohexane to 100% EtOAc in 25 min) to afford 45 (128 mg, 0.64 mmol, 87% 

purity, 32% yield) as a slightly yellow solid. 

Rf= 0.30 (100% EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 3.22 (2H, d, J= 14.0 Hz, H1,H4), 3.12 (2H, d, J= 14.1 

Hz, H1,H4), 1.39 (6H, s, H3), 1.23 (6H, s, H2). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 101.7, 71.2, 34.8, 27.7, 26.7. 

LRMS (ESI+) calc. for C10H17NOS ([M+H]+): 200.11; found: 200.96. 
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Compound 46 - 2-((1E,3E)-5-((E)-1-(2,2-dimethyl-4,17-dioxo-3,7,10,13-

tetraoxa-16-azadocosan-22-yl)-3,3-dimethyl-5-sulfonatoindolin-2-ylidene) 

penta-1,3-dienyl)-1-ethyl-3,3-dimethyl-3H-indolium-5-sulfonate 

 

To a stirred solution of 2-((1E,3E)-5-((E)-1-(5-carboxypentyl)-3,3-dimethyl-5-

sulfonatoindolin-2-ylidene)penta-1,3-dien-1-yl)-1-ethyl-3,3-dimethyl-3H-indol-1-ium-5-

sulfonate (30.0 mg, 45.7 µmol, 1.0 equiv.) in dry DMF (200 µL), a solution of HATU 

(19.1 mg, 50.3 µmol, 1.1 equiv) in dry DMF (100 µL) was added. DIPEA (24 µL, 137.1 

µmol, 3 equiv.) was then added and the resulting mixture was stirred at 25 °C for 15 

min. A solution of tert-butyl 3-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanoate 51 (25.4 

mg, 91.4 µmol, 2.0 equiv.) in dry DMF was added (300 µL). The mixture was then 

stirred at 25 °C for 1 h then directly purified by Preparative HPLC (95/5 Water 0.1% 

TFA/ MeCN to 5/95 Water 0.1% TFA/ MeCN in 25 min) and lyophilized overnight to 

afford 46 (20 mg, 21.0 µmol, 46% yield) as a blue solid. 

HRMS (ESI+) calc. for C46H64N3O12S2 ([M+H]+): 914.3937; found: 914.3911. 
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Compound 47 - 2-((1E,3E)-5-((E)-1-(carboxy-13-oxo-3,6,9-trioxa-12-

azaoctadecan-18-yl)-3,3-dimethyl-5-sulfonatoindolin-2-ylidene)penta-1,3-

dienyl)-1-ethyl-3,3-dimethyl-3H-indolium-5-sulfonate 

 

To a stirred solution of 46 (20 mg, 21 µmol, 1 equiv.) in MeOH (125 µL), a solution of 

LiOH (5.0 mg, 210 µmol, 10 equiv) in mQ water (125 µL) was added. The mixture was 

stirred at 25 °C for 20 h then directly purified by Preparative HPLC (95/5 Water 0.1% 

TFA/ MeCN to 5/95 Water 0.1% TFA/ MeCN in 25 min) and lyophilized overnight to 

afford 47 (11.4 mg, 12.7 µmol, 60% yield) as a blue solid. 

HRMS (ESI+) calc. for C42H56N3O12S2 ([M+H]+): 859.3384; found: 859.3385. 

 

Compound 48 - TMTHSI-PEG3-diSulfoCy5 

 

Solutions of EDC hydrochloride (0.72 mg, 3.75 µmol, 1.0 equiv.) in dry DMF (12 µL), 

HOBt (0.56 mg, 4.13 µmol, 1.1 equiv.) in dry DMF (12 µL), triethylamine (2.6 µL, 18.8 

µmol, 5.0 equiv.) in dry DMF (12 µL) and 47 (3.22 mg, 3.75 µmol, 1.0 equiv.) in dry 

DMF (15 µL) were mixed and resulting mixture was stirred at 25 °C for 15 min. A 

solution of TMTHSI 45 (3.7 mg, 18.8 µmol, 5.0 equiv.) in dry DMF (16 µL) was added 

then the final mixture stirred at 37 °C for 20 h before being purified by Preparative 
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HPLC (95/5 Water 0.1% TFA/ MeCN to 5/95 Water 0.1% TFA/ MeCN in 25 min) and 

lyophilized overnight to afford 48 (1.89 mg, 1.75 µmol, 49% yield) as a blue solid. 

HRMS (ESI+) calc. for C52H71N4O12S3 ([M+H]+): 1040.4309; found: 1040.4281. 

 

Compound 49 - Tert-butyl 3-(2-(2-(2-((methylsulfonyl)oxy)ethoxy)ethoxy) 

ethoxy)propanoate 

 

To a stirred solution of tert-butyl 3-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)propanoate 

(1 g, 3.61 mmol, 1.0 equiv.) and triethylamine (2.5 mL, 18.0 mmol, 5.0 equiv.) in dry 

DMF (12 mL) was added dropwise mesyl chloride (0.56 mL, 7.19  mmol, 2.0 equiv.) at 

0 °C. Resulting mixture was stirred at RT for 2 h then diluted in ethyl acetate (40 mL). 

Organic phase was washed with brine (5x50 mL) then dried on MgSO4, filtered, 

concentrated under vacuum. 49 was obtained as a translucent oil (1.29 g) and directly 

used for the next step. 

 

Compound 50 - Tert-butyl 3-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanoate 

 

To a stirred solution of tert-butyl 3-(2-(2-(2-((methylsulfonyl)oxy)ethoxy)ethoxy) 

ethoxy)propanoate 49 (1.29 g, 3.61 mmol, 1.0 equiv.) in dry DMF (11.2 mL) was added 

NaN3 (469.4 mg, 7.22 mmol, 2.0 equiv.). Resulting mixture was stirred at 60 °C 

overnight then cooled to RT, filtered on a long celite pad, rinsed with cold DCM (5x20 

mL) and concentrated under vacuum to afford 50 (935 mg, 3.08 mmol, 85% yield) as 

a slightly yellow oil. 

Rf= 0.25 (98/2 DCM/MeOH). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 3.75 – 3.58 (12H, m, H3, H4, H5, H6, H7, H8), 3.39 (2H, 

t, J = 5.1 Hz, H9), 2.50 (2H, t, J = 6.6 Hz, H2), 1.45 (9H, s, H1). 
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13C NMR (400 MHz, CDCl3) δC 171.1, 80.7, 70.9, 70.8, 70.8, 70.5, 70.2, 67.1, 50.9, 

36.4, 28.2. 

LRMS (ESI+) calc. for C13H25N3O5 ([M+H]+): 326.17; found: 326.17. 

