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INTRODUCTION GENERALE







La fluorescence induite par excitation a deux phetgphénomene relevant de I'optique non-
linéaire, connait de nos jours un développementplds en plus marqué en imagerie
biologique. Lors de I'excitation a deux photons, fluorophore, au lieu d’absorber un seul
photon d’énergie jh pour atteindre un état excité, il absorbe quasiukanément deux
photons d’énergie 2. Une telle excitation nécessite une intensitéiheuse extrémement
forte, et l'utilisation d'un laser pulsé et focaliest nécessaire. Cette technique permet
d’'induire une résolution tridimensionnelle intrigse car la forte intensité lumineuse
indispensable pour induire ce phénomene non-lieéadr se trouvera qu’au point focal du
systéme optique utilisé (environgin®). La diminution de I'énergie des photons utiligésir
une telle excitation (M2 au lieu de ¥, ce qui correspond pour les fluorophores classigue
une lumiére infrarouge au lieu de lumiére UV) pdrmie réduire le photoblanchiment des
fluorophores, mais aussi la photo-toxicité vis & d@és tissus biologiques. D’autre part, les
longueurs d’ondes utilisées dans le proche infigeosont peu diffusées et absorbées en
milieu biologique, ce qui permet une observatiorpesfondeur. C’est grace a ces nombreux
avantages que la microscopie par excitation a geatons s’'est développée tres rapidement
ces derniéres années, et la plupart des platefatmesicroscopie proposent maintenant cette
technique d’excitation sur leurs microscopes. Cdpat la faible sensibilité des fluorophores
classiquement utilisés en microscopie confocalelidege nombreuses années rend nécessaire
la conception de nouveaux fluorophores spécifiqums I'absorption a deux photons (ADP).
Le travail présenté dans ce mémoire de thése & @in® sur I'ingénierie moléculaire de
nouveaux fluorophores spécifiguement congus pour nm&roscopie par excitation
biphotoniqgue. Nous nous sommes particulierementéregsés a des systémes
unidimensionnels (1D) de petite taille comportaes dystemes étendus autour d’'un cceur
rigide etentourégar différents systemes électro-actifs.

Le présent manuscrit est organisé en six chapitrespremier chapitre décrit les bases
physiques de l'absorption & deux photons et quslgx@mples d’applications en mettant
I'accent sur la microscopie a deux photons, apptinaqui nous a particulierement intéressée.
Les marqueurs fluorescents utilisés pour la miapgc a deux photons et I'ingénierie

moléculaire de ces fluorophores sont ensuite exposé

Dans le second chapitre, nous décrivons I'utilatiu systeme dicétopyrrolopyrrole ou DPP
en tant que coeur rigide pour I'élaboration de nauxefluorophores émettant dans le rouge.
Celui-ci est en effet connu depuis de nombreuseéemndans 'industrie des pigments pour sa

stabilité, sa couleur rouge prononcée, mais aumsi pon insolubilité, qui est un avantage



pour un pigment, mais qui s’avere étre un problpmé une utilisation en microscopie ou les
colorants doivent étre solubles dans I'eau. Nowsdins tout d’abord la mise au point une
méthode de solubilisation du cceur DPP qui utiliss dhaines oligoéthyléneglycol pour
induire la solubilité dans I'eau. Ensuite, nousrdé@mns la synthese et la caractérisation de
nouveaux fluorophores basés sur ce coeur DPP aduliescelié a des systémes organiques
électro-actifs par différents liens conjugués. Noagons utilisé différents systémes
électroactifs comme l'anisole, la pyridine, l'and... Afin de moduler finement les
propriétés photophysiques de ces fluorophoresettedonjugué a été lui aussi modifié et des
doubles liaisons, des triples liaisons ou encorendyaux aromatiques ont été utilisés. Aprés
avoir décrit la préparation de ces composés, napsserons I'étude de leurs propriétés
photophysiques a un et deux photons. Enfin, noésenmterons les expériences que nous

avons réalisées en microscopie de fluoresceneefah ¢onfocale et a deux photons.

Dans le troisieme chapitre nous décrivons la mealifon des fluorophores précédents de
maniere a pouvoir les conjuguer a des moléculegétét biologique, comme des protéines.
Pour ce faire, nous avons introduit une fonctiom@en différentes positions, fonction qui
pourra par la suite donner lieu a la formation @'limison peptidique. Ces fluorophores bio-
conjugables ont été greffés sur un peptide du \ivsetudié au laboratoire : le peptide TAT
(Trans-Activator of Transcription), préparé par th@se peptidique en phase solide.

L’imagerie par microscopie biphotonique sur detutes HelLa sera présentée.

Dans le quatrieme chapitre, nous décrivons la mase point de nouvelles sondes
multimodales pour la microscopie corrélative bigmiue/électronique et pour I'imagerie
corrélative imagerie par résonance magnétique (IRIMjoscopie de fluorescence. Ces
techniques, en cours de développement, reposeribbservation d’'un méme objet a deux
échelles différentes, dans notre cas a I'échellalaige par microscopie de fluorescence par
excitation bi-photonique et subcellulaire par mgzrapie électronique ou a I'échelle tissulaire
par I'lRM. Les sondes utilisées devront donc présesimultanément différentes propriétés,
comme une fluorescence détectable par microscopigjue et une densité élevée aux
électrons induisant un contraste en microscopiréleique ou un paramagnétisme détectable
en IRM. Plusieurs séries de sondes multimodalespésentées. Elles seront ensuite étudiées
in cellulo par microscopie par excitation biphotonique puas microscopie €électronique en

transmission et a balayage.

La conclusion générale et les perspectives sonbse®gs dans le cinquieme et dernier

chapitre.
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CHAPITRE | : L'ABSORPTION A DEUX PHOTONS : PRINCIPET APPLICATIONS

[.1. L’ABSORPTION A DEUX PHOTONS

.1.1 Introduction & 'optique non linéaire"

L’interaction entre la lumiere et la matiére petreé&xprimée a I'échelle macroscopique
par un développement de la polarisational® sein de la matiére en fonction des
puissances croissantes du champ électrique E partka lumiere excitatrice,oFetant la
polarisation permanente du matériau considép® é&s susceptibilités électriques d’ordre
I (Equation J :

P=R+xYE+x®E?+xPE®+... Equation1

Pour une description moléculaire de cette intevactumiére-matiere, qui nous intéressera
plus particulierement dans ce travail, une expoesanalogue a celle de la polarisation d’'un

matériau peut étre écrite pour le moment dipoldiv@e moléculeEquation 2 :
U =, +aE+ FE*+)E*+...  Equation 2

Ou up est le moment dipolaire permanent de la molécoifsidéréeq sa polarisabilités son

hyperpolarisabilité quadratiquejeson hyperpolarisabilité cubique.

Les termes d'ordre O et 1 de ces équations rerabenpte des propriétés optiques classiques
de la matiere : on parle d’optique linéaire lorstué&équence de I'onde sortante reste égale a
celle de l'onde incidente. Les effets alors obsergédnt laréfraction des ondes et
la biréfringence. Les termes d’ordre 2 et plus ¢j@aux représentent un comportement non
linéaire, on parle alors d’optiqgue non linéaire (QNOn peut ainsi définir ’TONL comme
I'étude des phénoménes optiques pour lesquels whécaie, ou un matériau, présente une
réponse qui n'est pas proportionnelle au champtredee de I'onde électromagnétique qui
induit cette réponse. La premiere démonstratioréexyentale d’'un processus d’'ONL a été
réalisée en 1961 par Frankenal.’ lorsqu'ils ont mis en évidence la génération deosd

harmonique par un cristal de quartz.

Si le champ électrique E est faible, comme c’estlke pour la plupart des sources lumineuses
classiques a I'exception des lasers, les termesidcsupérieur a 1 sont négligeables et la

réponse est donc linéaiféquations 3 et 4) :
P=P+x“E Equation 3

M= U, +0E Equation 4
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Les propriétés optiques linéaires sont donc liéda ausceptibilité linéairg® au niveau
macroscopique et a la polarisabili#€au niveau microscopique. Dans le cas de sources
lumineuses beaucoup plus intenses, les termesrd’sugbérieur a 1 ne sont plus négligeables,
et I'on peut observer I'apparition de nouveaux mmanes relevant de 'ONL. Les termes de
second ordres et ® sont a l'origine de phénoménes d’ONL dit du secamdre (ou
guadratiques), dont le plus connu est la généra@osecond harmonique. Il est intéressant de
noter a ce stade que cette dépendance quadrat&jaevis du champ électrique impose des
conditions de symétrie bien particulieres : seud ggstemes ne présentant pas de centre de
symétrie (tant au niveau moléculaire que macrosgm)i peuvent présenter de telles
propriétés. L’absorption a deux photons (ADP) est ghénoméne qui nous plus
particulierement intéressé lors de notre travailtthéorie montre que ce phénomene estjlié a

ou ay® et découle donc d’un processus d’ONL du troisi@naie.

[.1.2. Théorie de I'absorption a deux photons

L’'absorption a deux photon (ADP) est définie conlhagcitation d'une molécule induite par
I'absorption quasi-simultanée d’'une paire de phetdiénergies identiques ou différerftes
Ce phénoméne a d'abord été prédit théoriquementMaaia Goppert-Mayeren 1931"

(Figure 1) qui a calculé la probabilité d’une transition d'état fondamental a un état excité
par ADP.

Figure 1: Maria Goppert-Mayer a introduit la théorie de
I'absorption & deux photons dans les années 1938, fan de son
doctorat. Elle a recu le prix Nobel de Physiquel®63 pour d’autres

travaux théoriques sur la structure des noyaux &joes.

La mise en évidence expérimentale de 'ADP n'apéssible que 30 ans plus tard grace au
développement des lasers comme nouvelles sourn@eduses extrémement intenses dans
les laboratoires. Kaiser et Garfetont en effet décrit en 1961 la luminescence diistal de
CaR; dopé par des ions Elinduite par excitation & deux photons & partindaser a rubis.

L'’ADP est donc un processus durant lequel, pounimdie un état excité, une molécule

absorbe quasi simultanément 2 photons d’énergieat lieu d’absorber un seul photon
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d’énergie h comme dans le cas de I'absorption monophotonidtigure 2). Les deux
photons absorbés peuvent soit présenter une éndagigque (dans ce cas’ = hy/2) soit
différente (I = hy;+hy,). En ce qui nous concerne dans notre travail, mbaons étudié

gue I'absorption de deux photons de méme énergie.

R -
S, e e
hv,/2
hv,, A hv;
hv,/2

Figure 2 : Schéma décrivant luorescencapreés une absorption i@ et adeuxphotons.

Cette absorption a deux photons n’est en fait qutas particulier d’absorption multi-
photonique ou 3, 4... photons peuvent étre absorb@gtanément. La probabilité d’observer
une absorption multiphotonique peut étre exprimétoaction de I'intensité lumineuse | de la

lumiére excitatriceEquation 5).

P= %O',J " Equation 5

Ou P est la probabilité de la transition par I'exciteti multiphotoniquen le nombre de
photons absorbés, etest la section efficace d’absorptiom ghotons. Dans le cas de 'ADP
(n = 2) qui nous intéresse, on peut noter une dipwe quadratique entre P et | comme le

montrel’Equation 6 bien gu'il s’agisse d’'un phénoméne d’ONL du tromseordre.
_1 :
P= EJZI Equation 6

Ou o, est la section efficace d’absorption a deux phoexmimée le plus souvent en GM
(1GM = 10°° cnt'.s.photoft) pour rendre hommage & MaG@ppert-Mayer qui a prédit cette
propriété en 1930. Selon la théorie de I'ADP, letisa efficace d’absorption a deux photons

est directement proportionnelle a la partie imaiginde I'’hyperpolarisabilité mentionnée
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plus haut, et qui est décrite par une expressionptexe en mathématiqud. C'est la

propriété la plus utilisée pour caractériser l@fité d'une absorption biphotonique.

[.1.3. Mesure de la section efficace d’ADP

Une connaissance précise de la variation de laoseefficace d’ADP en fonction de la
longueur d’'onde est indispensable pour détermireffidacité de I'ADP et comparer
différentes molécules entre elldd. Ces valeurs permettront d’orienter Iingénierie
moléculaire que nous réaliserons afin d’obtenir ohedécules présentant de fortes sections
efficaces d’ADP. Plusieurs techniques ont été meespoint pour déterminer la section
efficace d’ADP® | mais les deux méthodes les plus utilisées sométhode de Z-Scaf et

la méthode de la fluorescence induite par excitaiioleux photon§.,

La méthode Z-Scan
La méthode Z-Scan consiste a déplacer un échantitiot au long du trajet d'un faisceau
laser focalisé et de mesurer l'intensité lumindreesmise au niveau du détecteur en fonction

de la position de I'échantillon sur I'axé’%(Figure 3)

échantillon . détecteur

. 2.
L—T
"-—-.__‘__.
’: \
laser lentille I
- -
Axe de Z ouverture

Figure 3 : Schéma du Montage expérimental utilisé dans la odétZ-scarf’!.

La transmittance normalisée T(Z) peut étre exprie@déonction de la position en(Eigure

4) selon’Equation 7"

T(Z) :1_ laso (1_6_2_)

2201+ %)

Equation 7

Ou L est I'épaisseur de I'échantillong est la longueur de Rayleigh, z est la position de
I'échantillon par rapport au plan focaly est I'intensité incidente du pulse laser,le

coefficient d’absorption linéaire g est le coeffici non linéaire (attention, c@ est

10
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différent de I'hyperpolarisabilité du premier ordretée elle ausg). A chaque positiorz, T
est mesuré et en connaissant les autres paramgtpesit étre calculé par régression non

linaire.

Transmittance normalisée
o
(@)
|

0,4-

0,2

-4 -2 0 2 4
Z1Z,
Figure 4 : Courbe de transmittance obtenue en utilisant laho@t Z-scan (en noir les points
expérimentaux et en rouge la courbe modéliS&e)

Une fois S déterminé, la section efficace d’ADB peut étre calculée grace &djuation 8:

o :,Bhv—><103 Equation 8
2 Nc

Ou hv est I'énergie des photons utilisBisest le nombre d’Avogadro etla concentration du

chromophore dans le solvant utilisé.

En plus du pur phénomene dabsorption & deux pbotoleux autres effets peuvent
perturber les mesures des sections efficaces dgddPa méthode Z-scah™"

» Une perte de signal due a une auto-défocalisatiofaser (si I'ouverture du
détecteur est trop étroite ou trop éloignée déndidtillon) ou a une diffusion

non linéaire de la lumieére.

11
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» Une accumulation des molécules dans I'état expdé gbsorption d’'un ou de
deux photons) peut aussi conduire a une transmissin linéaire faussée a
cause d’'une nouvelle absorption directement arpkgtat excité (AEE). La
contribution de I'AEE peut étre réduite par I'stiiion de longueurs d'onde ou
I'absorption monophotonique est négligeable ou #iisant des impulsions
laser trés courtes (<1 ps), et de faibles tauxegétition de facon a limiter la
contribution de I'AEE.

L’avantage majeur de cette technique est la pdisgibdie déterminer les: d’espéces a I'état
solide ou liquidé” méme si elles ne sont pas luminescentes. Cepenesmteux problémes
mentionnés ci-dessus étant difficiles a éviter celaduit généralement a une surévaluation de
la section efficace d’ADP*Y. De nouvelles méthodes de traitement des donréé&sstan

sont en cours de développement et permettent dedioette surestimation.

La méthode de fluorescence par excitation a deux photons

La méthode de fluorescence par excitation a deoxopls a été décrite pour la premiere fois
par Xu and Webb en 1998, Ces deux auteurs ont déterminé les sectionsaeéfcd’ADP de
plusieurs fluorophores utilisés en spectroscopiéiudgescence a un photon. Cette technique
a ensuite été optimisée par Drobizhetval. ™ en 2005 puis en 2008 et son équipe a
déterminé les sections efficaces d’ADP d’'une laggenme de colorants commerciaux a de
nombreuses longueurs d’'onffd. La fluorescence par excitation a deux photonsuest
méthode de choix pour détermirer a condition que la molécule soit fluorescentguet son
rendement quantique de fluorescen®d ¢oit connu. L'intensité de fluorescence foudss
informations directes sur l'efficacité d’ADP, bieque la mesure directe de, soit
généralement difficile car seule une petite fratties photons est absorbée dans le processus
a deux photons. La détermination précisergest toujours entravee par la forte dépendance
de lintensité de fluorescence vis a vis de plusigagarametres tels que la puissance du laser,
la durée d'impulsion, la distribution temporellént#nsité, I'efficacité du détecteur, de la
longueur d'onde... Cependant, en utilisant un compleséférence qui présente un spectre
d’ADP bien caractérisé et u@ connu, on peut alors déterminerdg d’'une molécule en
comparant son intensité de fluorescence par exuitatdeux photons a celle de la référence,
un peu comme on le fait pour la détermination éeslements quantiques de fluorescence en
spectroscopie a un photon. Les intensités de fheeree de la molécule a étudier et d’'une

référence sont mesuréessgpeut étre calculée en utilisanEfuation 9.

12
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— qaref Cref 02ref nref < F >mes
2mes —
wmescmesnmes< F >ref

Equation 9

Ou C est la concentration des solutions a étudiest I'indice de réfraction du solvant utilisé
et (F) estla valeur moyenne de lintensité de fluorescences lindicesref et mes des

différents parametres correspondent a la référenae fluorophore étudié respectivement.

Il existe deux principales limites a cette techeigqd) elle ne peut pas étre appliquée dans des
régions spectrales ou I'absorption a un photopestente, mais ce probléme est général pour

toutes les techniques de mesures fiables.d@) I'échantillon doit étre fluorescent.

Dans la pratique, il faut étre trés attentif a ketimode utilisée pour la détermination dgs . En

effet, la plus grande partie des résultats obtepaus la méthode Z-scan semblent étre
surestimés par rapport aux valeurs déterminéedapanéthode de fluorescence, et I'on
observe souvent des facteurs 10 a 100 entre les \ddaurs. Dans notre cas, les valeurs
obtenues par la méthode de fluorescence se ramoplus de l'utilisation future de ces

fluorophores en microscopie de fluorescence.

[.2. APPLICATIONS DE L’ABSORPTION A DEUX PHOTONS

Comme nous I'avons mentionné précedemment, la piitBad’absorber simultanément deux
photons dépend quadratiguement de l'intensité derlaCe phénomene ne peut donc
s’observer que la ou l'intensité lumineuse est make. Les dispositifs expérimentaux actuels
utilisent des sources laser pulsées et focaliséas ipduire une absorption bi-photonique.
Ceci permet d'une part une concentration tempomidie photons (avec un laser de faible
puissance moyenne, on peut bénéficier de pulsdintensité maximale est extrémement
importante, de I'ordre de 100000 fois plus impotgaisur une durée tres breve, de l'ordre la
fs) et d’autre part une concentration spatiale e aerniers (les photons qui occupaient le
diamétre du faisceau laser se retrouvent focatisés une section de I'ordre gim?). Ceci
permet une excitation biphotonique confinée dane wigion de I'espace trés réduite,
typiguement au point focal du systeme optique sdtifpour focaliser le laser (de l'ordre du
lJ‘m3) 1

Cette résolution spatiale intrinséque engendrédgpaature non linaire de 'ADP a trouvé
rapidement de nombreuses applications dans dit®domaines, de la physique a la biologie

en passant par les sciences des matériaux. Citorexpmple le stockage optique de données,

13
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la microfabrication 3D, la limitation optique, lbérapie photodynamique a deux photons, la
photoactivation bi-photonique ou encore I'imagetgesystemes biologiques par fluorescence

a deux photons.

