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Abstract

Les réactions de bioconjugaison permettent au chimiste de modifier les biomolécules pour leur conférer de
nouvelles fonctions ou propriétés. Les bioconjugués formés d'un agent bioactif lié covalemment a des
molécules organiques ou organométalliques fonctionnelles trouvent désormais de nombreuses applications
en biologie. Depuis une vingtaine d’années sont apparues des réactions de bioconjugaison compatibles
avec I'étude d’organismes vivants. Ces réactions bio-orthogonales permettent d’étudier, et souvent de
visualiser, des phénoménes biologiques d’intérét en temps réel, au sein ou a la surface de cellules vivantes,
voire méme au sein dorganismes vivants. Cet article évoque au travers de quelques exemples
d’applications les principales classes de réactions bio-orthogonales pour un premier point d’entrée dans ce
vaste domaine.

Bioconjugaison, chimie bio-orthogonale, biomolécules, marquage, couplage, chimie « click ».

Chemical ligation of biomolecules in cellulo and in vivo

Bioconjugation reactions enable chemists to modify biomolecules and confer them new functions and
properties. The bioconjugates consisting of a bioactive agent covalently linked to functional organic or
organometallic molecules find now numerous biological applications. The last twenty years have seen the
development of new bioconjugation reactions which are compatible with living systems. These bioorthogonal
reactions enable real time study, and often visualization, of biological phenomena of interest within or at the
surface of living cells, or even within living organisms. This short review covers, through some examples

of applications, the main types of bioorthogonal reactions, for a first entry point into this vast domain.
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L a bioconjugaison est le nom donné au procédé chimique
de formation d’une liaison covalente entre au moins deux
molécules dont au minimum I'une est une biomolécule. Par
ce procédé, les propriétés des constituants pris individuelle-
ment sont alors combinées. Dans le monde de la chimie
organique, il y a d’innombrables exemples de réactions liant
au moins deux molécules entre elles. Cependant, appliquées
a des biomolécules (protéines, ADN, ARN, glycanes, lipides
etc.), les conditions usuelles utilisées par les chimistes se
heurtent a d’importantes limitations liées a I’environnement
naturel et vital pour des biomolécules (milieu aqueux, pH,
concentration, température) et a la présence sur la biomolé-
cule de groupes fonctionnels suffisamment réactifs [1].

Les réactifs de couplage utilisés en bioconjugaison
doivent s’avérer stables en milieu aqueux, et les réactions
chimiques doivent pouvoir s’opérer dans de telles conditions
en prenant de plus en compte d’autres contraintes : de faibles
concentrations en biomolécules et des temps de réactions de
couplage devant étre suffisamment rapides [2]. Les modifi-
cations chimiques de groupes fonctionnels en nombre limité,
alors qu’ils sont naturellement présents dans les systemes
biologiques, posent logiquement un probleme de sélectivité,
en particulier pour des applications in vivo. Pour contourner
cette difficulté, les chimistes ont développé des réactions,
dites bio-orthogonales, sélectives d’une cible (protéine ou
surface cellulaire chez les cellules vivantes, voire chez I'animal).

Dans le cadre de cet article, nous nous limiterons aux réac-
tions de bioconjugaison applicables a I'étude de systemes
biologiques complexes (cellules, animaux) ; ces réactions
sont aussi d’un immense intérét dans d’autres domaines
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tels que la préparation d’immunoconjugués que nous ne
traiterons pas ici.

Réactions bio-orthogonales

Depuis la premiére modification publiée en 1996 par
P.G. Schultz et coll. d’'un systéeme biologique a I'aide
d’acides aminés possédant des groupements fonctionnels
non naturels [3], de nombreuses réactions bio-orthogonales
ont été publiées [4]. De telles réactions de bioconjugaison
font appel a 'emploi de groupements fonctionnels comme
les aldéhydes, les azotures, les nitrones, les oxydes de
nitriles, les composés diazo, les tétrazines, les tétrazoles, les
quadricyclanes, les alcénes, les alcynes, les iodobenzénes...
Certaines revues récentes visent a guider le chercheur vers
la méthode la mieux adaptée a son cas en introduisant le
concept de boite a outils pour chimie bio-orthogonale
(« bioorthogonal toolbox ») [5].