 

Compound 51 - Tert-butyl 3-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanoate 

 

Tert-butyl 3-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanoate 50 (935 mg, 3.08 mmol, 

1.00 equiv.) was solubilized in degassed dry MeOH (71 mL). Pd/C (22.5 mg, 0.03 

mmol, 0.01 equiv.) was added and atmosphere flushed with Argon before being 

replaced by H2. Mixture was stirred at RT overnight, filtered on a celite pad, rinsed with 

MeOH (5 x 50 mL), concentrated under vacuum. Crude product was purified by Flash 

Column Chromatography (24 g silica, 100% DCM to 90/0/1 DCM/MeOH/NH4OH in 30 

min) to afford 51 (592 mg, 2.13 mmol, 70% yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.25 (95/5 DCM/MeOH). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 3.71 (2H, t, J = 6.5 Hz, H3), 3.67 – 3.59 (8H, m, H4, H5, 

H6, H7), 3.51 (2H, t, J = 5.3 Hz, H8), 2.87 (2H, t, J = 5.1 Hz, H9), 2.50 (2H, t, J = 6.5 

Hz, H2), 1.60 (2H, bs, H10), 1.44 (9H, s, H1). 

13C NMR (400 MHz, CDCl3) δC 171.1, 80.7, 73.4, 70.7, 70.7, 70.5, 70.4, 67.0, 41.9, 

36.4, 28.2. 

LRMS (ESI+) calc. for C13H27NO5 ([M+H]+): 278.20 ; found: 278.21. 

 

 

 

 

 



239 | P a g e  
 

Compound 52 - Ethyl-2-((1E,3E)-5-((E)-1-(1-((1-((1-((2R,4S,5R)-4-hydroxy-5-

(hydroxymethyl) tetrahydrofuran-2-yl)-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

yl)methyl)-4,4,8,8-tetramethyl-6-oxido-4,5,7,8-tetrahydro-1H-6λ
4-thiepino[4,5-

d][1,2,3]triazol-6-ylidene) amino)-1,14-dioxo-4,7,10-trioxa-13-azanonadecan-

19-yl)-3,3-dimethyl-5-sulfonatoindolin-2-ylidene)penta-1,3-dienyl)-3,3-dimethyl-

3H-indolium-5-sulfonate  

 

To a stirred solution of 48 (0.87 mg, 0.84 µmol, 1 equiv.) in dry DCM (36.4 µL), a 

solution of 5-AmdU in DMSO (47.6 µL of a solution at 35.3 mM, 1.68 µmol, 2 equiv.) 

was added. The mixture was stirred at 25 °C overnight then directly purified by 

Preparative HPLC (95/5 Water 0.1% TFA/ MeCN to 5/95 Water 0.1% TFA/ MeCN in 

25 min) and lyophilized overnight to afford 52 (0.72 mg, 0.54 µmol, 65% yield) as a 

blue solid. 

HRMS (ESI-) calc. for C62H84N9O17S3
- ([M-H]-): 1322.5153; found: 1322.5098. 

 

Compound 53 - 2,5-dioxopyrrolidinyl 2-bromoacetate 

 

To a stirred solution of bromoacetic acid (0.52 mL, 7.2 mmol, 1.0 equiv.) in dry 1,4-

dioxane (7 mL) was added N-hydroxysuccinimide (994.4 mg, 8.6 mmol, 1.2 equiv.). 

After complete solubilization, a suspension of DCC (1.63 g, 7.9 mmol, 1.1 equiv.) in 

dry 1,4-dioxane (1.2 mL) was added. The resulting mixture was stirred at RT for 1.5 h, 

filtered, solid rinsed with EtOAc (2x 25 mL) and concentrated under vacuum. White 
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solid obtained was resuspended in DCM, heated at 40 °C until full solubilization of the 

solid. After cooling down the mixture, it was filtered, solid rinsed with cold DCM (2 x 10 

mL) and concentrated under vacuum to afford 53 (1.6 g, 6.78 mmol, 94% yield) as a 

white solid. 

Rf= 0.22 (50/50 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 4.10 (2H, s, H1), 2.85 (4H, s, H2, H3). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 168.6, 163.1, 25.7, 21.3. 

HRMS (ESI+) calc. for C6H6BrNO4 ([M+H]+): 235.9553; found: 295.9563. 

 

Compound 54 - (2-((2,5-dioxopyrrolidinyl)oxy)-2-oxoethyl)tris(2,4,6-

trimethoxyphenyl)phosphonium bromide 

 

To a stirred solution of 2,5-dioxopyrrolidinyl 2-bromoacetate 53 (66.5 mg, 0.28 mmol, 

1.0 equiv.) in dry toluene (1.4 mL) was added tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphane 

(150 mg, 0.28 mmol, 1.0 equiv.) in one portion as a solid. The resulting mixture was 

stirred at RT for 3 h, crude cooled at -20 °C for 2.5 hours then filtered. Solid was rinsed 

with cold toluene (5 x 10 mL) and well dried to obtain 54 as a white solid (174 mg) 

directly used for the next step. 
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Compound 55 - ((1R,8S,9s)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)methyl (4-nitrophenyl) 

carbonate 

 

To a stirred solution of ((1R,8S,9s)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)methanol (120 mg, 0.80 

mmol, 1.0 equiv.) in dry DCM (3 mL) were added 4-nitrophenyl chloroformate (193.5 

mg, 0.96 mmol, 1.2 equiv.) and dry pyridine (0.64 mL, 8.0 mmol, 10.0 equiv.). Resulting 

mixture was stirred at RT overnight. The crude was concentrated under vacuum, 

resuspended in ethyl acetate (20 mL) then NH4Cl (aq. sat., 20 mL) was added. Phases 

were separated and product extracted with ethyl acetate (3x 20 mL). Organic phase 

was washed with brine (20 mL), dried on MgSO4, filtered and concentrated under 

vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (12 g silica, 100% 

Cyclohexane to 90/10 Cyclohexane/ Ethyl acetate) to afford 55 (193.7 mg, 0.61 mmol, 

77% yield,) as a white solid. 

Rf= 0.32 (95/5 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 8.28 (2H, ddd, J = 15.6, 9.3, 4.8 Hz, H9, H9’), 7.39 (2H, 

ddd, J = 15.6, 9.3, 4.8 Hz, H10, H10’), 4.41 (2H, d, J = 8.2 Hz, H8), 2.39 – 2.19 (6H, 

m, H1, H2, H3, H4), 1.65 – 1.46 (3H, m, H3’, H4’, H7), 1.12 – 1.01 (2H, m, H5, H6). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 155.6, 152.5, 145.3, 125.2, 121.7, 98.7, 67.9, 29.0, 

21.3, 20.5, 17.2. 