[.2.1. Stockage optique tridimensionnel de données

Les dispositifs optiques actuels de stockage deéks) comme les CD et DVD, utilisent des
processus optiques a un photon pour écrire et des informations sur une surface
bidimensionnelle. La localisation spatiale trescime de I'excitation a deux photons permet
de stocker les données en trois dimensions, mexasit a une augmentation énorme de la

densité de donné¢Bigure 5)".

-

Figure 5 : Disque de stockage a deux photBils

Ces derniéres années, l'utilisation de I'ADP pastockage optiqgue de données a fait des
progres significatifs. Les chercheurs de la sociétdl/Recall ont réussi a stocker I'équivalent
de 200 DVD dans un disque d'1 mm d'épaisseur &2@emm de diamétré®. Ceci donne
une densité totale de 1 Thyte par disque. Les raateutilisées pour le stockage optique 3D
doivent répondre a plusieurs criteres: avoir detefo sections efficaces d’ADP, des
rendements quantiques de fluorescence élevésemptdiir étres stables thermiquement et
photophysiquement®. Avant qu'un tel disque ne soit commercialis§,iéste quelques défis

a surmonter. Par exemple, cette technologie amesosystémes de lentilles avec des grandes
ouvertures numériques et peu colteux, de diodes il@pulsionnelles courtes trés puissantes

et de médias d'enregistrement plus sensibles.

14
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[.2.2. Microfabrication 3D

Récemment la photopolymérisation induite par alismr@ deux photons a été tres étudiée a
cause de son importance dans la fabrication deonoigjets pour les nanotechnologiéss
technologies de l'information.*®. Grace a ce processus, il est possible de prodigise
structures 3D complexes avec une résolution spatiias importante (120 nm). Une résine,
qui contient principalement un monomeére a basergdae de méthyle et un photoinitiateur
(P1), est soumise a un balayage dont le trajet@strélé par ordinateur. Ce balayage induit
l'initiation d’une réaction de polymérisation etflamation d’une résine solide. Pour obtenir
une polymeérisation efficace et des structures @mdg qualité, une forte section efficace
d’ADP du Pl est nécessaife!. Des structures 3D complexes et de trés petitie {a 100
pm) ont été fabriguées par Zhiquan éfi al. (Figure 6) en utilisant 3,6-B3FL comme
photoinitiateur(Figure 6d).Ces objets démontrent la grande précision spatistenue avec

cette techniqué®,

Figure 6 : Structures 3D (résine ETA/TTA 1:1, B3FL commeditetir): (a) Cathédrale de St.
Stephen; (b) L'araigné&heraphosidae; (c) Détail du pont de la tour de thaas (d)
Structure moléculaire d’un nouveau photoinitiatédy6-B3FL) efficace & deux photof§.
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[.2.3. La limitation optique

Le développement rapide des différentes technddodiser a conduit a des systemes
extrémement puissants et couvrants une large gademengueurs d'ondes. En effet, de
nombreux lasers sont présents dans notre vie geiotid, comme dans les lecteurs et graveurs
de DVD, dans les pointeurs laser, dans les appitmtdomotiques... ainsi que dans

différents autres domaines comme la médecine, Earemt...

Cette présence accrue des lasers induit un véridrhger, notamment pour I'ceil humain,
mais aussi pour les capteurs électroniques. ll@st nécessaire de pouvoir les protéger en
utilisant un systéme qui serait capable de laipasser la lumiere ambiante et permettre une
vision correcte, mais qui pourrait bloquer un ray@ment laser pouvant endommager ou
aveugler un capteur ou un ceil. Un tel systeme gstlé limiteur optique. Il repose sur un
matériau qui présente une absorption dépendantmidasité de la lumiere incidente, et doit
étre transparent a faible intensité, mais opagee awe lumiére intense, il s’agit typiguement
d’un comportement non linéaif€!. La Figure 7 montre la réponse en limitation optique du
dérivé stilbénique BDBAS soumis & des impulsionssdes a 600 nnf®. A basse énergie
incidente, 95% de la lumiére est transmise (T =5)),9nais quand I'énergie incidente

augmente, I'énergie transmise reste au-dessoud0de) et la plupart de la lumiére est

b a)
_ /_/_
40 Y & v
N A ), —_

Energie transmise (en pJ)

204 o
o0 ©
_ O
10 o0 O
0 ] I ] ]
0 50 100 150 200

Energie incidente (en pnJ)

Figure 7 : a) Formule du 4,4’-bis-(dibutylamino)stilbéne (BRS8), chromophore utilisé dans
des matériaux pour la limitation optique. b) limtitan optique par BDBAS (dans I'acétone,
0,14 M, pour impulsions laser 5 ns a 600 nm). badi droite correspond a la transmission

linéaire d’une solution, & T=0,9%).
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[.2.4. La thérapie photodynamique a deux photon( 2P)

La thérapie photodynamique (TPD) a un photon esiedement largement utilisée pour
traiter les cancers de la peau et d’'organes craais est aussi trés efficace dans le traitement
d’affections oculaires comme la dégénérescencellmiae lice a 'age®. Cette méthode de
traitement utilise I'action combinée d’'un photogbilisant et de lumiere pour induire un
photodommage irréversible a des tissus tumoraweypample. Une concentration adéquate
de I'oxygene moléculaire est elle aussi nécessamgjquant une vascularisation importante
du tissus a traitéf™. L’effet toxique ne sera présent que dans leonigile I'espace ou ces 3

parametres (photosensibilisateur, lumiére et diérgy seront présents.

Un photosensibilisant absorbe I'énergie d'une solinmineuse, qu'il transfére alors soit au
dioxygéne pour former de l'oxygéne singulet soitiie autre molécule pour former des
radicaux libres. Ce sont cet oxygene singulet osl raglicaux libres qui agissent en tant
gu’'agent cytotoxique entrainant la mort cellulagepar conséquent la destruction de la

tumeur® (Figure 9.

L'utilisation de TPD a deux photons a pour butidater I'excitation du photosensibilisant au
volume focal, ce qui devrait permettre un conttéds fin des zones a traiter, sans affecter les
tissus sains voisins. De plus les longueurs d'omisines de I'lR nécessaires pour une
excitation a deux photons permettent aussi unetgzgiod plus profonde de la lumiére dans
les tissus vivants que dans le cas de la lumiésiblgi bleue ou UV proche utilisée en
excitation & un photoli?. Ces avantages donnent & la TPD 2P un intéracyléet, surtout
en neurologie et en ophtalmologie, ou il y a unobegroissant de résolution spatiale des
ciblages thérapeutiqués

Photosensibilisan

(état excité)
N N

Oxygene du tissu

Un photon
uo10qd\xnaq

Oxygene singulet
ou radicaux libre

Laser ———— Photosensibilisant

(état fondamental Toxicité cellulaire

Figure 8 : Mécanisme d'action de la thérapie photodynamique.
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Les sections efficaces d’absorption a deux photoes élevées des photosensibilisants
destinés pour l'absorption a un photon, nécessitatilisation de puissances élevées des
lasers pour aboutir a une excitation biphotoniqyé, limitent les avantages d’une telle
technique. Il est apparu ainsi nécessaire de matingoint de nouveaux photosensibilisants
présentant de fortes sections efficaces d’ADP, peamettre de réduire l'intensité et le temps
des irradiations, minimisant ainsi les photodommsags a vis des tissus environnant la zone
a traiter. Plusieurs photosensibilisants ont étinopés spécifiquement pour la TPD a deux
photons, comme ceux a base de porphyfiieou différentes autres structures organiques
biocompatibles (solubles dans I'eau par exemef! (Figure 9)

R R OAc

OAc

5, =4200 GM a 790 nm R
Maillard et al

o) \

CgHy7 ©,,,7205GM a 618 nm
Ogilby et al.

Figure 9 : Exemples de molécules utilisées en thérapie phoswdigue a deux photons.

[.2.5. Photoactivation a deux photons

Un cas particulier de photoactivation, appelé «agintg », repose sur I'activation rapide par
une irradiation lumineuse d’'une biomolécule dordctivité était masquée par liaison
covalente avec un groupement photolabile. La piséotu groupement photolabile (qui est
assimilé a une cage...), régénere la biomolécule sau®rme active qui peut par la suite

reconnaitre son récepteur pour induire une répbrmdegique Figure 10. Cette biomolécule

18



CHAPITRE | : L'ABSORPTION A DEUX PHOTONS : PRINCIPET APPLICATIONS

« cagée » est généralement inactivée grace aaiserlicovalente a un groupement protecteur
photolabile organique. Cette approche peut étrdicage a de nombreux domaines de la
biologie en utilisant des neurotransmetteurs, desrsds messagers, des ligands d'enzymes ou

de récepteurs, des facteurs d’activation ou deessprn de genes...

Complexation
) Récepteur
Sous produits

’F j
A/ /

.‘ Ligand libéré
Réponse biologique
Ligand cagé
Inactif

Figure 10 : Principe du « uncaging » de molécules biologiqueraetives.

L’excitation & un photon, qui est classiquemerlisdé® pour induire cette photoactivation de
biomolécules, ne permet pas un contréle spatial firg alors que l'utilisation de I'ADP
permet une réaction de photolyse avec une excellésolution spatiale. De plus I'excitation
par des lasers IR lors de 'ADP permet de réd@sepghotodommages sur les cellules ou les
organes traités, mais aussi permet une pénétrplisnprofonde du faisceau lumineux dans
les tissus vivants par rapport a celle observéphemoactivation monophotonique qui utilise

des lasers UV.

L'utilisation d’'une excitation a deux photons panduire I'uncaging de biomolécules a été

décrite pour la premiére fois en 1989 et connait depuis un développement croissant.

La majorité des cages utilisées actuellement gancéging a deux photons ont des faibles
sections efficaces d’ADP car elles ont été optiesspour la photoactivation traditionnelle a
un photon. Ces derniéres années, plusieurs groupenpeotecteurs photolabiles ont été
optimisés spécifiquement pour la photoactivatiad ghotons. Par exemple, pour cager des
neurotransmetteurs comme le glutamate (Glu) oud&agaminobutyrique (GABA) notre
équipe et celle du professeur Goeldner ont dévél@gmsemble des groupements protecteurs
photolabiles basés sur un systéme aromatique @ebiphényld®® ou fluorényle?” (Figure

11).
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Glu ABAG © 2

R= Me
o,® =0,45GM a 800 nmn o,® =11 GM a 800 nm
Gugetal. Donatoet al.

Glu

OR' OR'

c,®,=5GMa800nm,
Gug et al.

Figure 11: Exemples de molécules utilisées en photoactivatideux photons.
(®y: rendement quantique de la réaction photochimique)
La derniere application en biologie que nous alldésrire est la microscopie de fluorescence
induite par excitation a deux photons. Comme ninéreail de these a porté sur I'optimisation
de fluorophores spécifiguement congus pour cettbnigue, elle fera I'objet d’'un chapitre

distinct.

.3. LA MICROSCOPIE DE FLUORESCENCE INDUITE PAR
EXCITATION A DEUX PHOTONS

[.3.1. Vision historique

Le premier microscope optique a été mis au poinKdlieme siecle par Van Leeuwenhoek
(1632-1723). Ce systeme permet a I'ceil humain, @gemd'une lentille ou une combinaison
de lentilles, d'observer des images agrandies el®hpninuscules, et il est tres utilisé
en biologie pour observer les cellules, les tissuson principe repose sur l'illumination de
I’échantillon par-dessous grace a une source d&teret I'ceil observe par-dessus une image
a travers deux lentilles (I'objectif et I'oculaiten obtient ainsi un contraste qui provient de

I'absorption de I'échantillon. Une amélioration de systeme a été obtenue en utilisant la
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fluorescence de certaines molécules pour aboutireanouvelle méthode de contraste. Celle
ci permet d’obtenir une image microscopique d’uhaédillon en détectant la lumiere émise
par fluorescence au sein de cet échantillon. Lanigme apparition sur le marché de
microscopes basés sur ce principe date du débl20dif siecle, avec I'émergence des
microscopes a épifluorescence. La technique deostopie en épifluorescence consiste a
exciter I'échantillon par un faisceau de lumierevanant de I'objectif et de recueillir la
lumiére émise par fluorescence par ce méme obgétde a un filtre dichroiqué&igure 12).
Les fluorophores présents dans I'échantillon sowités simultanément et toute la lumiere
produite est recueillie. On observe ainsi une imglpbale de I'échantillon sans possibilité

d’obtenir une vision tridimensionnelle de l'objetudié sans traitement mathématique des

images obtenues.

®
1

A

Miroir : /70 ‘A .
dichroique N q "
!+
~ M
[ . ,
Miroir/ * D
plan >

Figure 12 : Schémas de montage d’un microscope optique emtiasi®n (a gauche) et d’'un
microscope a épi-illumination (a droite).

Pour résoudre ces problemes de résolution spahitesky a mis au point en 1961 une
nouvelle technique de microscopie de fluorescerleemicroscopie confocale a balayage
laser?®, Cette méthode dans laquelle I'échantillon estigklpar un faisceau laser, permet
d’éliminer physiquement la fluorescence qui ne @oipas du plan focal de I'objectif utilisé
en utilisant un diaphragme (trou d’épingle) dispos&ant le détecteur. De cette maniére,
seuls les photons provenant du plan focal franehis¢e diaphragme et participent a la

formation de I'image. Il est ainsi possible d'oliteime coupe optique nette correspondant
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uniquement au plan focal. En balayant le plan em zobtient une succession de coupes

permettant ensuite de reconstruire I'image en(8iBure 13).

— Détecteur

Confocal

—Diaphragme
Faisceau—
hors-focus o
~ Miroir_
Faisceau d dichroique

planfocal ° "

Faisceau

Objectifep d’excitation

[Te

Plans
focaux

~Echantillon

Figure 13 : Principe de la microscopie confocale (a gauchemparaison de I'image d’'une
cellule obtenue par microscopie confocale et parrascope en épi-fluorescence (a droite).

La microscopie en épifluorescence ainsi que la asmwpie confocale utilisent toutes deux
une source lumineuse émettant dans la zone UVleighh spectre électromagnétique (assez
énergétique), ce qui entraine une toxicité impdetasis a vis des tissus biologiques étudiés,
mais aussi un photoblanchiment du colorant. De passlongueurs d’'ondes sont fortement
diffusées et absorbées par les tissus vivantstalimnileur utilisation a la surface des
échantillons (moins de 10Am) % Pour éviter ces problémes et pour accéder a des
profondeurs plus importantes, l'idée d'utiliser gg®@nomenes non-lin€aires a vite gagné la

communauté des physiciens puis des microscopistes.

La microscopie de fluorescence par excitation x ¢dwotons (ou microscopie a deux photons
MDP) est basée sur I'absorption de deux photonsn@mene non-linéaire dont la probabilité
dépend quadratiguement de l'intensité lumineuseéfi@ant donc d’une résolution spatiale
intrinséque, sans avoir a ajouter de trou d’épisgbppant les photons ne provenant pas du
point focal. D’autre part, pour chaque transiticarsyI'état excité, deux photons de méme
énergie sont absorbés simultanément, divisant aoasi deux I'énergie des photons
nécessaires pour la transition, et en conséqupnae des fluorophores classiques absorbant a
un photon dans I'UV ou le bleu, la transition bieptnique se produira avec des photons
rouge ou proche infrarouge (IR).
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Depuis sa premiére démonstration en 1990 par Ditnickler et WebB*®, les applications
de la MDP sont en plein essor, surtout pour l'inmegen profondeur de tissus sur des
animaux vivants. Elle a ainsi été utilisée en nscience pour étudier profondément la
dynamique du calcium dans des coupes de cen@duget beaucoup d'autres domaines ont
bénéficié de ses développements comme par exemptaalogie™?, en immunologié®

ou encore en embryolodfé’ ol les organes ou les organismes peuvent étreiessnsqu’a

plus d’un millimétre de profonde.

1.3.2. Avantages de la MDP par rapport a la micragge confocale

Il apparait que toutes les techniques de microscopn-linéaire exigent des systemes laser
pulsés trés couteux pour atteindre des puissantegitdtion suffisantes, mais deux

avantages majeurs rendent l'investissement rentable

Premierement, la plupart des marqueurs fluorescgéteralement utilisés pour la MDP,
absorbent 2 photons a des longueurs d’onde plugedeque celles utilisées a 1 photon, et
sont donc moins diffusées au sein d’'un organismanit>®. De plus elles appartiennent & la
gamme de longueur d'ondes proche de linfrarou@®-Z000 nm) qui correspond a la
fenétre de transparence optiqiregure 14)des tissus vivants ou lI'absorption par le matériel
biologique, provenant principalement de la mélanoe 'hémoglobine, des protéines mais

aussi de I'eau est minimaf&,

100
1 F
collagéne
forp) protéines
= 10t
ol
é 10 I wlanine
c
i
2 1 - N
?
Ne) Hb
< 100 | HbO2
eau
1 r‘
l I I N 1 1 L1 1 1111

0,1 0,3 1

650 nm 1,3um
Longueur d’onde (nm)

Figure 14: Coefficient d’absorption molaire des principaux stituants des tissus
biologiques.
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Le deuxiéme avantage majeur de cette excitatiomobgmique est la dépendance quadratique
de 'ADP d’'un chromophore vis a vis de l'intensdé la lumiere excitatrice. L’excitation ne
se fait qu’au point focal ou l'intensité de lasst mmaximale et pas sur tout le trajet optique

comme dans le cas de la microscopie confdta(Eigure 15).

a) Absorption a 1 photon

Trou d*épingle

Plaser
A
i
<= Objectif "
emps
x Echantillon P
? b) Absorption i 2 photons
Plaser
4 a "

Yﬂhjectif
+ Echantillon temps

Figure 15: a. Montage schématique d’un microscope confocal ayzaja laser (a gauche) et
une solution contenant un chromophore sous exaitatiun photon a l'aide d’un laser
continu (a droite)b. Montage schématique d’'un microscope a deux phdtogauche) et la
méme solution sous excitation a deux photons pdeiser impulsionnel (a droite).

Cette localisation spatiale précise induit une Itdsm tridimensionnelle intrinseque, sans
avoir besoin d'insérer le « trou d’épinglé®3 utilisé en microscopie confocale pour obtenir la
résolution tridimensionnelle en bloquant les fa@oelumineux qui ne proviennent pas du
plan focal. Cependant ce « trou d’épingle » blogussi les photons diffusés (non balistiques)
provenant pourtant du plan focal. Ainsi, en MDPstdas photons sont collectés car ils
proviennent tous forcément du point focal, 'exita ne se produisant qu'en ce point,

augmentant considérablement le rapport signal/Bflit

La résolution optique d'un microscope multiphotoieiccemble a premiére vue étre dégradée
d’'un facteur de 2 par rapport a un microscope amifoar la longueur d'onde utilisée est 2
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fois plus grande (loi de Abbé). C'est vrai si 'ee base sur un microscope confocal
hypothétique « parfait » avec un trou d'épingleinimient petit ®®, mais ce n'est plus
rigoureusement exact avec un microscope « réeks am trou d’épingle plus grand, et, si

cette perte de résolution est présente, elle j@esis aussi drastiq&!.

Enfin, il faut mentionner que la localisation dexcitation seulement au point focal permet
aussi de limiter les photodommages causés a I'néitlba observé et le photoblanchiment des
sondes utilisées dans un volume de l'ordre du fétmgcautour de ce point, point qui est

crucial pour I'imagerie longue duré®’ sur animal vivant, mais aussi pour les images qui

nécessitent des reconstructions tridimensionngh&se a un balayage en z du plan focal.