Etape 1 : introduction de la fonction
bio-orthogonale dans les biomolécules
cibles

La modification chimique d’une biomolécule, in cellulo ou
in vivo, peut se faire par réaction chimique directe avec une
fonction réactive présente a la surface de I'objet que I'on
souhaite modifier (amine, thiol...) mais, sauf cas particulier,
cette approche souffre généralement d’'un manque de
sélectivité, la fonction impliquée pouvant étre présente dans
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Figure 1 - Représentation schématique du marquage d’une cellule par une réaction bio-orthogonale. Une sonde portant une fonction
réactive bio-orthogonale est incorporée dans des molécules de la surface cellulaire. Cette incorporation est ensuite révélée par réaction
avec un marqueur portant une fonction bio-orthogonale complémentaire de la premiere et un groupe détectable tel qu’un fluorophore.

différents objets ou en de nombreuses copies au sein de
I'objet d’intérét.

D’autres approches, plus ciblées, ont donc été dévelop-
pées, qui permettent d’introduire au sein d’une macromolé-
cule une fonction réactive bio-orthogonale (figure 7). L’intro-
duction de cette fonction bio-orthogonale peut étre réalisée
selon de nombreuses modalités en fonction des biomolécules
visées, du degré de sélectivité souhaité et de la nature de
ladite fonction. Une revue détaillée de ces modalités a été faite
par Grammel et Hang [6]. Les principales méthodes permet-
tant cette introduction sur des protéines sont i) I'utilisation de
ligands spécifiques capables de former des liaisons cova-
lentes avec leurs protéines cibles (ABP, « affinity-based
probes » [7]) ; i) I'ajout dans la protéine cible d’une séquence
spécifique (on parle de « tag » dans les publications en lan-
gue anglaise) permettant Iintroduction de la fonctionnalité
bio-orthogonale par modification post-traductionnelle (par
exemple, I'utilisation de I’enzyme BirA permet l'introduction
d’analogues de la biotine sur la chaine latérale d’un résidu de
lysine [8]) ; et iii) 'introduction d’un acide aminé non naturel
en un ou plusieurs sites spécifiques de la protéine cible par
la méthode dite d’extension du code génétique [3, 9]. Pour
les glycanes, le marquage métabolique est la méthode de
choix ; en effet, les voies de synthése des oligosaccharides
acceptent d’incorporer dans certains cas des analogues de
sucres porteurs de fonctions bio-orthogonales enlieu et place
des sucres naturels sans altérer ces derniéres [6 et réf. citées].

De maniére similaire, des analogues de nucléotides et de
lipides porteurs de fonctions bio-orthogonales ont été déve-
loppés pour permettre I'incorporation de ces derniéres dans
I’ADN, I’ARN, les lipoprotéines et les membranes biologiques
[6 et réf. citées]. Pour toutes ces applications, la disponibilité
de fonctions bio-orthogonales de petites tailles (aldéhyde,
cétone, azoture, alcyne vrai, alcéne terminal) est un avantage
fondamental, car la présence de ces fonctions induit une
perturbation minimale des voies métaboliques qui sont utili-
sées pour leur incorporation dans les biomolécules cibles.

Ainsi, dans la conception d’une expérience de bioconju-
gaison qui vise généralement a faire réagir une biomolécule
porteuse d’une fonction bio-orthogonale avec une molécule
synthétique (fluorophore, biotine, molécule marquée...) por-
teuse d’une fonction bio-orthogonale complémentaire, on
préférera la fonction bio-orthogonale la plus petite pour
marquer la biomolécule (fonction indicatrice).

Etape 2 : Couplage bio-orthogonal

Les contraintes et les défis propres aux couplages bio-
orthogonaux ont stimulé I'imagination des chimistes au
cours de la derniére décennie et ont abouti a la mise au point
d’une collection de réactions dont la majorité peut se classer

dans deux catégories : les réactions polaires et les cyclo-
additions [5].

Réactions polaires

Aldéhydes, cétones

Les premiers exemples de réactions bio-orthogonales uti-
lisées pour le marquage cellulaire sont probablement des
réactions impliquant des aldéhydes et des cétones. En effet,
si le groupe carbonyle est présent au sein des cellules
vivantes, il est relativement absent de la surface cellulaire. Des
approches impliquant I'utilisation de précurseurs métabo-
liques modifiés, portant ces fonctions aldéhyde ou cétone, et
susceptibles d’étre incorporés dans des structures de sur-
face, ont donc permis le marquage cellulaire par des réactions
polaires de type formation de base de Schiff. En effet, la réac-
tion de ces composés carbonylés avec des hydrazides et des
oxyamines conduit a la formation de dérivés covalents rela-
tivement stables, les N-acyl hydrazones et éthers d’oxime
respectivement (figure 2).