HRMS (ESI+) calc. for C17H17NO5 ([M+H]+): 316.1179; found: 316.1181. 
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Compound 56 - ((1R,8S,9s)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)methyl (2-aminoethyl) 

carbamate 

 

To a stirred solution of ethylene diamine (0.21 mL, 3.2 mmol, 10.0 equiv.) and 

triethylamine (0.44 mL, 3.2 mmol, 10.0 equiv.) in dry DMF (0.4 mL) was added a 

solution of ((1R,8S,9s)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)methyl (4-nitrophenyl) carbonate 55 

(102 mg, 0.32 mmol, 1.0 equiv.) in dry DMF (0.4 mL) dropwise. Resulting mixture was 

stirred at RT for 2 h, concentrated under vacuum. Crude was diluted in DCM (5 mL), 

NaH2PO4 was added (aq. sol., 1 M, 2 mL), phases were separated then product 

extracted with DCM (3 x 5 mL). Aqueous layer was basified to pH= 9 with NaOH (aq. 

sol., 1 M, 2 mL) then product extracted with DCM (3 x 5 mL). Organic layers were 

washed with brine (10 mL), dried on MgSO4, filtered, concentrated under vacuum. 

Crude product was purified by Column Chromatography (12 g deactivated silica, 100% 

DCM to 90/9/1 DCM/MeOH/NH4OH in 30 min) to afford 56 (50.5 mg, 0.21 mmol, 71% 

yield) as a yellow oil. 

Rf= 0.28 (70/30 CyH/EtOAc). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 5.13 (1H, bs, H9), 4.13 (2H, d, J = 8.0 Hz, H8), 3.22 (2H, 

q, J = 5.9 Hz, H10), 2.81 (2H, t, J = 5.9 Hz, H11), 2.34 – 2.14 (6H, m, H1, H2, H3, H4), 

1.62 – 1.47 (4H, m, H3’, H4’, H12), 1.34 (1H, p, J = 8.5 Hz, H7), 0.93 (2H, m, H5, H6). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 157.1, 98.9, 62.8, 43.8, 41.8, 29.2, 21.5, 20.2, 17.9. 

HRMS (ESI+) calc. for C13H20N2O2 ([M+H]+): 237.1598 found: 237.1601. 
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Compound 57 - (2-((2-(((((1R,8S,9s)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)methoxy) 

carbonyl)amino)ethyl)amino)-2-oxoethyl) tris(2,4,6-trimethoxyphenyl) 

phosphonium (BCN-TMPP) 

 

To a stirred solution of (2-((2,5-dioxopyrrolidinyl)oxy)-2-oxoethyl)tris(2,4,6-

trimethoxyphenyl)phosphonium bromide 54 (174 mg, 0.23 mmol, 1.0 equiv.) in dry 

dioxane (1.4 mL) was added a solution of ((1R,8S,9s)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-

yl)methyl (2-aminoethyl)carbamate 56 (54.4 mg, 0.23 mmol, 1.0 equiv.) in dry dioxane 

(1.5 mL). After 3 h of stirring at RT, a solution of AgBF4 (44.5 mg, 0.23 mmol, 1.0 equiv.) 

in dry dioxane (1 mL) and MeCN (0.18 mL) was added dropwise. Resulting mixture 

was stirred at RT for 1 h, cooled to -20 °C for 0.5 h then filtered. Solid was rinsed with 

cold diethyl ether (5 x 10 mL), well dried to obtain 57 as a white solid (147 mg, 0.16 

mmol, 59% yield). 

Rf= 0.24 (98/2 DCM/MeOH). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 7.38 (1H, bs, H12), 6.06 (6H, m, H16), 5.82 (1H, bs, 

H9), 4.36 (2H, m, H13), 4.07 (2H, d, J = 8.1 Hz, H8), 3.84 (9H, m, H15), 3.61 (18H, d, 

J = 9.6 Hz, H14), 3.21 (2H, m, H10), 2.63 (2H, m, H11), 2.36 – 1.97 (6H, m, H1, H2, 

H3, H4), 1.54 (2H, m, H3’, H4’), 1.33 (1H, m, H7), 0.89 (2H, m, H5, H6). 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δC 165.5, 163.8, 157.1, 117.9, 99.0, 91.0, 62.2, 56.0, 55.6, 

49.0, 40.9, 39.9, 29.2, 21.5, 20.2, 17.9. 

HRMS (ESI+) calc. for C42H54N2O12P+ ([M]): 809,3409; found: 809.3416. 
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Compound 58 - 3,3,6,6-tetramethylthiacycloheptyne (TMTH) 

 

Pb(OAc)4 (975.4 mg, 2.2 mmol, 2.5 equiv.) was dissolved in CHCl3 (20 mL), cooled to 

0 °C then added to a solution of (1Z,1'Z)-(3,3,6,6-tetramethylthiepane-4,5-

diylidene)bis(hydrazine) (200 mg, 0.88 mmol, 1.0 equiv.) in CHCl3 (20 mL) at 0 °C. 

Mixture was stirred at 0 °C for 10 min, quenched with NaHCO3 (aq. sat., 20 mL) and 

stirred for 5 min at 0 °C. Layers were separated, product extracted with DCM (3x30 

mL). Organic phases were washed with brine, dried on MgSO4, concentrated under 

vacuum (bath at 20 °C, vacuum above 200 mbar: very volatile compound). Crude 

product was purified on a silica pad (100% DCM) then concentrated under vacuum 

with same precautions as before. As it was not possible to fully dry the product, it was 

used without further analyses. 

 

Compound 59 - 1-[4-(methoxycarbonyl)benzyl]-3,3,6,6-tetramethyl-4,5-

didehydro-2,3,6,7 tetrahydrothiepinium trifluoromethanesulfonate (TMTI) 

 

LiOTf (1.37 g, 8.80 mmol, 10.0 equiv.) and bromomethyl-4-(tert-butyl)benzene (0.65 

mL, 3.52 mmol, 4.0 equiv.) were dissolved in water (1.5 mL) then added to a stirred 

solution of TMTH 58 (148.1 mg, 0.88 mmol, 1.0 equiv.) in DCM (1.5 mL) . The resulting 

mixture was stirred at RT for 24 h, fast enough to create an emulsion. Phases were 

then separated, product extracted with DCM (3x20 mL). Organic phases were washed 

with brine (20 mL), dried on MgSO4, filtered, concentrated under vacuum. Crude 

product was purified by Flash Column Chromatography (12 g silica, solid loading, 

100% DCM for 3 min then 100% to 90/10 DCM/MeOH in 20 min) to afford 59 (154 mg, 

0.33 mmol, 38% yield) as a white solid. 

Rf= 0.29 (98/2 DCM/MeOH). 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.44 – 7.38 (4H, m, H2), 4.84 (2H, s, H3), 4.09 (2H, d, 

J= 12.5 Hz, H4), 3.64 (2H, d, J= 12.4 Hz, H7), 1.33 (6H, s, H5), 1.28 (9H, s, H1), 1.26 

(6H, s, H6). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 153.8, 130.4, 127.0, 124.1, 106.3, 61.6, 44.2, 35.0, 

34.7, 31.3, 26.5, 25.5. 