1.3.3. Le microscope de fluorescence par excitatibiphotonique

En général, un microscope a deux photons resseinble microscope confocal, mais avec
une table optique supplémentaire pour accueillitaker pulsé infrarouge. Il y a quelques
années, beaucoup de laboratoires ont fabriqgué Bstemes par eux-mém@sigure 18),
généralement en se basant sur un microscope comfoctfié %, Le premier microscope a
deux photons commercial a été introduit sur le im&en 1996 par BioRad Microscience puis
tous les grands constructeurs de microscopes cafeiss, Leica et d’autres compagnies ont
développé leurs propres produits. Actuellementmigjorité des plateformes d’imageries

offrent cette modalité supplémentaire d’excitatsoin leurs microscopes confocaux.

Les deux différences majeures entre un microscopéocal et biphotonique sont le systéme

d’excitation laser et le systéme de détectitn

Le laser

Un microscope a deux photons exige une source paggge. Historiquement, I'utilisation des
interactions non-linéaires entre la matiere etulmiére dans un microscope, n'est devenue
possible qu'aprés le développement des lasers uisérapided®®. Des systémes laser
femtoseconde dans le proche infrarouge ne sont flat devenus commercialement
disponibles que dans les années®0ke développement des microscopes a deux phosbns e
intimement lié aux innovations effectuées sur ésefs commerciaux, et si les premiers lasers
fs commercialisés devaient étre manipulés par Hgsigiens expérimentés, les lasers actuels

sont entierement pilotés par ordinateur et sonsiquent sans entretient.
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Les parametres clés qui doivent étre pris en céraiihn en choisissant un systeme laser sont
la puissance disponible a la longueur d'onde d&gitda durée de l'impulsion. Le systéme le
plus utilisé est le laser Titane:Saphir avec uéguence de répétition typique de I'ordre de
100 Mhz. Il est ajustable dans une large gammergueurs d'onde de 650 a 1100 nm, ce qui
permet I'excitation de la plupart des chromophouéifisés en biologi®. La puissance
moyenne du laser Ti:Saphir dépend de la puissamd¢asér de pompe. Une puissance de 5W
dans le systeme de pompe fournit jusqu'a 1 W despoce moyenne aux longueurs d'ondes
ou le laser Ti:Saphir est le plus efficace (~800) miquelques centaines de milliwatts en
limite de gamme (700 nm et 1000 nfif).

Dans notre laboratoire, nous utilisons un systémserlde marque Spectra-Physics, avec un
laser Millenia Vs de 5W pour pomper le laser Tilfapet 0,7 W de puissance moyenne a la

sortie du laser Ti:Saphir a 800 nm. La fréqueneaéapétition est de 80 MHz et les durées
d’'impulsion de 120 fsKigure 16).

12.5ns

temps

Figure 16 : Laser Tsunami (Spectra-Physics) utilisé dans naibatage (a gauche) et profil

temporel des pulses (a droite)

La détection

En MDP tous les photons émis par I'échantillon smoitectés par le détecteur, il n'y a plus
besoin de «trou d'épingle », la fluorescence emdctement détectée a travers I'objectif
(épicollection) “2. Le développement de détecteurs de plus en plosibées améliore
l'efficacité de la détection, ce qui permet de dimer significativement l'intensité de
I'excitation nécessaire pour obtenir un signal ctétde; de plus cela augmente la viabilité des
échantillon€®*”! et diminue le photoblanchiment des colorants.
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Deux types de détecteurs sont util communémel dans les systemes is maison ou le:
systémes commercia : les tube phaomultiplicateur (PMT) et lesphotodiodesd'avalanche
(PDA) ¥7. Les PMTs possédent unfficacité quantiqueEQ) del'ordre de40% tandis que
pour PDA elle estde plus de8C %, ce quila rendplus efficac pour les caou les niveaux d
fluorescence sont extrémement bLa EQ est maximale pour le PMa des longueur
d’ondes <500 nm “* tandis que lePDA sont plus efficaces pour des longueurs dor

A > 500 nm 44,

Cependantles PDA présenter uneréponse len ce qui pose desérieuxproblémes pour le
[42]

applications en vidéomicroscopie rap

Joystick

Controleur —|

Miroirs ’

galvanométriques

miroir
e — dichrofque 0

DA Coliecienr .

Fibre optique

532 run (continu) 750-220 nm (80 MH7), 120 fs

Figure 17 : Schémis dumicroscope a deux phois construi au sein de notre laboratoi

[.3.4. Optimisation pour I'imagerieen profondeur dans les tissus vivar

Plusieus facteurs influeraussi biersur ’intensitédela fluorescenceque sur 'efficacité dia
détectiol de ® signal De nombreux groupes travaillent optimisation des systémes
microscopit pour ce type d’'imageri. Les principaux axes de recherchesr I'amélioratiol

des profondeurd’imagerie sont les suivai :
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Longueur d’onde d’excitation ?° *°!

Pour imager dans la profondeur, un signal suffisoit étre généré, c’est a dire qu’une
guantité suffisante de lumiére doit atteindre lepfocal sans qu’elle soit diffusée (la fraction

« balistiques »). La probabilité et la distributide la diffusion dépendent a la fois de la
longueur d’onde et de la variation de I'indice d&action du milieu. Plus la longueur d’onde
est grande moins elle sera diffusée, puisque fasiiin est proportionnelle & Cependant

la longueur d’onde optimale d’excitation est awdisiée par le spectre d’absorption a deux
photons du chromophore utilisé, et par le fait Ipgdasers sont moins puissants aux extrémes

de leur gamme de longueurs d’ondes.

Correction de I'inhomogénéité du tissu

L'inhomogénéité des indices de réfraction danddsut due par exemple a la présence des
vaisseaux sanguins ou des organites cellulairesagfi comme des microlentilles, augmente
la distorsion de la lumier&®. Cette distorsion, une fois mesurée, peut étreigém en

utilisant des miroirs déformabl&é.,

Taille du faisceau *°,

Parce que le profil dintensité radial d'un faiscdaser est de forme gaussienne, le
remplissage exact de la pupille d’entrée du mi@psecest impossible. Une diminution de la
taille du faisceau améliore la transmission deusgance, mais elle élargit le volume focal.

Alors un compromis entre la résolution et la puissatransmise doit étre trouvé.

Largeur de I'impulsion 123" 47]

Les impulsions ultracourtes s’élargissent tempenadint en se propageant dans la matiere, ce
qui réduit la puissance créte du pulse laser, et déduit aussi la probabilité de I'absorption
a deux photons. Ce probleme peut étre minimisé&mc@mpensant la fréquence de maniére a
ce que les composantes tout au long du spectrgualfgion arrivent en méme temps. Cette
pré-compensation peut étre faite en utilisant désnms ou de réseaux optiques.
L’inconvénient majeur de cette pré-compensatiorge®n ajoutant des composants optiques,
cela peut conduire a une perte de puissance.

Le taux de répétition des impulsions (fr)

La probabilité d’ADP peut également étre augmeméeabaissantzfpar I'utilisation d’un
amplificateur régénératif, tout en maintenant desaux de puissance moyenne raisonnables.

La puissance créte augmente de I'ordre dedafs les cas extrémes 1a ou le taux de répétition
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est abaissé & environ 1 H¥. Cependant pour les applications en imagerit e peut pas
étre inférieure a 100 kHz, sachant qu’au moinsimpailsion et 10 yus de temps d’acquisition
par pixel sont nécessair€d. Cette approche peut étre utilisée pour amélierg@eénétration

dans la profondedf*® et a été démontrée aussi pour 'imagerieivo*".

La collection de fluorescence

Autre facteur aussi important que la générationsiynal, I'efficacité de détection et de
collection est primordial. Les photons de fluoremme sont plus diffusés que ceux de
I'excitation vu que la diffusion est plus importargour les courtes longueurs d’ondes et cette
diffusion devient de plus en plus importante ave@iofondeur. Alors la voie de détection
confocale devient inutile et la détection de la ikma diffusée devient nécessaire. Par
conséquent, méme si le champ de vision imagé ett, pme détection efficace de
fluorescence nécessite la détection d’'un grand phdenvision. Parce qu'un grand champ de
vision correspond a un faible grossissement, I¢sctifs spécifiques qui combinent grandes
ouvertures numériques a des faibles grossissenmritsdes rendements de collections
particuliérement élevé$®®. Pour un grand champ de vision, la voie de détectiost-

objectif doit &tre soigneusement concue pour gutiniete la lumiére vers le détectédit.

La limite de profondeur

La profondeur maximale réalisable en imagerie démknla diffusionde la puissance, de la
probabilité d’ADP et de I'efficacité de collectibhi”. Avec une impulsion d’environ 100 fs la
profondeur maximale est généralement limitée papussance moyenne disponible ; par
exemple pour 1 W de puissance, des profondeursiadean600-800um dans le néocortex
peuvent étre atteintés”’. Avec la présence d’'un amplificateur régénéraliest possible
d’augmenter la profondeur, par exemple Thetaal. ont pu faire des observations jusqu’a une
profondeur de 1mm dans le néocortex d'une sdfifisDe plus la profondeur dimagerie
réalisable dépend fortement des propriétés dasstigds que I'organisation microvasculaire,
I'arrangement cellulaire, le contenu en collagamerm myéline, qui affectent plus ou moins la
focalisation du laser et limitent la générationgiignal dans la profondeur du tissu. Si des
structures plus profondes doivent étre atteineepghétration mecanique ou I'exérese de tissu

qui couvre la cible demeurent nécessdies.
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1.3.5. Marqueurs fluorescents pour la MDP

Il existe principalement deux types de marqueutfisés en imagerie de fluorescence a deux
photons: les marqueurs exogéenes (colorants orgesliget les marqueurs endogenes (GFP,
NADH, protéines fluorescentes ...). Les protéiesrescentes ont révolutionné I'imagerie en
biologie. En effet elles peuvent étre produites parganisme lui-méme par ingénierie
géneétique. Ainsi pratiguement toutes les protémies organisme peuvent étre associées a
une protéine fluorescente (protéine de fusion) p&lant leur localisation précise par
microscopie. La plus connue est la protéine flsceate verte (GFP = Green Fluorescent
Protein) issue d’une méduskequorea victoria D’autres protéines fluorescentes issues de la
modification génétique de la GFP ont été mises @ntpBFP (Blue Fluorescent Protein),
YFP (Yellow Fluorescent Protein), RFP (Red Fluoeesdrotein)... 'amélioration de leurs
propriétés photophysiques a conduit & d’autresépres fluorescentes de plus en plus
utilisées (e-GFP).

Les chromophores organiques sont généralementeffiosaces et offrent une grande variété
spectrale (varieté de longueurs d’onde d’excitateind’émission) et de fonctionnalités
(sensibilité & I'environnement chimique, au potelntiansmembranaire .. Des colorants
qui ont été développés pour marquer certainestateg et organites subcellulaires, sont
utilisés en MDP®!.  Citons par exemple le DAPI (DiAmidinoPhenylindplqui marque
spécifiquement I'ADN et qui posséde ap< 1 GM & 800 nn¥°. Pour visualiser les radeaux
lipidiques Kimet al.*® ont développé le CL2 (un dérivé d’aminonaphtalémec g,= 80
GM & 800 nm. Il y a aussi la rhodaminé@=100 GM a 800 nmét la fluorescéinéo,< 100
GM a 800 nm)®® qui peuvent étre fixées sur des anticorps spéfigpour localiser un

antigene cibléKigure 18.
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Figure 18 : Quelques exemples de colorants utilisés en MDP

La plupart des fluorophores ne sont pas optimisés |a MDP. Plusieurs parametres influent
sur l'efficacité des fluorophores en MDP, le plagpbrtant est la brillancegoy) qui est le
produit de la section efficace & 282 par le rendement quantique de fluorescenep .
Comme l'efficacité de 'ADP dépend a la fois destaurce laser d’excitation et de la molécule
excitée, alors en améliorant la brillance on pentirtlier I'intensité du laser utilisé afin de
réduire le photo-blanchiment et le photo-dommagmpits par une forte intensité pendant
une illumination pulséE”. Un autre facteur important est la longueur d®dd@®mission. En

la décalant vers le rouge on diminue la diffusianglles tissus et la lumiére émise pourra étre
recueillie plus facilement. D’autres criteres spétessaires surtout pour I'utilisationvivo

comme la solubilité dans I'eau, la photo-stabiitda faible toxicité...

L'objet de cette thése est la synthése des nowvidaarophores optimisés pour la MDP et
I'amélioration des leurs propriétés d’absorptiophatonique et de leur compatibilité avec des

applications biologiques en jouant sur I'ingénierieléculaire du fluorophore.

l.4. INGENIERIE MOLECULAIRE DE FLUOROPHORES
ABSORBANT BIPHOTONIQUES

L’'absorption a deux photons par des colorants agges a été démontrée expéerimentalement

en 1963°® mais ce n'est que plusieurs années plus tard geeétlides sur la relation
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structure-propriétés sont apparues afin d’oriehitegénierie moléculaire pour le « design »

de nouveaux chromophores ADP.

lls existent plusieurs modéles de chromophoresdelgéométrie de la structure générale :
les chromophores de géométrie unidimensionnelledeEDgéométrie bidimensionnelle 2D et
des systémes plus complexes dont la géométridridghensionnelle 3D. Nous nous

intéressons au laboratoires aux petits systemeguil3ont quasi linéaires.

En 1997, Marder, Perry ont étudié I'effet des stlmnts électroactifs sur I'efficacité de
I’ADP. lls ont étudié des systemes linéaires syimeé&as basés sur un cceur E-stilbéne avec 3
substituants périphériques différef8. La section efficace a deux photons du dérivé avec
X= NPh, est 10 fois plus élevée que celle du stilbénesutistitué X = HFigure 19)

\ x

X=H, amalez GM a 514 nm
X=NBu_, e =110 GM a 620 nm
2" 2max
X=NPh_, 6. =340 GM & 680 nm
2" 2max
Marder, Perry et al.

Figure 19 : Structures du E-stilbéne et ses deux dérivés caamtann groupe électro-
donneur périphérique.

Cette mise en évidence de valeursodélevées induite par des groupement électrodonneurs
placés aux extrémités de composés centrosymétraguesduit a une approche générale pour
le design de chromophores pour I'ADP : on recherdbe molécules présentant au moins
deux groupements périphériques électrodonneurso(Dglectro-accepteurs (A) reliés entre
eux par un systéme-conjugué plus ou moins lofiy). Alors que Marder, Perrgt al. ont
commencé par explorer des chromophores centrosguesr de type DeD ou A-TEA
Reinhardt, Prasadet al. ont mis au point des composés dipolaires poldgsalmon-

centrosymétriques de typeBA ©(Figure 20)
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Figure 20 : Schéma représentatif du modele non-centrosymétdgugpe D-
7-A (en haut) et du modéle centrosymétrique de DypeD (en bas).

Quelques systémes dipolaires présentantodessez élevés ont été publiEs ®? (Figure
21), mais ces systemes semblent présenter en générab gdus faibles que les colorants

centrosymétriques de la méme taille et compléXité

NMe,
Me
BFy \+
S
=730 GM a 1250 nm
max
Meé  Me Makarov etal.
Me CN

Me

o-Zmax=1200 QM a 1440 nm CN

Beverinaetal.
BuoN Hex oN

/
N S

Figure 21 :Exemples de chromophores ADP de structure non-agyrrétriqued-z-A.

Les groupes de Marder, Pefty?® ¢2%3let pPrasadf ¥ sont les précurseurs dans le domaine
de I'ingénierie moléculaire de la section efficalcADP, mais de nombreux autres groupes de
recherche ont apporté des contributions importafitésil est important d'identifier des
relations simples structure-propriétés, bien geddeteurs qui influent sur I'absorption a deux
photons soient fortement interdépendants, et ggildifficile de les traiter séparément. Ci-
dessous, nous allons illustrer quelques exemplasspd@cipaux facteurs qui influencent

I'efficacité de 'ADP dans les chromophores orgas,
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I.4.1. Choix des groupes terminat

La modulatior dessubstituant électrodonneus (D) et électr-acceptels (A) est devent une
approch populaire pour lamise au poir de nouveat colorant: pour 'ADP. La force d'un
groupemenélectroonneursou électroaccepteuia été étudiée et quantifiee fHammet, et
le coefficient de Hamme *® &, qui prend en comp les effets mésomeéres et inductifs d
substituanélectredonneur olélectroattracteu donne une bonne indication de I'effica du

substituant & donner ou accepter des élec(Tableau 1. ¢!

Groupements  Coefficients Groupements Coefficients

donneurs de Hammettoc  attracteurs de Hammettc

N(CH,), -1,70 NO, 0,79
OH -0,92 SO,CH, 0,73
OMe -0,78 CN 0,66
Me -0,31 Br 0,15

Tableaul : Valeurs des coefficients de Hammett pour différgrasipes donneurs
accepteur étudiés en ON.

Groupements électro-donneurs

Les groulements élect-donneurs a base d'oxyg: (-OR) sont généralement moins effica
que les groupements dial- et diarylaminc qui sont de groupements terminaux donne
largement utilisé. Par exemple la substitution d’'un groupenterminal OMe par un Nu;
(Figure 2z2) a permis une augmentation d'un ordre de grandeursdesons efficaces d'L
dérivé defluorénel® Cetteobservation est corrélée a les coefficient de Hammetto = -
1,70 pour NMs et -0,78 pour OMe).Comme prévu le groupement plolate, qui est u
groupement fortement élec-donneur ¢ = -4,27),induit des sections efficaces trés éle!®”

par rapport aux groupemerOMe ou NBL, (Figure 22).
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AN )OO

X=OMe, aZmalelo GM a 705 nm
X=NBu_, 6. =1300 GM a 740 nm
2 2max
Blanchard-Desce etl.

Hex

o max:4100 GM a 780 nm
Tian et al.

Figure 22 :Exemples des chromophores ADP avec plusieurs tdggsoupements donneur.
Cependant, des exceptions ont été mises en évidpaceexemple un groupement NPh
possédant un coefficient de Hammett de -1,40, failde que celui de NBuconduit a une
section efficace plus importan{€igure 19).Ceci pourrait étre attribué a leur plus grand

nombre d'électrons.

Groupements électro-accepteurs

Des groupes terminaux électro-accepteurs trés svanié été étudiés® ” Cependant, il
semble que les structures de typedD- et DI+A-T:D sont généralement plus efficaces que
les systémes ArA et A-T-D-TA, comme illustré dans I&igure 23. En substituant un

groupement SECF; par un groupement NHgla section efficace est passé de 83 a 1200 GM

[68]
X
Non Non

X=NHex,, 5, _=1200 GM & 705 nm
X=SO,CF, o, =83 GM a705nm

3’ " 2max

Blanchard-Desce etl.

X

Figure 23 : Exemples de chromophores ADP de structumeet D-7£D.
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1.4.2. Le cceur central et la longueur du systémeonjugué

Deux parametres principaux concernant le cceur alesobnt a prendre en compte : les
propriétés électroniques accepteur/donneur et tareadu systéme conjugué (longueur,

rigidité, nature...).

Propriétés électro-donneur/accepteur du cceur central

La modification du cceur central, en augmentant egzacité a donner ou a accepter des
électrons, est une approche largement explorée ligtsnisation des propriétés d’ADP de
fluorophores. Par exemple le remplacement d’'un dygine par un groupement électro-
attracteur, comme le groupement nitrile, sur unrocentral pour aboutir & des systemes-D-
A-n-D, a conduit a une augmentation d’'un facteur Badsection efficace d’ADP d’un dérivé
quadripolaire de bis(styryl)benzef® ¢ et d'un facteur 5 pour un dérivé d’anthracéfie
(Figure 24).

/NHexz

[
|
N

X
R

NHexz/_ 42

R=H, azmaleloo GM a 800 nm
R=CN, 6. =5500 GM a 980 nm
2max
Lee etal.

R=H, O'ZmaX=640 GM a 725 nm
R=0OMe, aZmaX=680 GM a 725 nm
R=CN, 6. =1700 GM a 830 nm
2max
Marder et al.