On pourra par exemple évoquer la premiere application
de cette stratégie au marquage métabolique de glycanes. La
N-acétyl mannosamine (ManNAc, figure 3) est un précurseur
métabolique de I'acide sialique, ou acide N-acétyl neurami-
nique (NeuNAc, figure 3), qui est abondamment présent a la
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Figure 2 - Les principales méthodes de ligation impliquant des
groupes carbonylés.
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Figure 3 - Structures de la N-acétyl mannosamine (ManNAc) et de
I’acide sialique (NeuNAc).

I'actualité chimique - février-mars 2015 - n° 393-394 &




Chimie organique

OH

HO OH

coy

HO
N7 O

Cellule

NalO; O
R ey

coy

Cellule

OH

i X
HNLNH HN™ “NH
H H H H H H
oy OH & No~e~N O/NHZ
s /\/\g s /\/E \[O]/\
Biotine Amino-oxybiotine

coy

~0N= .
OACHWO

OH

Cellule

Figure 4 - Représentation schématique du marquage d’une cellule par modification chimique des acides sialiques par oxydation par le
periodate de sodium. Les fonctions aldéhyde ainsi engendrées sont révélées par une aminooxy-biotine, en présence d’aniline.
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conduire a un iminophosphorane inter-
médiaire qui, en présence d’eau, est hy-
drolysé pour donner I'amine et I'oxyde
de phosphine (figure 5). La ligation de
Staudinger-Bertozzi est une version modi-
fiée dans laquelle I'iminophosphorane est

R' piégé de maniere intramoléculaire par un
H électrophile tel qu’un ester préalablement
introduit en ortho sur un substituant aryle
de la phosphine [12]. Ceci conduit a la
formation covalente d’un amide entre les
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Figure 5 - Représentation schématique de la réduction de Staudinger et de la ligation de

Staudinger-Bertozzi.

surface des cellules de mammiféres. L’équipe de Bertozzi a
montré qu’un analogue de ManNAc possédant une fonction
cétone (ManNLev) pouvait étre métabolisé de fagon similaire
a son homologue naturel, transformé en acide sialique tout
en conservant la fonction cétone (NeuNLev), et que ces
structures étaient ensuite incorporées dans les glycanes de
surface ou elles pouvaient étre révélées par la formation de
N-acyl hydrazones [10].

Ces réactions restent cependant relativement lentes a pH
physiologique. Plus récemment, I’équipe de Paulson a pu
améliorer le marquage de glycoprotéines sialylées ala surface
de cellules vivantes par ajout d’un catalyseur nucléophile,
I’aniline [11]. La stratégie proposée repose sur une oxydation
douce par le periodate de sodium de la chaine latérale de
I’acide sialique, conduisant a la formation d’aldéhydes a la
surface cellulaire. Les carbonyles sont ensuite révélés par
réaction avec une aminooxy-biotine puis reconnaissance de
la biotine par un conjugué fluorescent de streptavidine, et,
dans ces expériences, I'ajout d’aniline permet d’améliorer
d’un facteur 8 a 10 I’étape de biotinylation (figure 4).

Ligation de Staudinger-Bertozzi

La réduction de Staudinger, décrite en 1919, permet la
transformation des azotures en amines primaires. Le réactif,
une triarylphosphine, réagit avec la fonction azoture pour

deux partenaires et de I'oxyde de phos-
phine qui reste lié au groupe phényle dans
la molécule finale (figure 5).

Cette réaction étant compatible avec les conditions phy-
siologiques, elle a pu étre appliquée a la modification de
groupes azotures introduits a la surface de cellules isolées
[12] ou chez des souris vivantes [13]. Un analogue de N-acé-
tyl mannosamine, portant une fonction azoture (ManNAz), a
permis en effet de fonctionnaliser par des groupes azotures
les cellules de souris apres injection quotidienne pendant
une semaine. Le huitieme jour, une injection de Phos-FLAG,
une triarylphosphine conjuguée au peptide FLAG - octapep-
tide de séquence DYKDDDDK (D : acide aspartique; Y :
tyrosine ; K : lysine) —, a conduit a un marquage des cellules
avec ce peptide, qui a pu étre détecté apres sacrifice par
un anticorps fluorescent anti-FLAG (figure 6).

La principale limitation de la ligation de Staudinger est
une cinétique relativement lente, qui peut restreindre
certaines applications.