HRMS (ESI+) calc. for C21H31S+ ([M]): 315.2141; found: 315.2145. 

 

Compound 60 - (2-((2-(((((5aR,6S,6aS)-1-(3-((1E,3E,5E,7E)-3,7-dimethyl-9-

oxonona-1,3,5,7-tetraen-1-yl)-4,4-dimethylcyclohex-2-enyl)-1,4,5,5a,6,6a,7,8-

octahydrocyclopropa[5,6]cycloocta[1,2-d][1,2,3]triazol-6-yl)methoxy) 

carbonyl)amino)ethyl)amino)-2-oxoethyl)tris(2,4,6-trimethoxyphenyl) 

phosphonium bromide 

 

 

 

 

 

To a stirred solution of azido retinal 1 (3.5 mg, 10.8 µmol, 1.0 equiv.) was added BCN-

TMPP 57 (10.6 mg, 12.9 µmol, 1.2 equiv.) then mixture diluted in dry DCM (1.3 mL). 

The mixture was stirred at 25 °C overnight then directly purified by Preparative HPLC 

(95/5 Water 0.1% TFA/ MeCN to 5/95 Water 0.1% TFA/ MeCN in 25 min) and 

lyophilized overnight to afford 60 (2.5 mg, 2.1 µmol, 19% yield) as a yellow solid. 

HRMS (ESI+) calc. for C61H79N3O13P+ ([M]): 1134.5563; found: 1134.5543. 
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Compound 61 - 6-(4-(tert-butyl)benzyl)-1-(3-((1E,3E,5E,7E)-3,7-dimethyl-9-

oxonona-1,3,5,7-tetraen-1-yl)-2,4,4- trimethylcyclohex-2-en-1-yl)-4,4,8,8-

tetramethyl-1,4,5,6,7,8-hexahydrothiepino[4,5-d][1,2,3]triazol-6-ium 

trifluoromethylsulfonate 

 

To a stirred solution of azido retinal 1 (3 mg, 9 µmol, 1.0 equiv.) was added TMTI 59 (5 

mg, 10 µmol, 1.1 equiv.) then mixture diluted in dry DCM (0.9 mL). The mixture was 

stirred at 25 °C overnight then directly purified by Preparative HPLC (95/5 Water 0.1% 

TFA/ MeCN to 5/95 Water 0.1% TFA/ MeCN in 25 min) and lyophilized overnight to 

afford 61 (4.6 mg, 5.9 µmol, 65% yield) as a yellow solid. 

HRMS (ESI+) calc. for C41H58N3OS+ ([M]): 640.4295; found: 640.4310. 

 

Compound 62 - ethyl 3-oxohept-6-ynoate 

 

 

To a stirred solution of DIPA (2.18 mL, 15.4 mmol, 2 equiv.) in dry THF (14.4 mL) at 0 

°C was added n-BuLi (2.5 M in hexane, 6.2 mL, 15.4 mmol, 2 equiv.). Mixture was 

stirred at 0 °C for 30 min then ethylacetoacetate (0.97 mL, 7.7 mmol, 1 equiv.) was 

added. After 30 min of stirring at 0 °C, propargyl bromide (0.84 mL, 7.7 mmol, 1 equiv.) 

was added then the mixture was stirred at 0 °C for 1 h. Reaction was quenched at 0 

°C with acetic acid (0.88 mL, 15.4 mmol, 2 equiv.) followed by water (25 mL). Resulting 

mixture was diluted in Et2O (25 mL), phases were separated, product extracted with 

Et2O (3x 25 mL), organic phase washed with brine (25 mL), dried on MgSO4, filtered, 

and concentrated under vacuum. Crude product was purified by Column 

Chromatography (24 g silica, solid loading, 100% CyH for 3 min then 100% CyH to 

87/13 CyH/EtOAc in 30 min) to afford 62 (811 mg, 4.8 mmol, 62% yield) as a slightly 

yellow oil. 
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Rf= 0.22 (95/5 CyH/EtOAc). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 4.20 (2H, q, J = 7.1 Hz, H2), 3.46 (2H, s, H3), 2.81 (2H, 

t, J = 7.0 Hz, H4), 2.47 (2H, td, J = 7.2, 2.7 Hz, H5), 1.95 (1H, t, J = 2.7 Hz, H6), 1.28 

(3H, t, J = 7.1 Hz, H1). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 200.7, 167.0, 82.7, 69.1, 61.6, 49.4, 41.7, 14.2, 13.0. 

HRMS (ESI+) calc. for C9H12O3 ([M+H]+): 169.0859; found: 169.0873. 

 

Compound 63 - ethyl 2-(2-(but-3-ynyl)-1,3-dioxolan-2-yl)acetate 

 

 

 

 

To a stirred solution of triethylorthoformate (1.58 mL, 9.52 mmol, 2.0 equiv.) in ethylene 

glycol (1.06 mL, 19.0 mmol, 4.0 equiv.) was added ethyl 3-oxohept-6-ynoate 62 (800 

mg, 4.76 mmol, 1.0 equiv.) followed by APTS (82.7 mg, 0.48 mmol, 0.1 equiv.). 

Resulting mixture was stirred at RT overnight then NaHCO3 (aq. sat., 5 mL) was added. 

Phases were separated, product extracted with Et2O (3x 15 mL), organic phase 

washed with brine (15 mL), dried on MgSO4, filtered, and concentrated under vacuum. 

Crude product was purified by Column Chromatography (24 g silica, solid loading, 

100% CyH for 3 min then 100% CyH to 85/15 CyH/EtOAc in 30 min) to afford 63 (826 

mg, 3.89 mmol, 82% yield) as a translucent oil. 

Rf= 0.30 (85/15 CyH/EtOAc) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 4.15 (2H, q, J = 7.1 Hz, H2), 4.02 – 3.96 (4H, m, H4, 

H5), 2.65 (2H, s, H3), 2.34 – 2.27 (2H, m, H7), 2.16 – 2.08 (2H, m, H6), 1.93 (1H, t, J 

= 2.6 Hz, H8), 1.27 (3H, t, J = 7.1 Hz, H1). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 169.3, 108.4, 84.1, 68.2, 65.3, 60.8, 42.8, 36.5, 14.3, 

12.9. 