Figure 24 : Structures des chromophores d’ADP dérivés d’'arténz (en haut) et dérivés de
bis(styryl)benzene ( en bas)

En revanche, des chromophores du type-Dt-D ne sont pas notablement plus efficaces

gue les systémes comportant un cceur central notmazetif.
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Enfin les chromophores du type lBA-1:D avec un cceur déficient en électrons présentent

généralement des sections efficaces d’ADP plusdagtie ceux de type B-D-TeA 8 233

La nature du systeme conjugué

Le couplage électronique au sein d’'un systéme goigjlest optimisé lorsque le systeme
posseéde une géomeétrie plane, ce qui maximise keakbbement des orbitaleset améliore la
section efficace d’ADP. L'absorption a deux photessdonc sensible a la conformation du
cceur central. Par exemple le remplacement d’un cesural biphényle par un fluorényle (ou
la liaison centrale est blogquée et maintient leéesge plan) induit une augmentation de la
section efficace d’ADP de 275 a 400 GFdure 25 2.

6, =275 GM a 520 nm
max

\(ON/ Hayek etal.
3

}o\/ﬁio o, =400 GM & 530 nm °

Hayek etal.

Figure 25: Structures des chromophores d’ADP dérivés de biyleden haut) et dérivés de
fluorényle (en bas)

La longueur du systémeconjugué a un effet tres important sur I'efficédite I'absorption a

deux photons. Par exemple en augmentant la longliegysteme conjugué d’'un dérivé de

dihydrophénanthrend, est possible de doubler la valeur de la seatiicace d’ADP(Figure

26). 11
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n=1,6, =1700 GM a 740 nm

2max

n=2, "zmax=3300 GM a740 nm
Blanchard-Desce etl.

Figure 26 : Structures des chromophores d’ADP dérivés de ddpftenanthrene.

La nature du systéme a aussi un effet sur I'efficacité de I'ADP. En @éal les systemes
comportant une double liaison (-C=C-) sont plusjegnés que les systéemes similaires
comprenant une triple liaison EC-) [”®. Cependant, cela n'a pas un effet important sur
I'ADP (Figure 27).Par exemple, le,du dérivé de fluorenyle avec une double liaisordesd

% supérieure celui de la méme molécule mais ayge traison, et dans le cas du biphényle il
est de 15 % supérieure ('erreur expérimentale dandétermination de la valeur, est
d'environ 10 %%,

Lorsque l'encombrement stérique peut jouer un ndlportant, comme dans le cas de
porphyrines meéso-liées, les systémes acétylénignesendance a étre plus conjugués, car

contrairement & la liaison vinyléne, un acétyléeg@eut pas trop se tordt&!

NHexz—Q— liaison liaison ONHexz

Liaison = (-C=C-), 6, =890 GM a 705 nm

? 7 2max

Liaison = (-C=C-),s, =1000 GM a 730 nm
Blanchard-Desce etl.

o= =,

Non Non

X
Liaison = (-C=C-), X:NHexz, aZmaX:1200 GM a 705 nm
Liaison = (-C=C-), X=NBu,, ¢, =1300 GM a 740 nm

Blanchard-Desce etl.

Figure 27: Structures des chromophores ADP avec différentsstge liaison
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Pour les processus liés a I'ONL, des systemesugasp (selon Lewis) ne sont pas forcément
nécessaires et d’excellents fluorophores multiophiques ont été obtenus en utilisant des

systémes pseudo-conjugu@s

Notre laboratoire travaille depuis de nombreuseséas sur l'ingénierie moléculaire de
fluorophores pour I'ADP et ses applications biotpgts. Une thése précédente a permis de
mettre au point de bons fluorophores ADP émettansde bleuLe but de notre travail de
these sera de concevoir de nouveaux fluorophoréseptant a la fois une bonne section
efficace d’ADP, une solubilité dans I'eau imporanine émission décalé vers le rouge ainsi
gu’une bonne photostabilité afin d’aboutir & deveaux colorants utilisables en microscopie

de fluorescence par excitation bi-photonique dassndilieux biologiques.

Dans une premiere partie, nous décrirons la syetledsla caractérisation de nouveaux
fluorophores unidimensionnels symétriques basésusucceur dicéto-pyrrolopyrrole (DPP)
aquo-soluble relié & des systemes organiques @lactifs par différents liens conjugués.
Dans une seconde partie, nous présenterons defiaatioins sur les fluorophores précédents
de maniére a pouvoir les conjuguer a des molécdledérét biologique, comme des
protéines. Dans une troisieme partie, nous déaitanmise au point de nouvelles sondes
multimodales pour la microscopie corrélative bigmague/électronique et pour l'imagerie

corrélative IRM/fluorescence.

39



CHAPITRE | : L'ABSORPTION A DEUX PHOTONS : PRINCIPET APPLICATIONS

REFERENCES

(1]

(2]
3]
4]
[5]
[6]
[7]

(8]

9]

[10]

[11]

[12]

[13]
[14]
[15]
[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

a) F. Terenziani, C. Katan, E. Badaeva, S.idkeM. Blanchard-Descé&dv. Mater.2008 20,
4641-4678; b) R. W. Boydlsevier 2008

P. A. Franken, A. E. Hill, C. W. Peters, G. \Wiaich,Phys. Rev. Lett1961, 7, 118-119.
W. Kaiser, C. G. B. GarretEhys.Rev. Lett1961, 7, 229-231.

M. Goppert-MayerAnn. Phys.1931, 401, 273-294.

M. A. Albota, C. Xu, W. W. WebbAppl. Opt.,1998 37, 7352-7356.

C. Xu, W. W. Webb,J. Opt. Soc. Am. B: Opt. Phy$996 13, 481-491.

M. Sheik-Bahae, A. A. Said, T. H. Wei, D. J. d¢#n, E. W. Van StrylandEE J.Quantum
Electronics,199Q 26, 760-769.

M. Pawlicki, H. A. Collins, R. G. Denning, H..lAndersonAngew. Chem. Int. EQR009 48,
3244-3266.

Nag, Amit, D. E. Arijit Kumar, Goswami, DebalteaJ. Phys. B: At. Mol. Opt. Phy2009
,42,065103.

L. Tian, Z. Hu, P. Shi, H. Zhou, J. Wu, Y. hiaY. Zhou, X. Tao, M. Jiang]. Lumin.,2007,
127, 423-430.

K. Kamada, K. Matsunaga, A. Yoshino, K. OhtaQDpt. Soc. Am. 2003 20, 529-537.

M. Drobizhev, Y. Stepanenko, Y. Dzenis, A. Kti, A. Rebane, P. N. Taylor, H. L.
Anderson]. Phys. Chem. B005 109, 7223-7236.

N. S. Makarov, M. Drobizhev, A. Rebar@pt. Express2008 16, 4029-4047.

S. Kawata, Y. Kawata&Chem. Rev200Q 100, 1777-1788.

E. Walker, P. M. Rentzepiblat. Photonics2008 2, 406-408.

M. Rumi, S. Barlow, J. Wang, J. W. Perry, SNrarder,Adv. Polym. Sci2008 213 1-95.

Y. Ren, X.-Q. Yu, D.-J. Zhang, D. Wang, M.-Zhang, G.-B. Xu, X. Zhao, Y.-P. Tian, Z.-S.
Shao, M.-H. Jiang]. Mater. Chem2002 12, 3431-3437.

Z.-Q. Li, M. Siklos, N. Pucher, K. Cicha, A.j&mi, W. Husinsky, A. Rosspeintner, E.
Vauthey, G. Gescheidt, J. Stampfl, R. LisBaPolym. Sci., Part A: Polym. Cher@iQ11, 49,
3688-3699.

C. W. Spangler]. Mater. Chem.1999 9, 2013-2020.

J. E. Ehrlich, X. L. Wu, I. Y. S. Lee, Z. Y.KHl H. Rockel, S. R. Marder, J. W. Per@pt.
Lett.,1997 22, 1843-1845.

S. B. Brown, E. A. Brown, |I. Walkek,ancet Oncol.2004 5, 497-508.

P. K. Frederiksen, S. P. Mcllroy, C. B. Niaisé.. Nikolajsen, E. Skovsen, M. Jorgensen, K.
V. Mikkelsen, P. R. OgilbyJ. Am. Chem. So@005 127, 255-269.

40



(23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]
[29]
[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
[36]
[37]
(38]
[39]

[40]

[41]

CHAPITRE | : L'ABSORPTION A DEUX PHOTONS : PRINCIPET APPLICATIONS

a) S. Achelle, P. Couleaud, P. Baldeck, M.Treulade-Fichou, P. Maillardzur. J. Org.
Chem., 2011 2011, 1271-1279; b) H. Ke, W. Li, T. Zhang, X. Zhu, H..Tam, A. Hou, W. J.
Kwong Daniel, W.-K. WongDalton Trans., 2003 41, 4536-4543; c) M. A. Oar, J. M. Serin,
W. R. Dichtel, J. M. J. Frechet, T. Y. Ohulchanskiy N. PrasadChem. Mater.2005 17,
2267-2275.

C. Fowley, N. Nomikou, A. P. McHale, P. A. Maon, B. McCaughan, J. F. Callah,
Mater. Chem.2012,22, 6456-6462.

a) E. B. Brown, J. B. Shear, S. R. Adams, RTsien, W. W. WebbBiophys. J.,1999 76,
489-499; b) T. Furuta, S. S. H. Wang, J. L. DantzRe M. Dore, W. J. Bybee, E. M.
Callaway, W. Denk, R. Y. Tsiel?NAS,1999 96, 1193-1200.

a) M. Lovett-Barron, G. F. Turi, P. Kaifosh, R. Lee, F. Bolze, X.-H. Sun, J.-F. Nicoud, B.
V. Zemelman, S. M. Sternson, A. Losonckat. Neurosgi2012 15 423-430; b) S. Gug, S.
Charon, A. Specht, K. Alarcon, D. Ogden, B. Zietzléonard, S. Haacke, F. Bolze, J.-F.
Nicoud, M. GoeldnerChemBioChen2008 9, 1303-1307.

S. Gug, F. Bolze, A. Specht, C. Bourgogne Gdeldner, J.-F. Nicoudingew. Chem. Int. Ed.
2008 47, 9525-9529.

M. Minsky, Scanning1988 10, 128-138.
F. Helmchen, W. Denljlat. methods2005 2, 932-940.
W. Denk, J. H. Strickler, W. W. WebBgciencel199Q 248, 73-76.

a) B. Lendvai, T. Zelles, B. Rozsa, E. S. ViBrain Res. Bull.2003 59, 257-260; b) B.
Sabatini, K. SvobodadJature,200Q 408 589-593.

a) A. K. De, N. N. Mutyal, D. Goswam@Gurr. Sci, 2011, 100, 294-296; b) J.-L. Li, M. Gu,
Biomaterials,201Q 31, 9492-9498; c) K. Wolf, I. Mazo, H. Leung, K. Enkg, U. H. von
Andrian, E. I. Deryugina, A. Y. Strongin, E.-B. Bicer, P. FriedlJ. Cell Biol.,2003 160,

267-277.

a) O. Acuto,Sci STKE 2003 2003 PE28; b) G. Phan Tri, A. Bulleipymunol. Cell. Biol.,
201Q 88 438-444.

a) X. Liu, P. Wang, J. Fu, D. Lv, D. Chen, M, W. Ma, J. Microsc, 2011, 241, 212-218; b)
M. Wuhr, N. D. Obholzer, S. G. Megason, H. W. D&tri3rd, T. J. MitchisonMethods Cell
Biol., 2011,101, 1-18.

F. Helmchen, W. DeniCurr. Opin. Neurobiol.2002 12, 593-601.

K. Konig, Journal of microscopy200Q 200, 83-104.

W. R. Zipfel, R. M. Williams, W. W. Webh\at. Biotechnol.2003 21, 1369-1377.

C. Soeller, M. B. CannelMicrosc. Res. Tech1999 47, 182-195.

M. I. N. Gu, C. J. R. Sheppardhurnal of microscopyl995 177, 128-137.

J. M. Squirrell, D. L. Wokosin, J. G. White, B. Bavister,Nat. Biotechnol.1999 17, 763-
767.

A. Dixon, Aust. J. Phys1998 51, 729-750.

41



[42]

[43]
[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]
[50]
[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

(58]

[59]

[60]

[61]

[62]

CHAPITRE | : L'ABSORPTION A DEUX PHOTONS : PRINCIPET APPLICATIONS

Z. F. Mainen, M. Maletic-Savatic, S. H. Shi, Mayashi, R. Malinow, K. Svobodi|ethods,
1999 18, 231-239, 181.

D. RenkerNucl. Instrum. Methods Phys. Res. Sec2089 598 207-212.
R. RusackNucl. Instrum. Methods Phys. Res. Secl9®8 408 181-190.

a) E. Beaurepaire, M. Oheim, J. Mer@pt. Commun.2001, 188 25-29; b) M. Oheim, E.
Beaurepaire, E. Chaigneau, J. Mertz, S. Charpdkeurosci. Method2001, 111, 29-37.

M. J. Booth, M. A. Neil, R. Juskaitis, T. Wils, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A2002 99,
5788-5792.

a) C. Soeller, M. B. Cannelflugers Arch]1996 432, 555-561; b) J. Squier, M. MulleRev.
Sci. Instrum.2001, 72, 2855-2867.

H. Wang, S. Backus, Z. Chang, R. Wagner, KmKX. Wang, D. Umstadter, T. Lei, M.
Murnane, H. Kapteyn]. Opt. Soc. Am. B999 16, 1790-1794.

P. Theer, M. T. Hasan, W. DerBpt. Lett.,2003 28, 1022-1024.
A. Nimmerjahn, F. Kirchhoff, J. N. D. Kerr, HelmchenNat. Meth. 2004 1, 31-37.
A. Mizrahi, J. C. Crowley, E. Shtoyerman, L. Katz,J.Neurosci2004 24, 3147-3151.

S. Sakadzic, E. Roussakis, M. A. Yaseen, EMandeville, V. J. Srinivasan, K. Arai, S.
Ruvinskaya, A. Devor, E. H. Lo, S. A. Vinogradov, & BoasNat. Meth, 201Q 7, 755-759.

M. Mank, A. F. Santos, S. Direnberger, T. DtsM-Flogel, S. B. Hofer, V. Stein, T. Hendel,
D. F. Reiff, C. Levelt, A. Borst, T. Bonhoeffer, Mubener, O. Griesbeciat. Meth., 2008

5, 805-811.

T. Pons, J. Mertdmages de la physiqu2005 159-165.

C. Xu, R. M. Williams, W. Zipfel, W. W. WeblBioimaging,1996 4, 198-207.

H. M. Kim, M. J. An, J. H. Hong, B. H. Jeon@, Kwon, J.-Y. Hyon, S.-C. Hong, K. J. Lee,
B. R. Cho,Angew. Chem. Int. EQRD08 120, 2263-2266.

E. Niggli, D. W. Piston, M. S. Kirby, H. Chen®. R. Sandison, W. W. Webb, W. J. Lederer,
Am. J. PhysiolCell Physiol. 1994 266, C303-C310.

W. L. Peticolas, J. P. Goldsbhorough, K. E.dRleoff, Phys. Rev. Lett]l963 10, 43-45.

J. E. Ehrlich, X. L. Wu, I. Y. S. Lee, Z. Y.lHHH. Rockel, S. R. Marder, J. W. Per@pt. Lett.
1997 22, 1843-1845.

M. Albota, D. Beljonne, J. E. Ehrlich, J.-YuFA. A. Heikal, S. E. Hess, T. Kogej, M. D.
Levin, S. R. Marder, D. McCord-Maughon, J. W. Pei;, Rumi, G. Subramaniam, W. W.
Webb, X.-L. Wu, C. XuScience 1998 281, 1653-1656.

B. A. Reinhardt, L. L. Brott, S. J. Clarson, &. Dillard, J. C. Bhatt, R. Kannan, L. Yuan, G.
S. He, P. N. Prasa@hem. Mater.1998 10, 1863-1874.

L. Beverina, J. Fu, A. Leclercq, E. Zojer, Pacher, S. Barlow, E. W. Van Stryland, D. J.
Hagan, J.-L. Brédas, S. R. Mardé&rAm.Chem. So@2005 127, 7282-7283.

42



[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]
[74]

[75]

CHAPITRE | : L'ABSORPTION A DEUX PHOTONS : PRINCIPET APPLICATIONS

a) S.-J. Chung, S. Zheng, T. Odani, L. Bewarih Fu, L. A. Padilha, A. Biesso, J. M. Hales,
X. Zhan, K. Schmidt, A. Ye, E. Zojer, S. Barlow, .Hagan, E. W. Van Stryland, Y. Yi, Z.
Shuai, G. A. Pagani, J.-L. Brédas, J. W. PerryRSMarder,J. Am.Chem. So2006 128,
14444-14445; b) S. J. K. Pond, M. Rumi, M. D. Levin C. Parker, D. Beljonne, M. W. Day,
S. R. Marder, J. W. Perry, Phys.Chem. A2002 106, 11470-11480.

a) S.-J. Chung, K.-S. Kim, T.-C. Lin, G. S. He Swiatkiewicz, P. N. Prasadl, Phys.Chem.
B, 1999 103 10741-10745; b) R. Kannan, G. S. He, T.-C. LinNPPrasad, R. A. Vaia, L.-S.
Tan,Chem. Mater.2003 16, 185-194.

a) R. Anemian, P. L. Baldeck, C. Andraudol. Cryst. Lig. Cryst.2002 335-342; b)A.
Hayek, F. d. r. Bolze, C. Bourgogne, P. L. Baldeck, P. Didier, Y. Arntz, Y. Mély, J.-F. o.
Nicoud, Inorg. Chem.,2009 48, 9112-9119; c) C. Katan, S. Tretiak, M. H. V. Véerd. J.
Bain, R. J. Marsh, N. Leonczek, N. Nicolaou, E. 8ah, O. Mongin, M. Blanchard-Desde,
Phys.I Chem. B2007, 111, 9468-9483; d) E. W. Seo, J. H. Han, C. H. Hed#].Bhin, H. M.
Kim, B. R. Cho,Chem. Eur. J.,2012 18, 12388-12394; €) O. Varnavski, X. Yan, O. Mongin,
M. Blanchard-Desce, T. Goodsah, Phys. Chem. @006 111, 149-162; f) L. Ventelon, S.
Charier, L. Moreaux, J. Mertz, M. Blanchard-Destegew. Chem. Int. Ed2001, 40, 2098-
2101.

L. P. HammettJ. Am. Chem. Sod 937, 59, 96-103.
a) I. G. Binev, R. B. Kuzmanova, J. KanetiNL. JuchnovskiJ. Chem. Soc., Perkin Trari.

1982 1533-1536; b) N. S. Isaadsyngman Scientific & Technicall995

O. Mongin, L. Porrés, M. Charlot, C. Katan, Blanchard-DesceChem. Eur. J.2007, 13,
1481-1498.

Y. Tian, C.-Y. Chen, C.-C. Yang, A. C. Yourg,-H. Jang, W.-C. Chen, A. K. Y. Jebhem.
Mater.,2008 20, 1977-1987.

a) G. S. He, L.-S. Tan, Q. Zheng, P. N. Pra&#tem. Rev.2008 108 1245-1330; b) M.
Rumi, S. Barlow, J. Wang, J. Perry, S. Marder, @rdér, K.-S. LegSpringer,2008 213 1-
95.