Cycloadditions

Réaction entre azotures et alcynes

Au début des années 2000, les groupes de Meldal et
Sharpless ont simultanément rapporté I'observation que le
cuivre(l) pouvait, probablement via la formation d’un alcynure
de cuivre intermédiaire, considérablement accélérer la réac-
tion de cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azoture et un
alcyne vrai [14], conduisant a un vif regain d’intérét pour
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Figure 6 - Le marquage métabolique de glycanes au sein d’un organisme entier (souris) peut étre révélé par une ligation de Staudinger-

Bertozzi [13].
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I'acide légionaminique (Leg, figure 8), spécifiguement
présent dans les lipopolysacccharides de Legionella
pneumophila, a permis de mettre au point une méthode
de détection et d’identification rapide de ce dangereux
pathogene [15Db)].

Les anomalies congénitales de la glycosylation sont
des maladies génétiques rares qui se caractérisent par
des défauts de glycosylation conduisant a des symp-
tdbmes relativement sérieux. Vanbeselaere et coll. ont
montré que I’évaluation par imagerie de fluorescence de
I’incorporation d’un acide sialique modifié par une fonc-
tion alcyne dans les glycanes de fibroblastes de
patients atteints de ces maladies permet d’évaluer I'effi-
cacité de la glycosylation au sein de I'appareil de Golgi
et pourrait fournir une méthode diagnostique d’identifi-

Figure 7 - Les principales réactions entre un alcyne et un azoture.
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Figure 8 - Structures de I'acide 3-deoxy-D-manno-octulosonique
(Kdo) et de I'acide légionaminique (Leg).

cette réaction dont la version thermique, non régiosélective,
avait été étudiée par Huisgen au milieu du XX® siécle. La ver-
sion cupro-catalysée, réaction prototypique répondant au

concept de « click-chemistry », et désormais connue sous

le nom de « Copper-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition »

(CuAAC, figure 7), est devenue extrémement populaire et a
trouvé des applications dans tous les champs de la chimie
organique. Elle est notamment régiosélective, conduisant a

I’adduit triazole 1,4-substitué, compatible avec des condi-
tions aqueuses, suffisamment rapide et robuste, et un peu
plus d’'une décennie aprés son introduction, il est devenu
impossible de faire une revue exhaustive de ses applications.

La fonction azoture et la fonction alcyne vrai étant relati-
vement peu encombrantes, peu réactives dans les condi-

tions physiologiques et en présence des nombreuses
especes chimiques présentes dans une cellule vivante, elles
se sont avérées parfaitement adaptées a des expériences

de marquage de cellules isolées et d'organismes vivants.

Les bactéries a Gram négatif sont recouvertes d’une
membrane externe, dont le feuillet externe est constitué
d’une couche dense de lipopolysaccharides, une structure

moléculaire complexe et caractéristique de ces bactéries.
L’approche consistant a utiliser un monosaccharide exo-

géne portant une fonction chimique indicatrice telle que la
fonction azoture a pu étre utilisée par Dukan et Vauzeilles
pour cibler ces lipopolysaccharides (LPS) [15a]. En effet, le

Kdo (figure 8), ou acide 3-deoxy-D-manno-octulosonique,

est présent au coeur des LPS et un analogue Kdo-N3
(8-azido-8-deoxy-Kdo), spécifiquement incorporé dans les

membranes de ces bactéries, a pu étre révélé par réaction

avec un fluorophore portant une fonction alcyne. Cette
approche permet de détecter rapidement et efficacement la

présence de bactéries vivantes dans un échantillon.

Une évolution récente de cette stratégie, ciblant non plus

le Kdo mais un précurseur métabolique d’un autre sucre,

cation ou de confirmation de ces maladies [16].
Le principal inconvénient de cette ligation cupro-
catalysée est, bien entendu, la toxicité du cuivre,
notamment du cuivre(l) utilisé dans ces réactions. Des tra-
vaux ont cherché a minimiser cette toxicité par la formation
de complexes catalytiques et I'optimisation des conditions
de marquage (voir la figure A1 en annexe*), mais ceci reste
une difficulté, notamment pour des expériences sur orga-
nisme entier.