HRMS (ESI+) calc. for C11H16O4 ([M+H]+): 213.1121; found: 213.1127. 
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Compound 64 - 2-(2-(but-3-ynyl)-1,3-dioxolan-2-yl)ethanol 

 

 

 

 

To a stirred solution of ethyl 2-(2-(but-3-ynyl)-1,3-dioxolan-2-yl)acetate 63 (2.1g, 9.9 

mmol, 1.0 equiv.) in Et2O (5.6 mL) was added LiAlH4 (4M in Et2O, 2.7 mL, 10.9 mmol, 

1.1 equiv.) dropwise at 0 °C. Resulting mixture was stirred at 0 °C for 1 h then allowed 

to warm up to RT for another hour. Reaction was then quenched carefully at 0 °C by 

dropwise addition of EtOAc over 15 min (25 mL). Aluminum salts were then quenched 

by a dropwise addition of Rochelle’s salt (aq. sat., 25 mL) over 10 min under strong 

stirring. Phases were separated, product extracted with Et2O (3x 50 mL), organic 

phase washed with brine (50 mL), dried on MgSO4, filtered, and concentrated under 

vacuum. Crude product was purified by Column Chromatography (40 g silica, solid 

loading, 100% CyH for 3 min then 100% CyH to 60/40 CyH/EtOAc in 30 min) to afford 

64 (1.42 g, 8.3 mmol, 84% yield) as a translucent oil. 

Rf= 0.23 (65/35 CyH/EtOAc) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 4.08 – 3.94 (4H, m, H4, H5), 3.76 (2H, t, J = 5.6 Hz, 

H2), 2.31 – 2.22 (2H, m, H7), 1.98 – 1.88 (5H, m, H3, H6, H8). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 111.2, 84.1, 68.4, 65.1, 58.8, 38.4, 36.0, 13.3. 

HRMS (ESI+) calc. for C9H14O3 ([M+H]+): 171.1016 ; found: 171.1022 

 

Compound 65 - Hydroxyhept-6-yn-3-one 

 

 

To a stirred solution of 2-(2-(but-3-ynyl)-1,3-dioxolan-2-yl)ethanol 64 (1.79 g, 10.5 

mmol, 1.0 equiv.) in acetone (18 mL) was added APTS monohydrate (180.8 mg, 1.05 

mmol, 0.1 equiv.). Resulting mixture was stirred at RT overnight then NaHCO3 (aq. 
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sat., 20 mL) was added, followed by EtOAc (30 mL). Phases were separated, product 

extracted with EtOAc (3x 30 mL), organic phase washed with brine (30 mL), dried on 

MgSO4, filtered, and concentrated under vacuum. Crude product was purified by 

Column Chromatography (25 g silica, solid loading, 100% CyH for 3 min then 100% 

CyH to 50/50 CyH/EtOAc in 30 min) to afford 65 (964 mg, 7.6 mmol, 73% yield) as a 

slightly yellow oil. 

Rf= 0.22 (65/35 CyH/EtOAc) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 3.87 (2H, t, J = 5.4 Hz, H2), 2.76 – 2.66 (4H, m, H3, 

H4), 2.47 (2H, td, J = 7.2, 2.6 Hz, H5), 1.96 (1H, t, J = 2.7 Hz, H6). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δC 209.2, 82.9, 69.0, 57.8, 44.7, 41.9, 12.9. 

HRMS (ESI+) calc. for C7H10O2 ([M+H]+): 127.0754 ; found: 127.0754. 

 

6.1.6.  Detection and attribution of intermediates in azidation 

mechanism 
 

These experiments were carried out at the Institute of Supramolecular Science and 

Engineering (ISIS) in Strasbourg with Cyril Antheaume. 

 

6.1.6.1. NMR 

 

The NMR analyses were performed on a Bruker 500 MHz NMR with 24 positions and 

an Advance Neo console. The instrument is equipped with a Cryo-Probe Prodigy X-1H 

5mm (with 31P < X < 15N). 

 

6.1.6.2. Mass  

 

Mass analyses were performed on a ThermoFisher Ultimate3000 UPLC with reversed-

phase column. The column used was a 3 μm Thermo Fisher C18 Accuore RP-MS, 2.1 

× 150 mm, 2.6 μm. The instrument is equipped with two detectors: a ThermoFisher 

Vanquish PDA and a ThermoFisher Orbitrap: Exactive Plus with Extend Mass Range: 

Source HESI II. 
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Mass spectra were recorded in full-scan MS mode from m/z 50 to m/z 6000 at a 

temperature of 4 °C in ESI (positive and negative). The mass resolution is set to <3 

ppm for m/z 350–6000. 

The gradient used is the following: 0-0.25 min - 98% of A ; 0.25-7 min - 98% to 0% of 

A ; 7 to 9 min - 0% of A ; 9 to 9.5min - 0% to 98% of A ; 9.5 to 10 min - 98% of A ; with 

A : H2O MQ+0,05% Formic acid and B : ACN +0,05% Formic acid. 

 

6.2. Biology 
 

6.2.1.  Culture and differentiation of P19 embryonal carcinoma 

cells for fluorescent microscopy 
 

P19 embryonal carcinoma cells (from LGME, Strasbourg, France) were cultured 

undifferentiated in T-75 dishes (BD Falcon) with Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM) low in glucose (1 g/L) containing 5% fetal serum (FCS 3396) and 5% 

delipidated fetal serum (dFCS) supplemented with 40 µg/mL gentamicin. At 80% 

confluence, the cells were passaged twice weekly. The cells were first washed in 

phosphate-buffered saline (PBS) and then lysed with 1 mL of 0.001% trypsin for 1 

minute at 37°C. The reaction was then stopped by adding 9 mL of DMEM culture 

medium, and the suspended cells were collected and centrifuged at 1,000 rpm for 5 

min at room temperature. The cell pellet was then resuspended in DMEM culture 

medium and the cells were seeded in 10 mL of DMEM culture medium per T-75 flask 

for a proliferation phase of undifferentiated cells in an incubator at 37°C with 5% CO2. 

A third '+' passage per week was also performed to avoid auto differentiation of the 

P19 cells. In this case, the same procedure as above was followed, but the cells were 

resuspended at the end at a density of 3x106 cells per P10 Petri dish for 24 h at 37°C 

in the incubator. After the formation of embryoid bodies in suspension (self-

differentiated cells adhering to the bottom of the Petri dish), these cell aggregates were 

collected by sedimentation and washed with PBS before being incubated in 1 mL of 

trypsin in a water bath at 37°C with vigorous shaking for 3 minutes. 9 mL of DMEM 

culture medium was then added to inactivate the trypsin and mechanically dissociated 

aggregates. The dissociated cells were then filtered, centrifuged and seeded at the 
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desired density for a new proliferation phase in undifferentiated form in DMEM culture 

medium. 

To induce differentiation, cells were treated as for the '+' passage until they were 

seeded at a density of 3x106 cells per Petri dish in 10 mL of alpha-MEM 1900 medium 

(Gibco ref. 22571-038) supplemented with 10% FCS. At this time, retinoids were added 

directly to the cell medium at a final concentration of 5 µM. After mixing, the cells were 

incubated for 16 hours in a 37°C incubator with 5% CO2. 