S. K. Lee, W. J. Yang, J. J. Choi, C. H. Kigh;J. Jeon, B. R. Ch@rg. Lett.,2004 7, 323-
326.

A. Hayek, F. Bolze, J.-F. Nicoud, P. L. Balde¥'. Mely, Photochem. Photobiol. Sci2006
5, 102-106.

J. O. Morley|nt. J. Quantum Cheml993 46, 19-26.
H. L. Anderson]norg. Chem.1994 33, 972-981.

A. Hayek, J.-F. Nicoud, F. Bolze, C. BourgogRe L. BaldeckAngew. Chem. Int. Ed2006
45, 6466-6469.

43






CHAPITRE 1l

NOUVEAUX FLUOROPHORES
POUR LA MICROSCOPIE
BI-PHOTONIQUE
BASES SUR UN CEUR
DICETOPYRROL®YRROLE






CHAPITRE II: NOUVEAUX FLUOROPHRES POUR LA MICROSCPIE BI-PHOTONIQUE BASES SLUN CEUR
DICETO-PYRROLO PYRROLI

.1. INGENIERIE MOLECULAIRE DE NOUVEAUX
CHROMOPHORES ABSORBNTS BIPHOTONIQUES

Dans ce chapitre, nowdécrivon: notre travail portant sur Iconception et lesynthese d
chromoplores unidimensionnels centrosymétrique(Figure 28) utilisable: comme
fluorophores en microscopie ar excitation a deux photons DP). Notre laboratoire travail
sur ce type de molécis depuis une dizaine d’année. Une des molécules auisgoint at
laboratoire basée sur un coeur central dérivé du fluo(Figure 25) s’est avérée étre tr
efficace en microscopie biphotonic. Elle présenteune valeur di, de400 GM a 740 nnet
fluoresce dans le bl a 450 nm. Ceci peut présenter un probleme lors diede de tissu
épais, le bleu étant trés absorbé et diffusé patissus vivantsNotre but a donc étde
décaler I'émission vers le roL; pour celanous avonschoisi de préparede nouveau:
chromophoresdans lesque le cceur central est dér du systere 1,4dicétc-3,6-
biphénypyrollo[3,4,c]pyrrole (DPP) et est lié a des groupemegtsppériques électroacti
par différentssystéemes conjuguéEn effet de nombreux dérivés de DPP sont connus

présenter une intense fluorescence dans le |

Figure 28: Schéma général des fluorophores centrosymétriquetiés

Ces chromophores peuvent étre décomposés en artisspprincipale:

* le cceur rigide en vert (DPP dans le cas qui naésdasse ic

» les groupes terminaux élroactifs en roug

* les systemes conjugués en b

a7



CHAPITRE Il : NOUVEAUX FLUOROPHORES POUR LA MICRGBRIE BI-PHOTONIQUE BASES SUR UN CEUR
DICETO-PYRROLO PYRROLE.

[1.1.1. Le cceur dicétopyrrolopyrrole (DPP)

En 1974, Farnumet al. ™ ont annoncé la tentative de synthése de 2-azetinsglon la
réaction décrite dans Bchéma l1La réaction n’a pas conduit au produit désirésn@aiun
dérivé dipyrrolique nommé dicétopyrrolopyrrole oP® qui a été isolé avec un rendement
variant de 5 a 20 %.

@CN +  BrCH,CO,CH, —<
H
N
<)

N
H O

Schéma 1 Préparation de DPP (Farnum, et al. 1974)

En 1980, les chercheurs de Ciba-Geigy ont dévelamite réaction et ont réalisé une
compilation de réactions menant elles aussi auixésrde DPF. L’attention des chercheurs
de Ciba-Geigy a été attirée par les propriétésopdieires de cette molécule, comme leur forte
coloration rouge et leur forte insolubilité, qui émisaient d’excellents candidats pour le
développement de pigments. Ainsi, en 1986 les mesmpigments a base de DPP ont été
développés et mis sur le marché pour des applimtida coloration de peintures, plastiques,
fibres ou encore des encfsEn plus du rapport original de Farntmplusieurs méthodes
ont été décrites pour la synthése efficace de pitgriePP. Parmi toutes ces méthodes, celle
qui utilise un ester succinique est considérée ceramplus efficacé’ tant au niveau de la
simplicité de synthese que des rendements. Danpnemaiere étape, I'ester succinique est
condensé sur un nitrile aromatique en présenceedhase forte (pseudo-condensation de
Stobbe) pour obtenir le dérivé de DPP désiré amaendement supérieur a 60(8chéma 2).
L'étape clé du mécanisme est la formation de Fedgepyrrolinone a partir de I'enaminoester
initialement formé. Ce dernier peut ensuite réagegc une autre molécule de benzonitrile en

conditions basiques. La fermeture ultérieure duecgermet d’obtenir le diphényl-DPP.
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Schéma 2 Préparation du DPP a partir de I'ester succinique

Le dicéto-pyrrolo-pyrrole (DPP) est un systeme btligpe formé de deux unités lactames
contenant 8 électrors Les dérivés de DPP ont typiquement des pointsisien de plus de

350 C, ainsi qu’une solubilité trés faible dans la @ittpdes solvants, en raison de liaisons
hydrogéne intermoléculaires fortes dues aux groupé$ et C=0. De nombreux dérivés

alkylés sur les atomes d’azote pyrroliques ontdéeérits, induisant une amélioration de la
solubilité dans des solvants organiques grace &ufgpression des liaisons hydrogene
intermoléculaires. Ces dérivés solubles ont perdeis applications dans le domaine du

photovoltaiqué®”, de I'électroluminescenc® ou encore pour des colorants lad8rs

Les dérivés de DPP présentent en effet une fomekscence avec un maximum d’émission
entre 500 et 600 fh On remarque que peu de dérivés de DPP hydrosslsoint décrits ;
ces derniers consistent principalement en des polsnhydrosolubles contenant des unités
DPP qui restent hydrophob&& Malgré leurs propriétés de fluorescence trégéssantes,
peu de travaux sur l'imagerie de fluorescencesatili des sondes basées sur le DPP sont
décrits™™®. D’autre part, des systémes basés sur le DPPté&mééemment étudiés pour leurs

propriétés optiques non-linéaires, tant théoriquerga’expérimentalemeft!.
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Une nouveauté notable présentée par le cceur DPR esise en évidence de plusieurs
chemins de conjugaison que I'on peut illustrer ¢es formes mésomeres mettant en jeux les

deux fonctions carbonyles ou les deux doublesoirsiu cceur.

Figure 29 : Chemins de conjugaison possibles dans un dérivé DPP

Quelques applications biologiques de fluorophoseseb sur des dérivés DPP ont été décrites,
par exemple pour I'imagerie NIR vivo ™ ou pour étudier I'élongation de chaines d’ADN
(31 Néanmoins, & notre connaissance, aucune utiisdt dérivés de DPP monomériques n'a
été reportée en microscopie de fluorescence exaitbsux photons (MEDP) sur des cellules
vivantes. Nous allons ainsi présenter I'ingénignieléculaire (conception et synthése) et la
caractérisation de nouvelles séries de dérivés BB Bolubles dans l'eau, ainsi que leur
utilisation en microscopie confocale et en micrgseopar excitation a deux photons sur
cultures de cellules HelLa vivantes. Pour rendre désvés DPP compatibles avec les
systémes biologiques, nous devons au préalabletese solubles dans I'eau. Pour ce faire,
nous avons choisi d’introduire des chaines oliggétteglycol (OEG) directement sur le cceur
DPP. Ces cceurs DPP ont ensuite été combinés arediffé systémes périphériques
électroactifs.

[1.1.2. Systémes périphériques électroactifs etéyes conjugués

Nous avons étudié I'effet de différents systemestébactifs comme des systémes électro-
donneurs tels que l'anisole (A), le dérivé tri-OEE I'acide gallique (C) et des dérivés de

I'aniline (D et E) ou électro accepteur comme laigipe (B) (Figure 30)
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Figure 30 : Groupes électroactifs testés sur les fluorophoressaur DPP.

Ces groupements électroactifs ont été greffés sucobur DPP via différents systémes
conjugués et participent ainsi a la délocalisatemélectrons tout au long du systéeme quasi
unidimensionnel. Afin de moduler les propriétés tppbysiques de ces fluorophores,
différents systémes conjugués ont été introduitseeles groupes électroactifs et le coeur

DPP: phényle, stilbene, tolane et biphér(figure 31).
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Figure 31 : Différents systemes conjugués introduits pour é&s/ds de DPP.

Les synthéses de ces différents systemes conjusprdstoutes basées sur des couplages
pallado-catalysés:
* Couplage dé&uzukipour former une liaison simp{@-C entre 2 cycles aromatiques
conduisant & un motif biphényle.
» Couplage déleck pour introduire une double liaiso8%C), conduisant a un motif
stilbene.
» Couplage dé&onogashirapour introduire une liaison tripl€€C,) conduisant a un

motif tolane.

[1.2. SYNTHESES ET CARACTERISATIONS PHYSICOCHIMIQUES

[1.2.1. DPPs avec un systéme conjugué basé sur bhanyle

Les chromophores de cette série sont les DPPdusssimples (et par la les plus petits) des
systemes préparés. Ces DPPs sont préparés eanttilis méthode de I'ester succinique
développée par Ciba-Geigy L{F' . Ainsi, la réaction du di-isopropyl succinate aves

nitriles aromatique&-4 en milieu basique conduit aux DP&8 (Schéma 3).
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0] o) X
Alcool fert-amylique,
— oiPr Na, NMP, 100°C, 24 h
CN \ X + ) >
/ OiPr 80-90 % o)
X
1:X=C-Br 0] 6:X=C-Br
2:x=Cl 5 X = G0N
2f§:ﬁ'OMe 9:X=N

Schéma 3 Préparations des DPR&9

Ces DPPs présentent tous une trés faible solubidités la plupart des solvants organiques
classiques, ce qui permet une isolation facile fptation et une purification par lavages

successifs. lIs ont été utilisés sans autre patifo ni caractérisation.

Ces colorants étant destinés a des applicatioimmagerie biologique, il est nécessaire de les
rendre solubles dans I'eau. Pour ce faire, noussagoeffé des chaines oligoéthyleneglycol
(OEG) qui sont bien connues pour augmenter la giduldans I'eau, mais aussi dans les
solvants organiques, facilitant ainsi le travailsyathése et de purification. Cette méthode est
efficace, simple de mise en ceuvre et les moléaldésnues restent neutres contrairement a
celles obtenues par les autres méthodes qui censastintroduire des cations ou anions. Une
réaction de substitution nucléophile est donc éffse afin de remplacer les hydrogenes
portés par les atomes d’azote du DPP par des ch@B6&. Les DPP6-9 ont été traités en
conditions basiques avec du 1l-bromo-2-(2-méthoxygthéthane ou du 1-bromo-2-(2-(2-
méthoxyéthoxy)-éthoxy)-éthane dans la N-méthyldidome (NMP) jusqu'a dissolution
compléte des solides initialement en susper{Bmméma 4)Les produits bruts ont ensuite été

purifiés par chromatographie sur colonne de silice.

t-BuOK, NMP,
Me(OCH,CH,),Br,
reflux 24h

35-50 %

10: X=C-Br,n=2
11:X=C-I,n=2
12: X=C-OMe, n=3
13: X=N,n=3

Schéma 4 Greffage des chaines OEG
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Les DPPs disubstitué€-12 ont été obtenus a partir 6e8 tandis que la réaction avec le di-
pyridyl DPP 9 a permis lisolation des dérivés mono- et di-Nstithés 13 et 14,

respectivementFigure 32).

Figure 32 : Structure du dérivé di-pyridyIDPP mono-N-substitué

Tous les nouveaux produits ont été caractérisésRpMX 'H et 1°C, par spectrométrie de
masse a haute résolution, par spectroscopie EUet points de fusion ont été déterminés. Par
ailleurs, la solubilité dans I'eau de ces nouveeniprants a été déterminée en utilisant la
méthode turbidimétriql®. Elle est de plus de 20 mM (12 g/L) pdi8, 10 mM (4,5 g/L)
pourl4et 3 mM (2 g/L) poud2.

[1.2.2. DPP contenant un systeme conjugué basé gsnmotif biphényle

Le couplage de Suzuki

Pour obtenir le motif biphényle, le couplage deukiiest une méthode de choix pour former
une liaisono entre deux phényles. Elle a été découverte carjmient par Suzuki et Miyaura
en 1979, Elle permet, & I'aide d’'un catalyseur & basealgium, de réaliser un couplage
carbone-carbone entre un halogénure d’aryle (otosylate) et un acide ou ester boronique
aromatique en présence d’'une bgdehéma 5).

Schéma 5 Synthése d’'un biphényle par la réaction de Suzuki.

Le cycle catalytique couramment admis pour la réaae Suzuk{Figure 33)fait intervenir

les trois étapes suivantes:

(a) Addition oxydante de RX sur le métal.
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1l
(b) Transmétallation, c’est-a-dire transfert dualig carboné R’ du bore sur le Ppar
substitution de X.

Il
(c) Elimination réductrice des ligands R et R’ d& pour donner le produit de couplage et la
régénération de I'espéce catalytique.
Pd9(PPh,),

dO(PPh,) R-X
R-R’ 3712

(c)

RPdMR’(PPh;), RPdWX(PPh,),

(b)

BX(OH),- R’-B(OH),*+ OH-

Figure 33 : Mécanisme proposeé pour la réaction de Suzuki

Nous avons réalisé un couplage de Suzuki entrecdar ODPP dibroméd0 et I'acide 4-
méthoxyphénylboroniquel5 commercial (Schéma 6).Ceci conduit au chromophor&6

comportant un systeme biphényle a la place du paé&hycomposé0.
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15

/: Pd(PPh3)4, Ko;CO3
Toluéne, reflux 24h

Schéma 6 Synthése du chromophaté par couplage de Suzuki.
La solubilité dans l'eau di5 est 60uM (42 mg/L). Cette diminution de la solubilité agse

est probablement due a l'augmentation de la pdrjigrophobe de la molécule. Cette
solubilité est néanmoins suffisante pour des apfitins en imagerie de fluorescence, les
concentrations des solutions méres de fluoroph&tees en général de I'ordre de1Nl.

[1.2.3. DPPs contenant un systeme conjugué basé wuimotif stilbéne

Le couplage de Heck

Pour ce type de molécule, nous avons opté powrdplage de Heck afin d’obtenir le motif

stilbene(Schéma 7).
R.
ADx O —

Schéma 7 Synthése d’un stilbene a l'aide de la réaction el

La réaction de HeckR”, découverte en 1968, est une réaction de coumgladmne-carbone
catalysée par le palladium entre un halogénure aiqoe ou vinylique et un alcene. Un
mécanisme réactionnel détaillé du couplage de te&ié proposé par Amatore et Jut&fid

(Figure 34) Pour effectuer cette réaction, un mélange cadalgtintroduit dans le milieu
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réactionnel génerian situ I'espéce active du palladium a I'état d’oxydatidnL’acétate de
palladium Pd(OAg) et la trisp-tolyl)phosphine (TOPsont les précurseurs catalytiques les

plus utilisés pour cette réaction

Pd( (OAc), + P(o-tol) 4

|

PdM(P(0-tol) 5),(OAC),

P(o-tol) 3 0= P(o-tol) ,

EtHN<  [PAO(P(0-t0l) ),0AC]- (aT'x

Et,N
HPd((P(o-tol) 5),0Ac [RPdX(P(0-tol) 5),0Ac]-
R &X-
\= (c) RPd((P(o-tol) ;),0Ac
R" R pdL,0Ac
HHR’ (b)
=\
)

Figure 34 :Mécanisme proposé pour la réaction de Heck

Le cycle catalytiqgue de cette réaction comprenthfes principales : L'addition oxydar(&)

qui aboutit a la formation de I'espéce organopadadjui subit divers réarrangements. La
seconde étapgp) est une insertiosynde I'alcéne sur ce complexe. Enfin, la 3éme éfape
est uneB-élimination qui conduit a la libération du proddé couplage et a la régénération de

I'espece catalytique a base de Pd (0).

Nous avons utilisé le dérivé dibromi® et diiodé 11 du coeur DPP couplés a des dérivés

vinyliques comportant des systemes électroactifippériques.

Préparation des groupements périphériques électroactifs
Pour cette série de fluorophores, cinq dérivéséatgues ont été greffdéigure 38)sur le
cceur DPP dihalogér{gigure 35).
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he)

o
N / Oé/\o
= ke E%j

Figure 35 :Les systéemes périphériques utilisés pour le coaptbgHeck.

w

La vinylpyridine 17 et le vinylanisolel8 sont commerciaux. La N,N-diphényl-4-vinylaniline
20 a été préalablement synthétisée au laboratoire 3,deb-tris(2-(2-(2-méthoxyéthoxy)-
éthoxy)-éthoxy)-5-vinylbenzén2l a été préparé a partir du benzaldéh®@ear réaction de
Wittig avec le bromure de bromométhyltriphénylphospum en milieu basiqugchéma 8).
La présence de 3 chaines OEG joue un réle impaitard I'amélioration de la solubilité dans
I'eau. Ces trois chaines oxygénées OEG en posiipAset 5 sur le noyau benzénique jouent
aussi un réle électronique global sur le chromophorais seule la chaine en position 4 est

réellement en position conjuguée pour exercer fat sfésomere électrodonneur.

° C 0 3
o PPhsCH3Br, tBuOK, o </\ }
J éﬂoi THF, 2h, ta, 70%. . 7/ o,
22

2
3 3

Schéma 8 Synthese du dérivé styréniciepar réaction de Wittig.

La N-(2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)éthyl)N-méthyl-4-vinylanilinel19 a été préparée selon
le schéma donné &chéma 9

R S R

HO TBDMSO TBDMSO
22 23 24 25 19

Schéma 9 Schéma de synthése du dérivé styrénigue
(i) K2COs, DMSO, 100°C, 48h, 80% ; (ii) TBDMSCI, ImidazdiélF, t, 4h ; (iii) BuLi, THF,
PPhCH3Br, 24h, t.
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Premiérement, une réaction de substitution nuciéplaromatique entre IlaN-
méthyléthanolamine et le 4-fluorobenzaldéhyde comae conduit au 4-((2-
hydroxyéthyl)méthylamino)benzaldéhydé avec un rendement de 80 %. Le groupement OH
a ensuite été protégé par le groupenteritbutyldiméthylsilyle (TBDMS). Cette protection
est nécessaire car dans une deuxieme étape on fermérivé styréniquel9 en milieu
fortement basique, ce qui pourrait conduire a laras®nation de l'alcool et ce dernier
polymérise spontanément a température ambiantes Dae derniére étape la fonction
aldéhyde d@5a été transformée en groupement vinyle par undioéase Wittig en présence

de BuLi pour obtenir le produitd avec un rendement de 91 %

Synthese des chromophores finaux
Les dérivés styréniquels/-21 ont étégreffés sur le caeur dibroni® par couplage de Heck,

pour donner les chromophor28-30 respectivementSchéma 10).

5

\
27:R= -- / N

Pd(OAc),, TOP \
Et3N/DMF, reflux 24h
o) o o)
40-80 % o
2 3

20:R= --
<:\§—o 5!
3
/ 3
30,31: R= --@—N
X

30: X= TBDMS
TBAF
31: X=H

Schéma 10 Synthése des fluorophorg2g-31
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Ce couplage aboutit & une augmentation de la tilsystéme conjugué par rapport au DPP
16. Pour le DPP30 la fonction alcool a été déprotégée en utilisant fliorure de
tertiobutylammonium (TBAF) en solution dans le THEa molécule31 obtenue sera utilisée
d’'une part comme colorant systémique et d’autré paurra conduire a une série de
chromophores bifonctionnels (microscopie a deuxtqie et IRM) utilisables en milieu

biologique gréace a la fonction alcool réactive.

Les chromophores obtenus ont été caractérisés I B4 et 1°C, par spectrométrie de
masse a haute résolution, par spectroscopie I8uet points de fusion ont été déterminés. La
solubilité dans I'eau de ces colorants est deME31 mg/L) pour la moléculg6, 40 uM (28
mg) pour la molécul7, 150 uM (114 mg/L) pour la molécul@8, 3 mM (5 g/L) pour la
molécule29 et 20 uM (17 mg/L) pour la molécuBd.