L’équipe de Carolyn Bertozzi a su contourner ce pro-
bléme en s’inspirant de travaux de Wittig et Krebs qui avaient
noté qu’un cyclooctyne et I'azoture de phényle réagissaient
de maniére explosive. Sur la base de cette observation ini-
tiale, des dérivés de type cyclooctyne fonctionnalisé ont
donc été développés. Le premier exemple de cyclooctyne
conjugué a une biotine a permis de modifier des protéines,
mais aussi des cellules vivantes, avec une efficacité compa-
rable a celle de la ligation de Staudinger [17]. Différentes
optimisations de cette approche, appelée « Strain-Promoted
Alkyne-Azide Cycloaddition » (SPAAC, figure 7), ont par la
suite été proposées par plusieurs groupes et sont réperto-
riées dans les principales revues [1-2, 4-5] — voir figure A2 en
annexe*. On pourra par exemple citer des systemes extré-
mement tendus tels que les dérivés de tétraméthylthiepinium
développés par I'équipe de Wagner [18].

De nombreuses applications ont été décrites, et I'équipe
de Bertozzi a notamment publié des travaux dans lesquels
des glycanes néo-synthétisés ont pu étre marqués au sein
d’organismes vivants tels que le ver C. elegans [19] ou des
embryons de poisson zébre [20].

Cycloaddition de Diels-Alder a demande électronique
inverse

Plus récemment, d’autres méthodes de conjugaison bio-
orthogonales ont vu le jour. Encore une fois, nous ne pou-
vons étre exhaustifs dans cette minirevue, mais un type de
réaction a connu de nombreux succes ces derniers temps :
la réaction de cycloaddition de Diels-Alder a demande élec-
tronique inverse entre alcéne et tétrazine (figure 9) [21].

Cette réaction peut étre utilisée avec différents couples
alcene/tétrazine. Par exemple, I'utilisation de E-cyclooctene
permet d’atteindre des cinétiques de couplage inégalées par
d’autres réactions bio-orthogonales, et une version bicy-
clique s’avere encore plus réactive [22]. Les derniéres années
ont vu le développement de nombreux dérivés alcénes
destinés a étre utilisés pour cette réaction (voir la figure A3
en annexe®).

Si dans la plupart des exemples publiés, 'alcéne joue le
role de fonction indicatrice incorporée dans la biomolécule et
la tétrazine sert a la révéler, ces roles ont pu étre inversés par
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Figure 9 - Schéma de principe de la réaction entre un alcene et une
tétrazine.

I’équipe de Mehl, qui a pu incorporer un acide aminé-tétra-
zine génétiquement encodé dans des protéines et le révéler
grace a un conjugué cyclooctene-fluorophore [23].

Le principal inconvénient du motif cycloocténe est qu’il
est relativement encombrant, ce qui peut rendre difficile
son incorporation in vivo dans des biomolécules. Brindle et
Leeper ont exploité avantageusement sa grande réactivité
en développant un composé bifonctionnel possédant un
cyclooctyne et un cycloocténe pour réaliser une imagerie
in vivo sur souris par une approche « double click » séquen-
tielle [24] (figure 10). L’incorporation d’un analogue de
N-acétyl galactosamine possédant une fonction azoture
(GalNAZz) dans les glycanes de surface est révélée en deux
temps, d’abord par réaction entre I’'azoture et le cyclooctyne,
puis ensuite par réaction entre le cycloocténe et une tétra-
zine elle-méme liée a un fluorophore. La grande efficacité
de cette deuxiéme réaction permet d’utiliser une quantité
réduite d’agent d’imagerie, limitant par 1a méme le bruit de
fond.

Le groupe de Leeper a également exploité la réaction
des tétrazines avec les isonitriles pour effectuer I'imagerie

métabolique de glycanes [25]. L'orthogonalité de cette
approche avec la SPAAC permet notamment d’imager simul-
tanément I'incorporation de deux monosaccharides a la sur-
face de cellules cancéreuses [26]. Une glucosamine portant
un groupe isonitrile et une galactosamine portant une fonction
azoture peuvent ainsi étre révélées a la surface de la méme
cellule, avec une tétrazine-biotine et un TMDIBO-fluorophore
(TMDIBO = tétraméthoxydibenzocyclooctyne) (figure 11).

Autres approches

D’autres approches émergentes n’ont pu étre évoquées
dans le cadre de cette minirevue. Le lecteur intéressé est
invité a consulter les revues récentes couvrant le domaine
[1-2, 4-5, 21].

Limites et recommandations

Bien entendu, toutes les stratégies élégantes décrites ci-
dessus ou que I'on peut trouver dans la littérature viennent
confirmer le vaste potentiel de ces approches bio-orthogo-
nales. Certaines limitations sont cependant a prendre en
compte.