The various retinoids studied were resuspended in DMSO at a stock concentration of 

10-2 M for short-term storage in the freezer at -20°C. For these treatments on cells in 

the dark, different concentrations were tested, ranging from 10-6 M to 10-9 M by dilution 

in the cell culture medium. DMSO was used as a negative control in these experiments, 

incubated under the same conditions as the treatments. 5-AmdU (5-azidomethyl-2'-

doexyuridine; Jena Bioscience, ref. CLK064) was used as a positive control in these 

experiments, as it is an azide-containing thymidine analogue that can react with a 

probe functionalized with a strained alkyne group for SPAAC. It was then added to the 

cell medium at a final concentration of 10 µM and incubated for 2 hours at 37°C. 

After incubation with the different treatments, the cell aggregates were collected by 

sedimentation and then dissociated in the same way as after a "+" passage. The cells 

were then seeded at a concentration of 1x105 cells per well in a glass-bottomed Petri 

dish separated into 4 compartments (Cellvis, ref. D35C4-20-1.5-N) for real-time 

imaging or 1.5x105 cells per coverslip (Assitent ref. 41001112) for imaging on fixed 

cells. In both cases, the seeding surfaces were previously coated with poly-L-lysine 

(Sigma ref. P8920) and incubated for 16 hours, then rinsed with deionized water and 

dried before adding the cultured cells. 

Cells were resuspended in differentiation medium consisting of DMEM-GLUTAMAX I-

HAM-F1 (1:1) supplemented with 100 µL N2 and 10 µL fibronectin (Sigma, ref. F11-41) 

per 10 mL of medium. They were then incubated at 37°C for 3 h for short seeding or 

24 h for long seeding, depending on the conditions tested, before being used for the 

click reaction. 
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6.2.2.  In vitro SPAAC and cell labelling for fluorescence 

microscopy  
 

The click reaction was performed both on live cells and on previously fixed cells. 

6.2.2.1. Living cells 
 

In living cells, the functionalized probes under investigation were incubated at different 

concentrations depending on the experiment, ranging from 0.1 µM to 100 µM final in 

the cell culture medium. 4 functionalized probes were tested for fluorescence imaging: 

one commercial, BCN-CF650 (Biotium, ref. 96027), and three synthetic. Each 

fluorescent probe was diluted in serum-reduced Opti-MEM without red phenol to avoid 

interference (ThermoFisher, ref. 11058021), from stock solutions of the probes at 10-2 

M in DMSO. Reaction times ranging from 30 min to 1 h were tested, followed by a rapid 

rinse in Opti-MEM to remove excess probes, then 2x30 min washes in cell 

differentiation medium. Experiments where the functionalized probe was added directly 

under the microscope at the time of imaging were also carried out at different probe 

concentrations to monitor internalization over 2 h at a rate of one image every 5 min. 

In the case of the profluorescent probe and TMTHSI, adducts of the functionalized 

probe already clicked with N3 RAL were also incubated in P19 cells. Different 

incubation times for these adducts were tested, ranging from 30 minutes to 2 hours, 

with adducts even being added directly under the microscope at the time of imaging 

and images taken every 5 minutes. 

In each experiment, cells were labelled with Hoechst 33342 at 0.1 µg/mL, with 5 to 10 

minutes being sufficient to label the nuclei. Lysosomes were labelled with LysoTracker 

Green DND-26 (Thermofisher, ref. L7526, stock solution in DMSO) and mitochondria 

with MitoTracker Orange CMTMRos (Thermofisher, ref. M7510, stock solution in 

DMSO), both at a final concentration of 100 nM in cell culture medium for 1 h 

incubation. 

 

6.2.2.2. Fixed cells 
 

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) (Electron Microscopy Sciences, ref. 

15710) for 10 min at room temperature before rinsing with PBS for 3 x 5 min. In some 

experiments, cell permeabilisation conditions were also used with 0.1% Triton X-100 
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(Sigma, ref. T8787). The study fluorescent probe was then incubated on fixed cells at 

different concentrations and incubation times using the same procedure as described 

for live cells. Only LysoTracker Green labelling had to be performed on live cells prior 

to fixation. Nuclear labelling was performed on cells fixed with DAPI at 0.1 µg/mL for 

5-10 minutes. The coverslips were then mounted onto glass slides for microscopic 

imaging using AquaPolyMount (Biovalley, ref. 18606-20). 

 

 

6.2.3.  Proof of concept of SPAAC in vitro 
 

This experiment was performed on P19 embryonal carcinoma cells cultured as 

described above. Briefly, 24 h after seeding in glass-bottomed Petri dishes previously 

coated with poly-L-lysine, P19 cells were washed twice with methionine-free DMEM 

medium (Gibco, ref. 21013024) to remove excess methionine. P19 cells were then 

treated with 50 µM L-azidohomoalanine (AHA, TCI Chemicals, réf. A3550), an azide-

containing amino acid analogue, diluted in methionine-free DMEM (Met-) and 

supplemented with 10% dialysed FBS (Gibco, ref. 26400044). Control cells were 

incubated in methionine-containing DMEM (Met+) supplemented with 10% FBS. After 

4 h treatment at 37°C, the cells were washed twice in methionine-containing DMEM 

before being incubated for 1 h in DMEM (Met+) at 37°C. The fluorescent probe (1 µM 

TMTHSI) was then clicked onto the cells for 30 min at 37°C, rinsed and imaged under 

the microscope. 

 

6.2.4. Optical and analytical images 
 

Most images were taken using a Nikon spinning disk inverted confocal microscope, 

x100 oil objective. DAPI and Hoechst were excited at 405 nm, LysoTracker Green at 

488 nm, MitoTracker Orange at 561 nm, the BCN-CF650 probe and the TMTHSI-

PEG3-SulfoCy5 probe at 635 nm, while the BODIPY probe required a wavelength of 

488 nm. As the profluorescent probe required UV excitation, only the SP8 UV inverted 

confocal microscope could be used, with images taken using the x63 oil objective. To 

avoid wavelength overlap, Draq5 (BioLegend, ref. 424101) was used to label the nuclei 
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at a wavelength of 645 nm at a final concentration of 5 µM in the cell culture medium. 

Microscopic images were then analyzed using ImageJ software. 

 

6.2.5.  Fluorescent immunocytochemistry (FIC) 
 

In the case of the TMTHSI-PEG3-SulfoCy5 probe study, specific cell labelling was also 

performed after the click reaction on fixed cells. Cells were permeabilized with 0.05% 

PBS-Tween (Sigma, ref. P2287) and aspecific antibody binding was blocked with 10% 

FCS for 30 min at room temperature. Cells were then incubated with primary antibodies 

(Table 1) for 1 h at room temperature. After washing with 0.05% PBS-Tween for 3x5 

min, the cells were incubated with secondary antibodies for 1 h in the dark at room 

temperature. After washing for 3x5 min, the coverslips were remounted on glass slides 

using AquaPolyMount (Biovalley, ref. 18606) and imaged using a Nikon inverted 

confocal spinning disk microscope, x100 objective in oil. Two coverslips per condition 

were prepared and 5 random fields per coverslip were imaged. 