[1.2.4. DPPs contenant un systeme conjugué basé wumotif tolane

Couplage de Sonogashira

La méthode la plus utilisée pour accéder au molifne est le couplage de Sonogashifa
(Schéma 11)

Schéma 11 Synthése d’'un tolane a I'aide de la réaction dedgashira

Ce couplageeprésente un outil de synthése extrémement paissaonnait un grand succes
en synthése organique, du fait de la grande dibpibé@i et de la stabilité de dérivés
acétyléniques, et de la compatibilité de ce couplayec de nombreux groupements
fonctionnels. Cette réaction permet de coupler, patermédiaire d'un complexe de
palladium, un dérivé halogéné vinylique ou aromaiqvec un alcyne vrai, en présence d’'un
exces de base, et d’'une quantité catalytiqgue del@uhécanisme proposé par Sonogashira et
par d’autres passe par les trois étapes classitpseeactions pallado-catalyséEgyure 36):

(a) L'addition oxydante ot I'espéce organopalladié®dl X(PPhy), est formée puigb) la
transmétallation ou l'alcyne vrai migre du cuivra palladium et enfin(c) I'élimination

réductrice qui libére l'alcyne attendu et la régérigespece catalytique Pd (0).
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PAT(PPh,),CL,
Et;N/ CuX/R H
o HNEtX
N
\P \
d(PPh,),
Pd“[PPh_ﬂz ArX
PAAr(PPhy), ArPdTX(PPhy),
(b)

CuX R—————Cu

HNEtX EN

R H

Figure 36 : Mécanisme proposé pour la réaction de Sonogashira.

Synthese des chromophores finaux

Deux chromophores ont été synthétisés dans cette Eé premier §3) a été synthétisé par
un couplage de Sonogashira entre le DPP dibrred le 4-éthynylanisole commercial, avec

un rendement 30%Schéma 12)La solubilité du chromophor@3 dans I'eau est de §OM
(60 mg/L).
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32
/g PdCI,, Cul, PPhy
O)< THF/EtN, reflux 24h
2 30 %
\J

Schéma 12 Synthése du DPB3 par le couplage de Sonogashira.

Pour le deuxiéme produit, nous avons choisi daeilila pyridine comme groupement
périphérique. La 4-éthynylpyridine commerciale étaas chére et toujours stabilisée sous
forme de chlorhydrate de pyridinium, nous avonsigitae greffer le groupement alcyne sur
le cceur central et de poursuivre par un couplaggot@gashira avec un dérivé halogéné de la
pyridine Schéma 18 Dans une premiére étape le 2-méthyl-3-butyn-2-até greffé par
couplage de Sonogashira sur le DPP dibrdféLes fonctions alcynes ont ensuite été
déprotégées en milieu basique pour donner le BEPsur lequel nous avons greffé la 4-
iodopyridine par réaction de Sonogashira pour abterchromophore finaB6. La solubilité

du chromophor86 dans I'eau est de 40 uM (28 mg/L).
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5/ _H
1) PdCl,, Cul, PPhs 2

reflux 24h, 70% O N

2) NaOH/Toluéne
95%

PdCl,, Cul, PPhj
THF/Et3N, reflux 24h
40 %

Schéma 13 Synthese du fluorophoB6

[1.2.5. Conclusion

Nous avons réalisé la synthése de 10 nouveauxardtoa cceur DPP qui peuvent étre répartis

en 3 groupes selon le systeme électroactif présent:

a) Quatre chromophores possédant le groupement métlumxygme groupement

électrodonneur avec différents systémes conjud@éghényle),16 (biphényle),28

(stilbéene) et33 (tolane). Un cinquieme colorant2@) qui possede trois chaines

oXxygénées portés par un noyau phényle en périphiridluorophore, peut étre

rattaché a cette série.

b) Trois chromophores possédant la pyridine comme pmmment terminal

électroaccepteur, reliée au cceur DPP par diffésystemes conjuguéd 3 (phényle),
27 (stilbéne) eB6 (tolane).

c) Deux chromophores qui possedent un dérivé d’andim@me groupement terminal

électrodonneu?6 (stilbéne) eB1 (stilbéne).
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Tous les chromophores préparés sont solubles daas let leurs solubilités sont
indépendantes de la force ionique méme dans ungicolphysiologique saline, grace au
caractére non-ionique des chaines OEG. Les vatlrgssolubilités obtenues sont résumées

dans leTableau 2

Chromophores Solubilité Chromophores Solubilité
12 3 mM (2 g/L) 28 150 uM (114 mg/L)
13 20 mM (12 g/L) 29 3 mM (5g/L)
16 60 uM (42 mg/L) 31 20 uM (17 mg/L)
26 30 uM (31 mg/L) 33 80 uM (60 mg/L)
27 40 uM (28 mg/L) 36 40 uM (28 mg/L)

Tableau 2 :Solubilité dans I'eau pour les chromophores centneétriques synthétisés.

Les deux simples DPR2 et 13 possedent la meilleure solubilité dans I'eau sacantiennent
une partie hydrophobe plus petite que celle desesughromophores et leurs chaines OEG
sont plus longues. Le chromoph@®@ présente une solubilité plus importante dans I'gae

les autres composés de tailles équivalentes, stldlea la présence de 6 chaines OEG de
plus. Enfin ces chromophores sont suffisammentodedupour les applications en imagerie de
fluorescence, ou la concentration des solutionesée fluorophores est en général de I'ordre
de 10° M.

11.3. PROPRIETES PHOTOPHYSIQUES

[1.3.1. Généralités

Digramme de Perrin-Jablonski

Les processus qui ont lieu lors de I'absorptiotegtémission de la lumiére sont généralement
illustrés par un diagramme de Perrin-Jablonski.télrdiagramme, représentant les niveaux
électroniques et vibrationnels d’'une molécule aigpse les transitions radiatives ou non

radiatives pouvant se produire, est illustré damsdure 37.
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CIS

Sy
Figure 37 : Exemple de diagramme de Perrin-Jablonski

Apres absorption (A) de la lumiére, plusieurs psstes peuvent se présenter. Une molécule a
I'état singulet de basse énergig (8tat fondamental) est excité a un état singulaetgie
supérieure Sou S, (états excités). Généralement a I'état excité dééoule subit rapidement
une relaxation non radiative (Re) pour atteindreil@au vibrationnel de plus basse énergie
de S (processus trés rapide <™0s). Ensuite la molécule se désexcite versd@t d’une
maniere non-radiative (NR) soit radiative (fluoresce « F »). La molécule au niveaup8ut
aussi se désexciter vers un état triplet Ta conversion de;Sen T, se produit par une
transition non-radiative appelée croisement inystésme (CIS). L'état triplet ;Tn’ayant pas

le méme spin que I'étatpSle phénomene de désexcitation vers I'état fondaahes (plus
stable) est plus lent car il correspond a une itiansnterdite de spin. Cette transitiop—+$S,,

peut-elle étre aussi non-radiative ou radiativefarie alors de phosphorescence « Ps »).

Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission

Généralement pour caractériser une molécule floersgs, ses spectres d’absorption,
d’excitation et d’émission sont représentes.

Le spectre d’absorption représente la variatiofiadesorbance ou du coefficient d’extinction
molaire €) en fonction de la longueur d’onde de la lumiéxeitatrice. A une longueur d’onde
donnée, le coefficient d’extinction molaire estédinéairement a I'absorbance par la loi de

Beer-Lamber{Equation 10).
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AA)=e(N)IC Equation10

L'absorbance elle-méme est définie comme le logaét du rapport entreg(h) qui est
I'intensité de lumiére recue par I'échantillon e{\) qui représente l'intensité de lumiére

transmise par I'échantillon & la longueur d’oid&quation 11).

A(A) = Iog[%] Equation 11

Le spectre d’émission de fluorescence quant adwiespond a la répartition spectrale de la
lumiére de fluorescence émise lorsqu’on excite tdépsule. Le spectre d’émission ne varie
généralement pas en fonction de la longueur d’ahebecitation et il semble étre I'image du

spectre d’absorption a travers un mirdirgure 38.

Le décalage entre les maxima d’excitation et d’'éraisest appelé déplacement de Stokes. Ce
décalage correspond a la perte d’énergie entredop absorbé et le photon émis, et il est dQ

a la relaxation vibrationnelle subie par la molécal’état excité.

Le spectre d’excitation est aussi important pouifieé la pureté des produits étudiés. Il
représente l'efficacité de la luminescence en fonctle la longueur d’excitation. Il doit se
superposer avec le spectre d’absorption. Ces sjpéstres ont été relevés pour tous les
fluorophores synthétisés. Dans tous les cas, lestrgs d’excitation se superposent aux
spectres d’absorption indiquant la pureté des ptoét I'absence d’agrégation en solution.

1 N °” % ¢
« =+« Absorption

= 081 ; Excitation
S .‘. e EMission
E 0,6 A /
e | s
b 044
Q9
< 0,21

0 : i e e e o

400 500 A (nm) 600 700

Figure 38 : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émissilenla molécul8 dans le
dichlorométhane.
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Rendement quantique de fluorescence

Le rendement quantique de fluorescend® €orrespond a l'efficacité d’une molécule a
restituer sous forme lumineuse les photons quakdsorbé. Plus précisément il correspond
au rapport entre le nombre de photons émis et labrm® de photons absorbés par un
chromophore. Généralement ce rapport est inféeelrcar les désexcitations radiatives sont
souvent accompagnées de processus non-radiatiissMg a de voies de désactivation non-

radiative, plus le rendement quantique est élevé.

En pratique, les mesures directes des rendememsiquues de fluorescence sont difficiles a
réaliser. On le détermine généralement pour unncbpiore d’'une maniére relative par
rapport a une référence dont on connait préciséraemndement quantique (rhodamine B,
fluorescéine...). Apres la mesure des intensitésriaoges émises par chromophore et par la
référence, le rendement quantique est calculé $é&quation 12

| nesPret Mies
et AnedVer

Ou n est l'indice de réfraction du solvant utiliséefet Anes I'absorbance a une longueur

Dres = Pt X Equation 12

d'onde donnée, et | I'intégrale de la bande d'€igsobtenue par I'excitation a la longueur
d'onde ou nous avons mesuré les absorbances. Léaxesnef et mes des différents

paramétres correspondent a la référence et awfibore étudié respectiveméfit.

Le spectre d’excitation a deux photons et la section efficace d’absorption a
deux photons
La valeur de la section efficace d’absorption a dghuxtonso; est le facteur le plus important

a déterminer pour caractériser I'efficacité d’umarhophore en absorption biphotonique, car
la probabilité d’ADP est proportionnelle a cettdewa (voir chapitre ). Généralement on
trace le spectre d’excitation a deux photons qoiggente la variation dg en fonction de la

longueur d’onde de la lumiére excitatriéegure 39.
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Figure 39 :Spectres d’excitation & deux photon2@alans le dichlorométhane.

[1.3.2. Propriétés photophysiques des dérivés dpyadine

Spectroscopie a un photon

Apres avoir synthétisé les différents fluorophorésest nécessaire de déterminer leurs
caractéristigues photophysiquekes spectres d’absorption, les spectres d’émissien
coefficient d’extinction molaires], et le rendement quantique de fluorescedgespnt donc
les parametres a étudier pour les fluoroph@B4.4, 27et 36, dans le dichlorométhane ainsi

que dans l'eau.

Les spectres d’'absorption UV-visible dans le diabhoéthane et dans I'eau pour les

moléculesl3, 14, 27et36 sont représentés dandHigure 40.
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Figure 40 : Spectres d’absorption dans I'eau (en haut) et dardichlorométhane (en bas)
des dérivés de DPP a terminaison pyridir8; 14, 27 et 36.

La longueur du systeme conjugué affecte clairemeemtokition du maximum d’absorption.
Par 'augmentation de sa longueur nous avons oéssour les chromophor& et 36 un
déplacement du maximum d’absorption vers le roeffet(bathochrome) de 30 nm et 20 nm
respectivement par rapportl®. En changeant la triple liaiso86) par une double liaison
(27), la délocalisation des électrons est favorisématiuit a un décalage vers le rouge de 10

nm dans le dichlorométhane.

Dans le méme solvant, nous avons observé que lemmaxd'absorption du chromophore
mono-OEG14 est décalé de 12 nm par rapport a celui du chrborepbis-OEG13. Nous

pouvons expliquer cet effet par le changement damgle de torsion des groupements
pyridine. Une N-méthylation augmente l'angle desitor dansl3 et induit un déplacement

hypsochromé®!. L’augmentation de I'angle de torsion diminue leaevrement entre les
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orbitales moléculaires et par la suite diminue ééodalisation des électrons tout au long du

systéme et par conséquent diminue sa conjugaison

Nous avons également relevé les spectres d’émisierdifferents chromophores dans les
deux solvants dichlorométhane et eau. Comme celdtéamentionné auparavant, les
chromophores qui ont des systemes conjugués phgs Iprésentent les spectres d’émission
les plus décalés vers le rouge. Nous avons obsewdorte fluorescence dans le vert-jaune
pour les molécule$3 et14 et une fluorescence dans le jaune pour les chroomepR6 et 36.

Les spectres d’émission des chromophores dans ldodiméthane et dans I'eau sont
représentés dansfagure 41
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Figure 41 : Spectres d’émission dans I'eau (en haut) et daxdécldorométhane (en bas) des
dérivés de pyridin&3, 14, 27 et 36.

Les coefficients d’extinction molaire ainsi que lendements quantiques des différents

chromophores ont été mesurés I'eau et dans lead@hEthaneTableau 3
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Chromophore Zabs(NM) g (Mem™) Jem (NM) (%)
13 473 (462) 11800 (11300) 534 (537) 62 (65)
14 485 (475) 13000 (10400) 530 (536) 67 (50)
27 503 (479) 19200 (14500) 579 (563) 55 (3)
36 492 (477) 18300 (7 000) 567 (555) 93 (2)

®Rhodamine B dans le méthanol comme standard

Tableau 3 :Données photophysiques des comp&8¢%4, 27 et 36 dans le dichlorométhane

et dans I'eau(entre parenthese)
Les chromophoresl3 et 14 ont de bons rendements quantiques, aussi bien ans
dichlorométhane que dans I'eau (50-70 %). En revateh fluorophore7 et 36 présentent
des bons rendements quantiques dans le dichloram&{fb5 et 93 % respectivement), alors
gue ces valeurs baissent considérablement dang (ea2 %). Cet effet on-off sur la
fluorescence entre un solvant organique et I'eaurpd étre intéressant pour la détection des
zones lipophiliques dans les cellules par microgcdp fluorescence. Le degré de liberté plus
important autour de la double liaison par rappdg tiple liaison, favorise la relaxation non
radiative et diminue le rendement quantique quielie 93% pour le fluorophoB6 a 55 %

pour le fluorophore?.

Effet du pH sur le spectre d’émission de 27

Les groupements pyridinyles étant protonables ereumndcide, nous avons étudié I'effet du
pH sur le spectre d’émission 8&. Pour une solution de concentration 5 Mde 27 dans de
I'eau, nous avons progressivement modifié le pHiidé de solutions tampons, et les spectres
d’émissions a chaque pH ont été tradégure 42.
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Figure 42 : Spectres d’émission du chromoph27 en fonction d pH.

Nous pouvons supposer qu'a pH 11,22 la forme badigis-pyridine) prédomine en solutic
et a pH 1,44 la forme aci((bis-pyridinium) estason tour prédominante. Nous avons obs
un décalagdu maximum d’émissiovers le rouge d’environ 30 nm dan: solution la plus
acide par rapport a la solution la plus basique.d€ealage est di a la protonation

groupements pyridine qui se transforment en pyiidm augmentant ainsi la fordu groupe

électroacceptel

Propriétés photophysiques a deux photons

Nous avonsdétermin les sections efficaced’absorption a deux photong, de ces
fluorophores dans le dichlorométhane, par la mederdeur intensité de fluorescence
excitation a deux photons, dans une région compnse 740 et 900 nm, suivae protocole

expérimental décrit par Xu et We??. Les résultats obtenus sont illustrés dla Figure 43.
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Figure 43 : Spectres d’absorption a deux photonsl8el4, 27 et36 dans le
dichlorométhane.

Les valeurs de la section efficace d’absorptionuxgnotons pour les colorarit8 et 14 sont
similaires. Nous avons observé un maximum d’abgor@ 820 nmd, =140 GM) pourl3 et
a 830 nm g, = 120 GM) pourl4.

D’autre part, 'augmentation de la longueur du &ys conjugué conduit bien a une
augmentation de la section efficace d’ADP (chronwwpb27 et 36 comparés d3 et 14). Le
recouvrement plus important des orbitales molémsailans le cas de doubles liaisons permet
au chromophor@7 d’avoir des valeurs de, plus importantes que celles 86 ainsi qu'un
décalage bathochrome du maximum d’absorption bigstigue: 240 GM a 760 nm pous6
comparé a 410 GM a 780 nm p@n

Photostabilité

Pour étudier la photostabilité des chromophorestegts préliminaires ont été effectués. A
'aide d’'une lampe d'un spectrométre de fluoreseenmous avons excité 1Q0L d’'une
solution 10° M de chaque molécule pendant 5000 s. La fluorescanéeé détectée a la
longueur d’'onde maximale d’émission ; et les cosrthantensité de fluorescence en fonction
de temps pour chaque chromophore ont été tracéesmgiarées a celle de la fluorescéine
(Figure 44.
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Figure 44 : Intensité de fluorescence relative d& 27, 33 et de la fluorescéine (rouge) lors
d’une excitation continue a 446 nm.

On observe que l'intensité de fluorescence restiquement constante au cours du temps,
donc les chromophores préparés présentent unebdrgse photostabilité par rapport a la

fluorescéine qui présente une diminution d’intenhdié fluorescence de 5 a 10 % irradiée dans

les mémes conditions.

[1.3.3. Propriétés photophysiques des dérivés amisole

Résultats expérimentaux a un photon

Pour cette série un groupement donneur méthoxg atiisé et la taille du systéme conjugué
a été modifiée. Pour le chromoph@®, trois oxygenes sont présents aux deux extrémités d
fluorophore. LaFigure 45illustre les spectres d’absorption UV-visible desnposésl2, 16,

28 et33 dans I'eau et dans le dichlorométhane.
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Figure 45 : Spectres d’absorption dans I'eau (en haut) et dardichlorométhane (en bas)
des chromophorek2, 16, 28et 33,

Comme pour la série précédente, l'influence deolglieur du systeme conjugué d'une

molécule est nette sur les propriétés photophysigieec I'augmentation de la longueur du

systéme conjugué, un déplacement vers le rougé abservé. De méme nous observons un
décalage vers le rouge pour I'absorption du com@ssériple liaison) et le compos28

(double liaison).

L'influence de la taille du systéme conjugué s’oliseaussi sur les spectres d’émission de ces

différentes molécules-(gure 49.
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Figure 46 : Spectres d’émission dans I'eau (en haut) et dandhlorométhane (en bas) des
chromophored 2, 16, 28et 33.

Nous observons encore le méme effet, une augmemtad la taille des systemes conjugués

entraine un décalage vers le rougs spectres d’émission des prodai2s16, 33 et 28 dans

I'eau ainsi que dans le dichlorométhane.

Afin d’étudier l'influence de 'augmentation de nbre du groupement donneur nous avons
comparé les spectres d’absorption et d’émissiondées produit28 et 29 illustré dans la
Figure 47
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Figure 47 : Spectres d’absorption et d’émission dans I'eauhaut) et dans le
dichlorométhane (en bas) des moléc@8®t29.