Nous avons déja évoqué, a plusieurs reprises, I'impor-
tance de la cinétique de réaction. Il est bien entendu essen-
tiel que les réactions bio-orthogonales utilisées soient
rapides par rapport a I’échelle de temps du phénoméne que
I'on souhaite observer et pour étre efficaces malgré les
concentrations faibles (de I'ordre du nM ou du pM) des
molécules a détecter dans les milieux biologiques [2].

Il est évident que I'utilisation de petites molécules et leur
incorporation au sein de macromolécules a l'intérieur méme
d’une cellule peut poser des problémes de pénétration cellulaire
[27], mais lorsque I'on s’intéresse a un organisme, il faut éga-
lement se préoccuper des questions classiques de pharmaco-
cinétique (absorption, distribution, métabolisme, excrétion et
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Figure 11 - Détection simultanée de deux monosaccharides différents incorporés a la surface cellulaire, par SPAAC et ligation tétrazine-

isonitrile [26].
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toxicité) et de leur compatibilité avec le phénomene que 'on
souhaite observer.

Enfin, le développement de réactions réellement bio-
orthogonales est d’une grande difficulté, et des phénoménes
non observés sur des modeles simplifiés peuvent venir per-
turber la stratégie quand elle s’applique a un organisme
complexe.

Conclusions

Au cours des deux derniéres décennies, les réactions de
bioconjugaison bio-orthogonales ont connu un développe-
ment trés rapide et ont apporté de nouveaux outils pour
I’étude du vivant. Elles ont notamment permis de grands pro-
grés dans 'analyse de I'anabolisme des glycanes pour les-
quels on ne disposait que d’une panoplie limitée de
méthodes qui manquaient d’efficacité, notamment pour
caractériser la dynamique de ces molécules et de leur bio-
synthése. Pour d’autres types de biomolécules, comme les
protéines, les réactions de bioconjugaison bio-orthogonales
sont un complément d’outils tels que les anticorps monoclo-
naux. L’un des aspects concernant les réactions de biocon-
jugaison bio-orthogonales qui est en plein développement
est leur orthogonalité mutuelle, qui permet d’étudier simulta-
nément ou successivement plusieurs paramétres métabo-
liques ou les composantes cinétiques d’un seul phénomeéne.
Cet aspect d’orthogonalité mutuelle a fait I'objet d’une revue
couplée a une étude théorique trés compléte par Debets et
coll. [4]. Sur le plan de la mise en pratique de ce concept,
I’équipe de Wittmann a, par exemple, montré que la ligation
de Diels-Alder a demande inverse pouvait étre utilisée en
complément de la stratégie azoture/cyclooctyne pour effec-
tuer le marquage simultané de sucres différents [28]. D’autre
part, Willems et coll. ont démontré I'utilisation de trois réac-
tions orthogonales sur des extraits cellulaires (cycloaddition
de Diels-Adler a demande inverse, ligation de Staudinger-
Bertozzi et CUAAC) [29].

Afin d’étendre le domaine des réactions bio-orthogo-
nales et biocompatibles, le groupe de Taran a développé un
format de chimie combinatoire avec une détection basée sur
une méthode ELISA [30]. Il semble certain que les années qui
viennent vont apporter de nouveaux développements spec-
taculaires dans le domaine de la chimie bio-orthogonale et
de son utilisation pour étudier le vivant.

Les réactions de bioconjugaison bio-orthogonale, permet-
tant de créer des liaisons covalentes entre les biomolécules
ciblées et les groupes révélateurs insérés sur celles-ci, appor-
tent un avantage supplémentaire en comparaison des
méthodes de détection basées sur la reconnaissance anti-
géne-anticorps : il est en effet possible, grace a la présence
de cette liaison covalente, de contrbler la sélectivité du signal
observé dans une expérience d’imagerie par la caractérisation
des produits de bioconjugaison avec les méthodes d’analyse
standard des biomolécules telles que I'électrophorese [31].

Le potentiel des réactions de bioconjugaison bio-ortho-
gonales commence tout juste a étre exploré, et ces outils
gagnent en popularité dans les laboratoires de biologie,
notamment grace a leur progressive mise a disposition com-
merciale. Il est prévisible que les prochaines années voient
une forte croissance de leur utilisation et qu’elles apportent
une contribution significative aux progres de la connais-
sance des mécanismes du vivant.

Nota : Une revue sur la chimie bio-orthogonale au sein
d’organismes vivants est apparue dans la littérature apres
la soumission de ce manuscrit [32].
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