 

 

Table 1 : References and concentrations of primary and secondary antibodies used for fluorescence 

immunocytochemistry (FIC). 

 

6.2.6.  Synchronization of P19 cells  
 

P19 cells were seeded for 24 h before chemical treatment with 100 µM Monastrol 

(Euromedex, ref. S8439-10mg) for 16 h. The cells were then collected and reseeded 

with Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) on poly-L-lysine-coated coverslips. 

The cells were then fixed with 4% PFA at 5 different time points: t0=0 min; t1= 30 min; 

t2= 1 h; t3= 1 h30 and t4= 2 h. Finally, all fixed cells were incubated with the TMTHSI 

Antibody Host Reference Supplier FIC 

Anti-TUJ1III Mouse IgG2a 801201 BioLegend 1/500 

Anti-MASH1 Mouse IgG1 556604 Synaptic Systems 1/1000 

Anti-mouse IgG2a 488 nm Goat A21131 Invitrogen 1/1000 

Anti-mouse IgG1 488 nm Goat A21121 Invitrogen 1/1000 
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probe at 10 µM for 30 min at room temperature. The coverslips were mounted on glass 

slides using AquaPolyMount (Biovalley, ref. 18606) for imaging with a Nikon inverted 

confocal spinning disk microscope, x100 objective in oil. Two coverslips were used per 

time point, with 5 random fields imaged per coverslip. 

 

6.2.7.  Culture of HEK 293T cells 
 

Easily transfectable HEK 293T cells (from the German Cancer Research Centre, 

DKFZ, in Heidelberg, Germany) were used for the luciferase and MTT assays in the 

biological validation section of the modified esters. After synthesis, the different retinoid 

esters were diluted in DMSO to a stock concentration of 10-2 M and stored at -20°C. 

HEK 293T cells were cultured in T-75 dishes (BD Falcon) using low glucose DMEM (1 

g/L) containing 10% fetal serum (FCS 8407) supplemented with 50 AU/mL penicillin 

and 50 µg/mL streptomycin. Cells were passaged twice a week. 

 

6.2.8.  Luciferase assay on HEK 293T cells 
 

Transcriptional activity was measured using the Dual-Glo Luciferase Assay Kit (E2920 

Promega). HEK 293T cells were seeded at a density of 20,000 cells/well in 96-well 

plates. 5 h after seeding, cells were transfected with Gal4-RARα-DEF, 17mx5-b-Glob-

Luc and pGl4.75 plasmids using Fugene HD transfection reagent (E2311 Promega). 

16 h after transfection, cells were treated for 5 h with the different azide and non-azide 

esters diluted to a final concentration of 10-6 M in HEK 293T cell culture medium. 

Luciferase activity was then measured by luminescence emission on a luminometer 

using a GloMax multiple detection system (Promega). Data were presented as the ratio 

of firefly luciferase luminescence measurements to Renilla (used to standardise 

transfection efficiency) and normalised to the vehicle condition (DMSO). 

 

6.2.9.  Cell viability assay on HEK 293T cells 
 

HEK 293T cells were seeded in 96-well flat-bottomed plates at a density of 104 

cells/well and allowed to proliferate for 24 h in a 37°C incubator with 5% CO2 before 
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being treated with the different esters. After 16 hours of incubation at 37°C, the cells 

were tested for viability by adding a solution of 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) at 5 mg/mL in PBS to each well. After 

incubation for 3 hours at 37°C, 100 µL of DMSO was added to the wells to dissolve the 

formazan crystals that had formed. Optical densities were finally measured at 570 nm 

using a Multiskan GO microplate spectrophotometer (Thermo Scientific). A second 

measurement was made at 720 nm to subtract the background noise of the cells and 

thus obtain a ratio of the optical density of each compound. 4 measurements were 

made for each condition. DMSO was used as a vehicle control to normalise the results 

obtained. 

 

6.2.10. Tissue samples 
 

Adult male WT mice were collected to serve as biological matrices for MS analysis of 

azide retinoids. Mice were CO2 asphyxiated prior to blood collection by cardiac 

puncture. Tubes containing heparin (Microvette 500 Lithium Heparin), an 

anticoagulant, were used for blood collection. After 20 minutes, the tubes were 

centrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes at room temperature. The supernatant, i.e. 

plasma, was then collected, with an average of 250 µL of plasma collected per animal, 

before being frozen in liquid nitrogen and then stored at -80°C. Samples of half-brain 

(without cerebellum or olfactory bulbs) and liver (approximately 200 mg collected per 

tube) were also collected and weighed, then frozen in liquid nitrogen and finally stored 

at -80°C. 

 

6.2.11. Statistical analyses  
 

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 9.3.1 software. Experiments 

were performed in triplicate for luciferase assays and in triplicate for MTT assays. The 

different conditions were compared by one-way ANOVA analysis, followed by Brown-

Forsythe and Welch post-hoc tests. Data are presented as mean ± SEM (Standard 

Errors of Means). 
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6.3. Mass analyses 
 

6.3.1.  Clicked retinoids analyses 
 

Analysis of spiked retinoid samples was performed on an UltiMate 3000 liquid 

chromatography system (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) coupled to a 

high-resolution Thermo Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) 

equipped with an electrospray ionization (ESI) source. The chromatographic 

separation was performed on a Phenomenex Kinetex C8 column (150 x 2.1 mm, 2.6 

µm) at 0.4 mL/min, 60°C, using an injection volume of 10 μl. Mobile phases A and B 

were H2O/MeOH 60:40 (v/v), 0.1% formic acid and isopropanol/MeOH 90:10 (v/v), 

0.1% formic acid, respectively, in positive ionization mode. The gradient program was 

as follows: solvent B was maintained at 15% for 0 min, and from 0 to 20 min it was 

increased to 95%, and from 20 to 21 min solvent B was decreased to 45% and then 

maintained for 4 min for column re-equilibration. The mass resolving power of the mass 

spectrometer was 240,000 (full width at half maximum) for MS experiments. Samples 

were analyzed only in positive ionization mode. The ESI source parameters were as 

follows: the spray voltage was set to 5 kV in positive ionization mode. The heated 

capillary was kept at 320°C, and the sheath and auxiliary gas flow were set to 50 and 

15 (arbitrary units), respectively. Mass spectra were recorded in full-scan MS mode 

from m/z 100 to m/z 1500. After LC-HRMS analysis of samples and annotation of 

features, QC samples were reinjected for higher-energy collisional dissociation (HCD) 