Pour la molécule29 qui possédent trois groupements oxygénés en @osij4,5 sur le
phényle, le spectre d’absorption dans I'eau esaldéte 10 nm vers le rouge, par rapport a la
molécule28 qui ne posséde qu’un seul oxygene en position fuarée méme noyau phényle.
Cependant ce décalage n'apparait pas dans le diatéthane. Nous n’avons pas observé le
méme effet sur les spectres d’émission dans I'éacette fois le décalage est vers le bleu.

Pour ces chromophores nous avons également mescoéfficient d’extinction molaire et le
rendement quantique, dans le chlorure de méthylehedans l'eau. Les données

photophysiques sont présentées dafialdeau 4.
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Chromophore Aaps(NM) g (M em™) Jem (NM) D(%)
12 475 (473) 27 100 527 (527) 68 (70)
16 485 (481) 24000 (9000) 552 (578) 70 (2)
28 503 (501) 35000 (20000) 580 (597) 70 (5)
29 501 (510) 23700 (4900) 581 (572) 52(2)
33 493 (512) 25300 (14100) 571 (588) 97 (2)

Tableau 4 :Données photophysiques des comp®8¢$6, 28, 29 et33dans le

dichlorométhandeau).

Les moléculed2, 16, 28, 29 et 33 possedent des coefficients d’extinctions molamexhes
dans le dichlorométhane. C'est trés différent dBesu et les coefficients d’extinction
augmentent en passant des chromoph2ged 6, 33 a 28. Les rendements quantiques de
fluorescence dans le dichlorométhane eux aussonepas affectés significativement. Mais
seul le fluorophorel2 présente un bon rendement quantique dans l'eawus gu’il est
seulement de 2 a 5 % pour les autres fluoroph@eetle série. Il faut noter que le prodst
dont le systéme conjugué est semblable a celuratluft 36, présente un excellent rendement
guantique dans le dichlorométhane.

Résultats expérimentaux a deux photons

Comme pour les propriétés photophysiques linéaiaegriété des chromophores synthétisés
a permis d’étudier 'influence de la nature du éys conjugué sur I'efficacité de I'absorption
biphotonique. Les sections efficaces des chromoghdel6, 28 29 et 33 ont été mesurées
dans le dichlorométhane entre 740 et 900 nm. Ledrgiged’ ADP de ces chromophores sont

présentés dans Kigure 48.
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Figure 48 : Spectre d’absorption a deux photons des dérivésisble dans le
dichlorométhane.

La section efficace d’ADP augmente avec la taillesgstéme conjuguél2 (132 GM a 820
nm) <16 (565 GM a 750 nm) €8 (780 GM a 800 nm) 083 (680 GM a 750 nm).

Les chromophore28 et 33 ont permis d’étudier I'influence de la substitutide deux doubles
liaisons par des triples liaisons sur les propsieéOP, en présence d’'un méme groupe
électrodonneur (méthoxy). La section efficace malenake 28 (stilbene, 780 GM a 800 nm)

est plus importante et plus décalée vers le rougecglle de3 (tolane,680 GM a 750 nm).

Pour la molécul@9 (950 GM a 830 nm), la présence de deux groupen@Rtsle plus en
position 3,5 par rapport a la moléc@®, ou il y aun seul groupe électrodonneur en position
4, augmente la section efficace d’absorption a dph@tons, et induit quand méme un

décalage vers le rouge de la bande d’absorpti@uza photons.

Pour étudier 'influence du type de groupementtébectif d’'une molécule sur ses propriétés
photophysiques, nous avons comparé les proprié@Emphysiques des dérivés de la pyridine
(groupement électro-accepteur) d’'une part et ceex dérivés de l'anisole (groupement
électro-donneur) d’autre part. A titre d’exempleup deux molécules ayant deux systemes
conjugués identiques, mais avec deux groupemesttr@hctifs différents (par exem®e et

28 ou 36 et 33) nous observons dans I'eau un déplacement versuge des spectres
d’absorption et d’émission de 'ordre de 30 nm pleugroupement donneur, qui est dans ce
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cas le groupe méthoxy. Nous avons également obsee@ugmentation des valeurs des
ce qui confirme l'avantage d'utiliser des groupetseglectro-donneurs par rapport aux

groupements électro-accepteurs pour I'ADP.

Photostabilité

Pour étudier la photostabilité des fluorophoresparés, nous avons choisi une longueur
d’'onde d’excitation pour laquelle la molécule éagaiet la fluorescéine utilisée comme
référence possedent a peu prés le méme coeffatiextinction molaire. Pour ces expériences
la détection de la fluorescence est effectuée lanigueur d’'onde du maximum d’émission.

Les courbes d'intensité de fluorescence en fondmmemps sont présentées danBitpre

49.

Pour les molécule$2, 16, 28 et 33, l'intensité de fluorescence reste quasiment ingka au
bout de 5000 s, en revanche nous avons observdimimation de 5 a 10 % de cette intensité
dans de le cas de la fluorescéine irradiée danmémes conditions. Pour la molécde@,

I'intensité de fluorescence diminue 10 % quandeced la fluorescéine diminue de 30 %.
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Figure 49 :Intensité de fluorescence relative & 16, 28, 29, 33 et de la fluorescéine lors
de I'excitation continue a 446 nm (pdL6), a 460 (pourl2, 28 et33) et a 507 nm (poL9).
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[1.3.3. Propriétés photophysiques des dérivés aailine

Résultats expérimentaux a un photon

Les deux chromophores de cette série sont la melé2@l qui posséde le groupe
diphénylamino comme groupement électrodonneus etdlécule31 dont le dialkylamino est
un groupement électrodonneur. Les spectres d’alisorpt d’émission des compos2s et

31 dans 'eau et dans le dichlorométhane, sont ptésetans l&igure 50.

Intensite (w.a.)

2. (nm)

1 -
~ 038 1
o
) 0,6 1
Z —31
£ 04 -
]
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[] L] T T T
400 500 600 700 300
2. (nm)

Figure 50 : Spectres d’absorption et d’émission dans I'eauhaut) et dans le
dichlorométhane (en bas) des chromoph@tst 31.

Les spectres d’absorption et d’émission de la mé&é8a sont décalés vers le rouge par
rapport a ceux de la molécul®, aussi bien dans I'eau que dans le dichlorométh@ee

décalages vers le rouge sont bien plus prononcés cgux des molécules des séries
précédentes, principalement a cause du plus fiettaédnneur des groupes amino. Nous avons

également déterminé les coefficients d’extinctiorolaite, ainsi que les rendements
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guantiques de fluorescence dans l'eau et dans @&hlodométhane. Ces données

photophysiques linéaires sont présentées darsbieau 5

Chromophore Aaps(NM) e (M*ecm? Jem (NM) @ (%)
26 521 (527) 44000 (2500) 636 (630) 45 (13)
31 530 (550) 37000 (20200) 677 (707) 16 (1)

Tableau 5 :Données photophysiques des comp@sééxs 31 dans le dichlorométhaneau).

Dans le dichlorométhane le compd&a un coefficient d’extinction molaire plus imparta
que celui de31l Mais dans l'eau au contraire il est beaucoup pgaible. Quant aux

rendements quantigues, celuizeest plus élevé que celui 8& dans les deux solvants.

Caractérisations photophysiques a deux photons

Les spectres d’ADP des chromopho2ést 31 ont été mesurés dans le dichlorométhane entre

740 et 900 nm. Les résultats obtenus sont présdatéslaFigure 51

600 -
450 -
==206
® 300 -
(qV]
©
150 -
O L 1 L] 1
740 790 840 890

A (nm)
Figure 51 : Spectre d’absorption a deux photons des dérivg®apes donneurs amino dans

le dichlorométhane.

Les deux molécules possedent dgsimilaires,s>= 530 GM a 830 nm pour la molécli2é,
eto,= 520 GM a 820 nm pour la molécidé. Normalement les groupements amino sont plus
efficaces pour I'ADP que les groupements méthoxgisnsi on compare ces résultats avec
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ceux de la série précédente on observe que ce pesste cas. Peut étre que les spectres
d’ADP des deux molécule6 et 31 présentent un autre maximum en dehors de la zone

mesurée. Les spectres ADP semblent tendre verstiegnraaximum au dela de 900 nm.

Photostabilité

Ces molécules présentent aussi une trés bonnegpdlotiaé. Les courbes présentées dans la
Figure 52 montrent que pour les molécul@$ et 31, lintensité de fluorescence reste
guasiment la méme aprés une excitation continusanih pendant 5000 s, alors que celle de

fluorescéine diminue de 5% dans les mémes condition

1 Jroiie 1 uspenaotiniibmie bbb

0,8 0,8 -
3 3
E 0,6 E 0,6 -
S fluorescéine S fluorescéine
E- 0,4 - —31 E 0.4 1 —26
0,2 0,2 -
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
Temps () Temps (5)

Figure 52 : Intensité de fluorescence relative 2 31 et la fluorescéine lors de I'excitation
continue a 446 nm.

[1.4. IMAGERIES CELLULAIRE

11.4.1. Cellules HeLa

Les cellules HeLa sont une lignée cellulaire can@@equi provient d'un prélevement
effectué sur Henrietta Lacks, une patiente atteiiten cancer du col de l'utérus a
développement trés rapide et décédée en 1951. dllakes Hela, qui forment la premiére
lignée cellulaire immortelle d'origine humaine, sdres utilisées dans les laboratoires de
recherche de biologie. Le stock des cellules esérgéament gardé a des trés basses
températures (<-195 °C refroidit par I'azote liggldPour les imageries cellulaires, des boites
de culture de cellules HeLa ont été préparées audsdire par nos collegues biologistes. Les
boites utilisées (IBiDi) sont en plastique et centient chacune 5xi@ellules HeLa par mL
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de milieu de culture (D-MEM), elles sont gardées7’a°’@. Pour effectuer les imageries, le
milieu de culture D-MEM est enlevé et les cellusemt rincées plusieurs fois a I'opti-MEM
puis incubées dans une solution dgM du chromophore dans 1 mL d’opti-MEM pendant

une heure d'incubation a 37 °C.

Les expériences d’imagerie cellulaire ont été effées au sein de notre laboratoire, en
utilisant un MEDP « home made »pour l'imagerie a xdgahotons et un microscope
commercial « Leica SPE Il » pour I'imagerie confoq@&ligure 53.

Figure 53 :Le microscope confocal a balayage laser Leica SR& ¢jauche) et le
microscope a deux photons construit au sein desfaboratoire (a droite)
(PIQ- Laboratoire de Biophotonique et Pharmacologie)

[1.4.2. Imagerie cellulaire des dérivés de la pyine

Le chromophorel3 a été utilisé pour colorer des cellules HelLa. Ldtums cellulaires ont
été incubées avec une concentration 8 0du chromophore dans le milieu de culture, puis
observés avec le microscope Leica SP2 pour les snamdocales et en champ clair et avec
le microscope bi-photonique construit au laboratpiour I'imagerie a deux photons. Dans ce
dernier cas, I'excitation est effectuéés.g= 800 nm avec une puissance laser de 5 mW. Avec
la moléculel3 (Figure 54 on observe une pénétration rapide dans le cytogldsib min),

et une coloration hétérogene avec une accumulpgopnucléaire. Aucune pénétration dans

le noyau n’est observée, méme apres 1h d'incubation
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Figure 54 :Imagerie de cellules HeLa marquées au chromoph8r&uperposition de
'image en champ clair et de I'image confocale éaughe) et imagerie a deux photons (a
droite) (excitation a 800 nm, P =5 mW).

Pour les molécule27 et 36 les cellules sont incubées pendant 15 min danssalgion de
concentration 5.10 mol.L™. Elles sont ensuite imagées par microscopie bieptigue avec
une longueur d’onde d’excitation de 800 nm et unsgance laser moyenne inférieure a 5
mW (Figure 55. Nous remarquons de nouveau que les deux fluoreghrentrent dans le
cytoplasme mais ne rentrent pas dans le noyau; lavewlécule36 on observe des spots
d’accumulation dans le cytoplasme, alors qu’avdcon observe une localisation plus

homogéene dans le cytoplasme.

Figure 55 :Imagerie a deux photons de cellules HeLa marquaeheomophore7 (a
gauche) et au chromopho8é (a droite).
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Des images en durée de vie de fluorescence (FLIMpréscence Lifetime Imaging

Microscopy) ont été réalisées. Par exemple @dron distingue nettement des agrégats
colorés en orange qui ont précipité a I'extériearlal cellule : ils ont une durée de vie plus
courte (~1,2 ns) que celle observée au sein dpkagme (~ 3 ns). Cette différence dans les

durées de vie indique un micro environnement dfiéigure 56.

[tm = 1000 - 3500 [ps]

Figure 56 :Image des durées de vie moyennes de fluorescendd)(Be cellules HeLa
incubées avec le chromophd®@ en intensité (a gauche) et en couleurs (a droite)

Le microscope « Leica SPE Il » de notre unité de metleenous permet de mesurer le spectre
d’émission d’un chromophore dans des endroitsgrésis au sein de la cellule. Ainsi, deux
spectres d’émission du chromophd@é ont été mesurés, le premier dans les agrégats a
I'extérieur de la cellule et le deuxieme dans umeezdu cytoplasmé-{gure 57). Nous avons
remarqué que celui des agrégats est décalé deriOgers le rouge par rapport a celui du

cytoplasme, ce phénomeéne est typique des agrégats.
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Figure 57 :Image confocale des cellules HelLa incubées avelartanophore27 (en haut) et
les spectres d’émission mesurés dans les zonestlL€t/2 (violet) de I'image.

Ce microscope permet aussi d’irradier localemerdg mone dans la cellule et de mesurer
ensuite la variation de I'intensité de fluoresceandonction du temps. Ceci permet d’étudier
la photodégradation d’'un chromophore dans la eellBbur cela la cellule est irradiée a 488
nm et la puissance laser est poussée a 100%. &nsaitvariation de lintensité de
fluorescence est mesurée pendant 120 s. La photmtigm du chromophorg7 a été
comparée par celle d&F3, fluorophore biphotonique émettant dans le blenttstisé il y a
quelques années dans notre laboratoire pour lesemémes d'applicatio™. Le BF3 perd
plus de 60 % de son intensité de fluorescence d@@s d’excitation, alors que q@& ne
perd que 25 % seulemeritigure 58. Ceci confirme que les chromophores dérivés d DP

sont particulierement photostables.
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Figure 58 : Variation de l'intensité de fluorescence de la roolé27 (en rouge) et la
moléculeBF3 (en bleu) en fonction du temps, dans une cellgleaH

[1.4.3. Imagerie cellulaire des dérivés de l'anisol

Des cellules HeLa ont été incubées pendant 15 nmis dae solution 5.10M du fluorophore
12. Elles sont ensuite imagées par microscopie colgagiapar microscopie bi-photonique
(Figure 59 avec une longueur d’onde d’excitation de 800 mmne puissance laser moyenne
de 5 mW.

Figure 59 :Imagerie de cellules HeLa marquées au chromoph@r&uperposition de
'image en champ clair et de I'image confocale éughe) et imagerie a deux photons (a
droite) (excitation a 800 nm, P =5 mW).

Pour les moléculed6, 28 et 33 seules les images par microscopie bi-photonigueéti
étudiées Figure 6Q. Cette fois nous avons observé un signal de ékgence plus important
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avec une puissance laser faible (<5 mW ou 1 mWgegid la forte valeur de la section

efficace d’ADP par rapport a celle dg.

Toutes ces moléculed?, 16, 28 et 33) franchissent la membrane cellulaire rapidement et
s’accumulent dans certaines parties du cytoplasras probablement dans des endosomes)

sans traverser la membrane nucléaire.

Figure 60 :Imagerie a deux photons de cellules HeLa marquees ks chromophords (a
gauche)28 (au milieu) e33 (a droite).

Des images des mémes cellules ont été réaliséasréa de vie de fluorescence (FLIM). Par

exemple le chromopho28 (Figure 61) présente un temps de vie qui varie de 1.5 ns (e)ang

a 3 ns (bleu) en fonction de la zone ou il se teouv

= 1500 - 3000 [ps]

Figure 61: Image des durées de vie moyennes de fluoresdeidé)(de cellules HeLa en
intensité (a gauche) et en durée de vie (a draite)bées avec le chromophdi@

Pour étudier la photodégradation @8 dans la cellule, la variation de lintensité de
fluorescence en fonction du temps a été mesuréemparée a celle d8F3. Nous avons

observé que9 perd seulement 20% de son intensité de fluorescapies 120 s d’excitation
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a 488 nm a la puissance maximale du laser du naiopesLeica SPE Il, alors qu+3 perd

plus que 60 % de cette intensité apres irradiatéors les mémes conditiorisdure 62.

1
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Bo
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0.4

Fluorescence (u.a.)
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Figure 62 : Variation de I'intensité de fluorescence de la molé29 (en rouge) et de la
moléculeBF3 (en bleu) en fonction du temps d’irradiation a 488 dans une cellule HeLa

[1.4.4. Imagerie cellulaire des dérivés de I'anilin

Comme pour les autres séries de fluorophores, elees HelLa sont incubées pendant 15
min dans une solution de concentration %.1fol.L"* puis imagées par microscopie bi-
photonique Figure 63 en utilisant une longueur d’onde d’excitation 8@0 nm et une

puissance laser moyenne inférieure a 5 m\W.

Figure 63 :Imagerie a deux photons de cellules HeLa marquaeeomophore6 (a
gauche) et au chromopho8d. (a droite).
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Nous remarquons que les molécubset 31, comme les autres dérivés de DPP, pénétrent
dans le cytoplasme et se concentrent dans des zuuossfluorescentes correspondant

probablement a des endosomes.

[1.5. CONCLUSION

Les nouveaux fluorophores décrits dans ce chagitm®mophores symétriques basés sur un
ceeur rigide dicéto-pyrrolo-pyrrole, se sont avérficaces en microscopie a deux photons.
Conformément a notre but exposé en introductios,fliorescent dans le rouge-orange,
posseédent des bons rendements quantiques d’émaagirgue des bonnes sections efficaces
d'absorption & deux photons. Ceci nous a permigslatiliser a faible concentration (5:10
M), et de travailler avec une faible puissancerlgsé mW) en imagerie biologique. De plus
on a montré que ces colorants présentent une pabiide importante en la comparant a celle
de la fluorescéine aprés une excitation continue e lampe d'un spectrometre de

fluorescence pendant 5000 Fableau ¢

Chromophores Photostabilit¢ | Chromophores Photostabilit®
12 X3 28 X 4,5
13 X5 29 X 2,5
16 X 6 31 X5
26 X5 33 x 10
27 X5 36 X4

®Comparé a la fluorescéine

Tableau 6 :Photostabilités des chromophores par rapport alaféscéine

Les expériences sur des cellules HeLa ont montré&gsidluorophores pénétrent rapidement
dans le cytoplasme, mais ne traversent pas la nam@brucléaire. Ayant démontré l'intérét
en imagerie biologique de ces chromophores synu&tsignous nous sommes orientés vers la
fonctionnalisation de ces fluorophores dérivés @lPPdans le but de procéder a des greffages

sur ses systéemes divers comme des peptides, n&oojes:, ou virus.
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CHAPITRE IIl : NOUVEAUX CHROMOPHORES FONCTIONNALISBMINO-REACTIFS

[11.1. GENERALITES

Les fluorophores symétriques a cceur DPP ont momteébonne solubilité dans I'eau, une
efficacité en fluorescence induite par ADP et amsune photostabilité remarquable. Nous
avons alors décidé de valoriser ces fluorophoreslesn fonctionnalisant. Le but est
d’introduire un groupe fonctionnel, comme un aadeboxylique par exemple, pour pouvoir
réaliser une bioconjugaison avec des protéinesnaegparticules, ou des virus par exemple
[ Ces fluorophores fonctionnalisés permettent deliser une espéce donnée ou de suivre

un mécanisme déterminé en milieu biologique apo@gugaison Figure 64.