MS/MS experiments in positive ion mode on the same instrument set in targeted mode 

using inclusion lists. The isolation width was set at m/z 3.8, the stepped normalized 

collision energy for TMTI-N3 RAL and BCN-TMPP-N3 RAL was set at 25 % ± 10% and 

60 % ± 20%, respectively. The mass resolution was set at 30,000 full width at half 

maximum at m/z 200. HCD mass spectra were inspected manually in order to confirm 

annotations 

 

6.3.2.  Extraction for spiked samples 
 

All sample preparation steps for retinoid analysis were performed under red light to 

prevent clicked retinoids (TMTI-RAL and BCN-TMPP-RAL) isomerization and 

degradation. Mouse plasma (V=200 mL) was transferred to a 2 mL Eppendorf tube 
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and spiked with 5 mL standard solution of TMTI-N3 RAL or BCN-TMPP-N3 RAL (0.2 

mM). Then 400 mL of acetonitrile was added to the suspension, and vortexed before 

centrifugation. After the sample was centrifuged at 13000 rpm for 10 minutes at 5°C to 

pellet the plasma protein, the supernatant was collected. The supernatant was then 

dried in the dark using N2 at 30 °C. The samples were stored in a freezer at -80°C for 

one day. Resuspension was performed using 100 mL of ammonium formate in ethanol 

(5 mM) for LC-MS and LC-MS/MS analysis of TMTI-N3 RAL or BCN-TMPP-N3 RAL. All 

experiments were performed in triplicate. 
 

6.3.3.  Analyses kinetics of the reaction in ethanol  
  

The kinetics of the reaction of TMTI and BCN-TMPP with N3 RAL was studied in 

ethanol and mouse plasma (as biological matrix). The procedure in EtOH was 

performed as follows, N3 RAL was added to an Eppendorf tube (1.5 mL) on ice to reach 

a final concentration of 5 mM (VTotal = 600 mL). The N3 RAL solution was then vortexed 

and placed on ice for the click step. The TMTI or BCN-TMPP probe was added to 

achieve a final concentration of 10-fold excess of N3 RAL (i.e., [probe]final = 50 mM). 

For this purpose, an intermediate solution 100 times more concentrated than the 

intended final solution was used to ensure minimal error. The reaction was vortexed 

and incubated at 37 °C, then 100 mL were collected at five different times (t= 0 min, 

30 min, 1h, 2h, and 3h). The collected samples was immediately quenched with 100-

fold excess (use 100 times more concentrated intermediary solution as for the probe) 

of azido-benzoic acid relative to the final concentration of N3 RAL (i.e. [azido-benzoic 

acid]final = 500 mM). The quenched aliquots were vortexed and dried using N2 at 30 °C. 

The dried samples were then stored in a freezer at -80 °C for analysis. Resuspension 

was performed using ammonium formate in ethanol (V= 100 mL, [ ] = 5 mM) for LC-

MS and LC-MS/MS analysis. All experiments were performed in triplicate and in dark 

using red light. 

  

6.3.4. Analyses kinetics of the reaction in mouse plasma  
 

The kinetics of the reaction for TMTI and N3-RAL were also investigated in mouse 

plasma. The procedure is very similar to the previous procedure in ethanol, except that 

200 mL mouse plasma and 400 mL H2O are used instead of ethanol (as solvent). After 
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quenching the collected aliquots (containing plasma) with 100-fold excess of azido-

benzoic acid, the samples were vortexed and placed on ice until extraction. 140 mL of 

acetonitrile was added to pellet plasma proteins after centrifugation at 4000 rpm for 5 

min (5 °C). The supernatant was transferred to an amber Eppendorf tube (1.5 mL). 

The samples were then dried in the dark using N2 at 30 °C. The samples were then 

stored in a freezer at -80 °C until analysis.  Resuspension was performed similarly 

using ammonium formate in ethanol (V= 100 mL, [ ]= 5 mM) for LC-MS and LC-MS/MS 

analysis. All experiments were performed in triplicate and in dark using red light. 

 

6.3.5.  Data processing 
 

The data files from LC-MS and LC-MS/MS analysis of spiked samples and kinetic 

experiments were processed using Xcalibur (V 4.1.50) to extract chromatograms 

based on the m/z of each clicked retinoid. Limit of detection (LOD) and limit of 

quantification (LOQ) were based on calibration curves using the equations (3s/m) and 

(10s/m), respectively, where s represent the standard deviation of the blanks and m is 

the slope of the calibration curve.  
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Synthèse de sondes moléculaires rétinoïdes en vue de 

déterminer la forme active de la vitamine A in vivo 

Résumé 

La vitamine A est une petite molécule ayant un nombre très important de fonctions dans l’organisme 

et, de fait, une implication dans une large variété de pathologies. Aujourd’hui, la connaissance de son 

métabolisme est incomplète, en particulier à l’échelle cellulaire, ce qui se répercute sur la 

compréhension de pathologies complexes telles que la maladie de Parkinson. Ainsi, le but de cett e 

thèse est de développer de nouveaux outils moléculaires permettant de localiser les rétinoïdes aux 

échelles cellulaire et subcellulaire mais également de détecter et d’identifier de nouveaux métabolites. 

Ces études fourniront les bases qui contribueront à élargir la compréhension du métabolisme et du 

stockage des rétinoïdes. La première partie de cette thèse décrit la mise au point d’une nouvelle 

méthode d’insertion tardive d’azoture sur la vitamine A afin d’en faire une sonde moléculaire 

détectable. La seconde partie présente la conception et la synthèse de sondes fluorescentes pour leur 

application en imagerie cellulaire dans un but de visualisation des rétinoïdes aux échelles cellulaire et 

subcellulaire. Enfin, la dernière partie retrace le développement de sondes de spectrométrie de masse 

facilitant la détection et la quantification de nouveaux métabolites de la vitamine A.  

Mots-clés : azidation ; imagerie cellulaire ; late-stage ; rétinoïdes ; sondes fluorescentes ; sondes 

masse ; vitamine A. 

 

Abstract  

Vitamin A is a small molecule with many functions in the body and is therefore involved in a wide range 

of pathologies. Today, our knowledge of its metabolism is incomplete, particularly at the cellular level, 

which has implications for our understanding of complex pathologies such as Parkinson's disease. The 

aim of this thesis is therefore to develop new molecular tools to localize retinoids at the cellular and 

subcellular levels and to detect and identify new metabolites. These studies will provide the basis for 

a broader understanding of retinoids’ metabolism and storage. The first part of this thesis describes 

the development of a new method of late stage azidation of vitamin A to make it a detectable molecular 

probe. The second part presents the design and synthesis of fluorescent probes for their application in 

cellular imaging to visualize retinoids at cellular and subcellular levels. Finally, the last part describes 

the development of mass spectrometry probes to facilitate the detection and quantification of new 

vitamin A metabolites. 

Key words: azidation; cell imaging; fluorescent probes; late stage; retinoids; mass probes; vitamin A. 
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