Figure 64 : Schéma d’'un systéme bio-conjugué associant un cpioone ADP et une
biomolécule.

Les fluorophores amino-réactifs sont des espéceabtegp de réagir facilement avec les
fonctions amines, qui sont trés communes au sesnsgistémes biologiqué¥ 2. Nous
décrirons dans ce chapitre la synthése et la érsation de nouvelles sondes fluorescentes

amino-réactives basés sur le coeur DPP ainsi quebieconjugaison a un peptide du virus
HIV synthétisé et étudié au laboratoire : le pepfid\T (Trans-Activator of Transcription).

[M11.2. SYNTHESE DES DERIVES DPP FONCTIONNALISES

Deux types de fonctionnalisation ont été utilidéstype | pour lequel la fonction réactive est
attachée au systéme périphérique du fluoropholes tgpe Il pour lequel la fonction réactive

est attachée au cceur centfag(re 69.

s> phy

Type | Type Il

Figure 65 : Schéma des deux types de chromophores amino-séstithétisés
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[11.2.1. Synthese des fluorophores de type |

hY

Le chromophore visé est dissymétrique : il est ¢gstd’'un coeur rigide DPP lié a un
synthon périphérique, comme un phényle, et a ure ayinthon périphérique fonctionnalisé,

comme un systeme gallique lié a un groupement gEidere 69.

Synthon Ceeur rigide Synthon .périph.ér,ique
périphérique fonctionnalisé

BB s

Chromophore fonctionnalisé de type |

Figure 66 : Schéma de la préparation d’un chromophore dissyiquérfonctionnalisé de

type I.

L’étape clé pour la synthese de la moléellest la formation d’'un coeur DPP dissymétrique
38 substitué par un groupement phényle d'un coté retipa-bromophényl de I'autre cété, ce
qui nous permettra de réaliser un couplage de Iidackseul coté. Généralement, les cceurs
DPP sont obtenus par des réactions en cascade lentieiso-propylsuccinate et deux
molécules de nitrile aromatiqU8standis que pour la préparation des DPP dissyquément
substitués la réaction se déroule en deux étapas distinctesSchéma 14Premierement
I'ester de pyrrolinoned7) a été isolé par une réaction entre le benzotidte@l’'éthyle et le
chloroacétate de méthyle en milieu basique, sulluee réaction avec un sel d’ammonium
puis d’une réaction avec un nitrile aromatique eéliremn fortement basique pour conduire a la

molécule38™.
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Schéma 14 :Synthése de la molécule intermédiaite
(INa,COs;, diméthoxyétane/acétone, acétate d’ammonium 33iiy@ajcool t-amylique, Na,

70% ;(iii) NMP, t-BuOK, 1-Bromo-2-(2-méthoxyéthoxygéta, 36% ; (iv) Pd(OAg) TOP,
DMF/EtN, 4-(tert-Butyldiméthylsilanyloxy)-3,5-diméthoxyréne, TBAF, 76%.

Comme pour tous les DPP non substitués sur lesestomzote38 est tres peu soluble dans
les solvants classiques. Afin d'induire une bonulakslité dans I'eau, nous avons introduit
comme précédemment des chaines oligoéthylenegbgootes atomes d'azote, obtenant le
produit 39 avec un rendement de 36 %. Ensuite nous avons wdfext couplage de Heck
avec le 44ert-butyldiméthylsilanyloxy)-3,5-diméthoxystyréne, guid'une déprotectionn
situ par le TBAF du groupement silylé pour donner laléoole 40 avec un bon rendement
(76 %). Le groupement réactif est ensuite introduitle groupement phénolique libre par une
réaction avec le bromoacétate de tertiobutyle diemmbasique $chéma 16 La liaison ester
est ensuite clivée en utilisant de I'acide triflo@cétique pour conduire a la fonction acide
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libre avec un excellent rendement (97 %). La mokdimiale42 peut ainsi étre couplée a une

amine primaire d’'une molécule cible. Par exemple ekut étre directement utilisée en

" .
R:O R:o

OH o) o)
_O ONG ; _0 O i _0 O
=z =z =z
[ [ [
[} [}
N 40 L § ~ ' 4

Schéma 15 :Synthése du dérivé fonctionnalée
(i) DMF, K>COs, bromoacétate de t-butyle, 30 % (ii) g, TFA, 97 %.

synthese peptidique sur phase solide.

[11.2.1. Synthese de systemes bio-conjuguablesyge tll

La fonctionnalisation est effectuée directementlswrceur rigide central qui ainsi reste lié a

deux systemes conjugués électrodonneurs, commeararfgure 67

Synthon Cceur rigide
périphérique fonctionnalisé

oo

Chromophore fonctionnalisé de type Il

Figure 67 : Schéma des parties constituant un chromophoreitonlisé de type Il.
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La synthése de ces composés débute comme pour fiegsdéécrits dans le précédent
chapitre par la préparation du dérivé DPP symétridjtbromeés (Schéma 16 La substitution
des atomes hydrogéne de ce cceur DPP se dérouleearsdeux étapes. Dans une premiére
étape on introduit un seul groupe n-octyle, pouewio le DPP monosubstitu€3. Ce long
groupement alkyle a été choisi car c’est celuigprimet la séparation des différents produits
(DPP non substitué et DPP disubstitué) le plusda@nt et avec le meilleur rendement.
L’introduction de chaines oligoéthyléneglycol n’asppermis de séparer les différents
produits sur une échelle préparatilz&autre atome d’hydrogene a ensuite été substitudepa
bromoacétate de t-butyle pour donner le synthonddlécomme décrit précédemmefit
Avec ce dernier nous avons effectué un bis-couptigéieck avec le 4-vinylanisole pour
obtenir le produiéd5 avec un tres bon rendement (87 %). Le fluorophimia £st obtenu en

déprotégeant la fonction acide par le TFA.

46: X=H

Schéma 16 Synthese du chromophot6 fonctionnalisé de type I
() NMP, t-BuOK, 1-bromooctane, 36%; (ii) NMP, t-BuQipmoacétate de t-butyle, 47 %;
(iif) Pd(OAc),, TOP, DMF/E$N, 4-vinylanisole, 86% DMF; (iv) C¥l,, TFA, 85 %.
L'absence de groupements solubilisant dans I'eaumegts génante que précédemment car
ces composés ont vocation a étre conjugués a desomalécules ou des nanosystémes

solubles dans I'eau.
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[11.3. PROPRIETES PHOTOPHYSIQUES

[11.3.1 Propriétés photophysiques a un photon

Les propriétés photophysiques des fluorophtitest 45 ont été étudiées par spectroscopie
UV-visible et de fluorescence. Les spectres d’alismrpet d’émission correspondants sont
présentés dans Kgure 69.

1 4

Int.Abs. Em. (a.u.)

400 500 600 700 800
A (nm)

Int.Abs. Em. (a.u.)

.
o...
"""""
LY .
.............

400 500 600 700 800
A (nm)

Figure 68 : Spectres d’absorption (noir) et d’émission (rougelr la moléculetl (pointill€)
et la moléculel5 (en trait plein) dans I'eau (en haut) et dans iehtbrométhane (en bas).
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Les fluorophores4l et 45 montrent une forte absorption aux alentours de B00 et
fluorescent dans I'orange (vers 600 n®uyr les spectres d’absorption et d’émission le gitod
45 présente un décalage bathochrome par rapportoguipd1 dont le systéme conjugué est
plus court. Les coefficients d’extinction et lesdements quantiques ont été déterminés dans
I'eau et le dichlorométhane. Les parametres photighgs sont résumés dansTkbleau 7

Le chromophore45 possede un rendement quantique et un coefficiendtiction plus
importants que ceux ddl, comme attendu pour une molécule symétrique avec un
groupement donneur supplémentaire. La molédfeet la molécule symétriqu8, qui
possédent la méme structure moléculaire et nereifféue par les substituants sur les azotes,
posseédent des propriétés photophysiques tres sisildEn conclusion l'introduction de la
fonction acide réactive utilisable pour la biocajgison n’affecte pas d'une maniere
significative les propriétés photophysiques papaapaux colorants parents, car elle n'est pas

en position conjuguée.

Chromophore Jabs(NmM) e (M'ecm™) Jem (NM) @ (%)
41 482 (501) 15000 (16000) 561(586) 34 (6)
45 500 (507) 30000 (12000) 582 (619) 68 (9)
28 503 (501) 35000 (20000) 580 (597) 70 (5)

Tableau 7 :Données photophysiques des comp88¢41 et45dans le dichlorométhane et
dans I'eau (entre parenthese).

[11.3.2 Propriétés photophysiques a deux photons

Les propriétés d’ADP des fluorophords et 45 ont été étudiées expérimentalement par la
méthode de fluorescence a deux photons décriteéégeéument. Les spectres d’ADP sont
illustrés dans ldigure 69.L’allure des spectres d’ADP de ces deux colorastssenilaire,
mais la section efficace d’ADP, maximale de la moléculé5 (~700 GM a 800 nm) est
environ deux fois celle de la molécuEl (~350 GM a 800 nm). La section efficace
d'absorption a deux photons du chromophtiseest du méme ordre de grandeur que celle

obtenue pour la molécule de référe@8¢780 GM a 800 nm).
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O T T T 1

700 750 800 850 900
A (nm)

Figure 69 : Spectre d’excitation a deux photons de la molédllgn bleu) et la molécukés
(en rouge) dans le dichlorométhane.

I11.4. MARQUAGE DE LA PROTEINE ACTIVATRICE DE
TRANSCRIPTION DU VIH-1 (TAT)

[11.4.1. Généralités

Trans-Activator of Transcription protein (TAT)

La protéineTAT sécrétée par les cellules infectées par le virilis ) joue un réle clé dans

I'induction de l'apoptose des lymphocytes T sailMAT est une petite protéine basique
modulaire de 86 & 106 résidus, d'environ 14-15 Ka Notre laboratoire étudie plus

particulierement la partie deAT , située entre les acides aminés 44 et 61. AlisT, (44-61)

a été préparé par synthese peptidique sur phade sol sein de notre laboratoifggure 70.

NH,

H2N HN=< HN

H2N

Figure 70 : Structure moléculaire de la protéiid\T (44-61).
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La Synthese Peptidique sur Phase Solide [7]

Le principe de la synthése sur phase solide estrd@ssance d'une chaine protéinique
(peptidique) sur un support polymérique solide i@s La £ étape esia fixation du
premier acide aminé (AA) sur le support solide. dlaction -NH terminale de I'AA ainsi que
les fonctions réactives du groupement R de I'AAt gwéalablement protégées. L& "2étape
consiste en la déprotection de la fonction ;Nétminale du premier AA fixé. Ensuite dans
une 3™ étape unaddition ou couplage du second (St AA protégé sur le premier (ou n-
1) AA fixé est effectuée. Le groupement -E0de I'AA additionné est activé pour faciliter la
réaction d'amidation. Dans une derniere étégmechaines latérales (fonctions réactives des
groupements R des AA introduits) de la protéinetts§tiséesont déprotégées et la protéine
est finalement libérée de son support solide. Laépre ainsi libérée est purifiée par
chromatographie liquide haute performance prépearatin des principaux avantages de cette
méthode est la facilité de I'élimination des réfacti'ayant pas réagi ainsi que des sous-
produits par simple filtration et lavage, sans @eal¢ la protéine en croissance. De plus un
exces de réactifs permet d’atteindre des rendenédaés en un temps de synthése optimum.
Le groupe protecteur de la fonction amine doit &éaalement déprotégé, mais doit étre
suffisamment stable pour résister aux conditionscaolgplage et des autres réactions. Les
groupements les plus employés sont le BQButOxyCarbonyl) et le FMOC (9-
FluorenylMethylOxyCarbonyle)Rigure 71

HOOC R

HN O
H
o} N COOH \K
T \( o
(¢} R

0

Figure 71 : Structures moléculaires des groupements protestg@ir rouge) : le BOC (a
gauche) et le FMOC (a droite).

[11.4.2. La bioconjugaison avec TAT

La bioconjugaison a éte effectuée directement au&E sur la partie N-terminale par

synthése peptidique sur phase solide. Un acideé&friia a été introduit sur I'extrémité N-
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terminale du peptide pour augmenter sa stabilitecdrgugué peptide-fluorophore a été clivé
par traitement au TFA. Il a ensuite été purifié pltLC et caractérisé par LC-MS. Nous
avons ainsi obtenu deux peptides marqués pardesopphoresi2 (42-FAla-TAT ) et46 (46-
PAla-TAT Figure 72.

HoN HzN
[0) 2
NH XNH
3 2 HN/&N|-I|-|2N HN o= M2
{ o I H&OOHOE\O o SHod Ho o (Ho
H H H
N N‘"NNNN\nNNNNNNNNN(vaNNN)‘OH
DL H HO-N HO SHO SHO \HO (HO \HO 0 HO
0 NH NH NH  NH
0 OH N H,N HNZ HNY HNX
O\ NH, NH, NH,  NH
42-BAla-TAT
NH2 NH2 NH2
HaN  HNX HNL HNS
NH NH NH NH
HO FHO (HO (HO 0 o)
N NN Né"N NN AN N N N~ OH
Ho/HO/HQ/ HO o \HOo
0
HN, H,N  HN 0
NH, NH * JENH NH,
HzN H,N
46-BAla-TAT

Figure 72 : Formule des peptides conjugu&spAla-TAT et464Ala-TAT .
[11.4.3. Propriétés photophysiques et imagerieslatdires

Les spectres d’absorption des deux peptides corgugoét trés similaires a ceux des
fluorophores non conjugués, ce qui indique queodiajugaison n’affecte pas les propriétés
d’absorptions des deux chromophores. En revanche Ipsuspectres d’émission, on peut
noter un fort décalage vers le bleu de 60 et 100poor 42pAla-TAT et 46fAla-TAT

respectivement. Par conséquent, les déplacementStakes des deux colorants sont

considérablement réduits lors de la bioconjuga{§agure 73.
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Figure 73 : Spectres d’absorption (noir) et d’émission (rougeyir42-#Ala-TAT (pointill€)
et la46-pAla-TAT (en trait plein) dans I'eau.

Des cultures de cellules HeLa ont été incubées ahexun des deux peptidgAT
bioconjugués. Puis ces cellules ont été imagéesnpeoscopie de fluorescence a deux
photons. Dans un premier temps les cellules oninétgbées a 37 °C avec une solution 10
UM de 46-pAla-TAT peptides conjugués pendant trois temps d’incubalitéérents, 15 min,
30 min et 1h,. Les images ont été relevées a 80@vam une puissance laser < 5 miWig(re
74). Nous avons remarqué que les fluorophores gretfeEEAT n’ont pas empéché le peptide
TAT de pénétrer dans les cellules et de se distriboies forme d’agrégats cytosoliques de
forme arrondie dés 15 min d’incubation. De plugieffage du chromophore n’a pas affecté
la localisation deTAT qui est généralement située dans des compartirpéntsucléaires et

dans des structures endocytaires périphériquesetlates HelLd®.
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Figure 74 :Imagerie a deux photons de cellules HeLa incubéagant 15 min (a), 30 min (b)
et 1h (c) dans une solution 10 pM4RFAla-TAT (ex. 800nm, Bser<SmW)

Dans un deuxieme temps, nous avons incubé ledesxlela pendant 1h a 37°C avec trois

concentrations différentes (0,5, 1 et ) de 42-pAla-TAT et ded46pAla-TAT. Méme a de

faibles concentrations (0/8V) nous avons pu obtenir des images bien contrsstée qui

montre I'efficacité de ces fluorophores a des &slioncentrationg-{gure 79.

Figure 75 :Imagerie a deux photons de cellules HeLa incupéeslant 1h dans des
solutions de 0,5 (a), 1 (b) et 10 uM42pAla-TAT (en haut) et dd6-pAla-TAT (en bas)
(ex. 800nm, Bser<5mW)
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Afin de vérifier I'efficacité de ces chromophore€mme a faible puissance du laser, nous
avons effectué des imageries a deux photons diedeseHelLa incubées pendant 1 h dans
une solution de UM de 42fAla-TAT et ded46pAla-TAT en excitant a 800 nm et en

utilisant une puissance laser moyenne inférieute @W. Les images obtenues sont trés
contrastées et sans bruit de forkdg@re 76. Il faut noter que de telles images avec les

protéines fluorescentes classiques nécessiteuiesances laser de 15 a 30 mW.

Figure 76 : Imagerie a deux photons de cellules HeLa incubéeasgignt 1h dans une solution
de 1 uM del2pAla-TAT (a) et ded6fAla-TAT (b) (ex. 800nm, |Rer<1l mW).

Des images en durée de vie de fluorescence (FLIM§ténprisesKigure 77). Pour42-pAla-
TAT, la durée de vie est constante dans tous les atimpats de la cellule (~1,5 ns), tandis
gue les agrégats colorés en vert a I'extériedad=llule ont une durée de vie un peu plus
courte (~1,1 ns) que celles observées au sein tplagme. Cependant en ce qui concerne
46-fAla-TAT , nous avons remarqué qu’il posséde une duréeedguvvarie entre 0,5 ns et

1,5 ns selon le milieu ou se trouve le peptide.
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b)

tm = 500 - 1500 [ps]

tm = 500 - 1500 [ps]

Figure 77 :Images des durées de vie moyennes de fluoresdeihéd) (des cellules HelLa en
intensités (a) et en couleurs (b) incubées a&gAla-TAT (en haut) ed6fAla-TAT (en
bas).

[11.5. CONCLUSION
L'imagerie par microscopie a deux photons a monwé t greffage des fluorophores
fonctionnalisés sur le peptiddT n’affecte pas la pénétration de ce dernier dansllale, et
gu’il pénetre probablement par endocytose. Cesnabyphores amino-réactifs se sont montrés
tres efficaces en absorption a deux photons. Lemmdements quantiques de fluorescence et
leurs sections efficaces d’absorption a deux pto&davées, nous ont permis de les utiliser a

faible concentration (0,8M) et de travailler avec une faible puissance léser mW).
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CHAPITRE IV : NOUVELLES SONDES MULTIMODALES POURMAGERIE CORRELATIVE

IV.1. INTRODUCTION

IV.1.3. L'imagerie corrélative

Le concept d' imagerie corrélative ou multimodaleaggaru ces dernieres années en partant
du constat que la combinaison des avantages deeynsisnodalités dans un seul systéme
d'imagerie pourrait mener a des images qui contiendes informations significativement
supérieures a celles produites par I'un des sysieméice a des méthodes de contraste
fondamentalement différentdsNous mentionnerons ici deux exemples d'imagerie
corrélative: la microscopie corrélative photonige¢tronique (notée CLEM en anglais pour
Correlative Light-Electron Microscopy) et l'imagereorrélative imagerie par résonance

magnétique (IRM) et microscopie de fluorescence.

La microscopie corrélative photonique/électronique

Cette technique trés récente est en plein dévetoppieet suscite un intérét croissant chez les
biologistes?. Elle repose sur I'observation d’un méme objet axdéchelles différented’ ;
dans notre cas a I'échelle cellulaire par la micopsee de fluorescence et a I'échelle

subcellulaire par la microscopie électronidftie

Pour tirer le meilleur parti de telles techniquésst indispensable que les agents de contraste
soient incorporés au sein du méme systéme, molézubal nanostructuré. Les sondes
bimodales utilisées doivent donc présenter siméatteant différentes propriétés, comme une
fluorescence détectable par microscopie optiquanetdensité élevée aux électrons induisant
un contraste en microscopie €électronique. Cepermlanbnstate que les agents de contrastes
bimodaux ne sont pas si nombreux. C’est pourquosravons travaillé dans ce domaine, et
nous présentons dans ce chapitre les résultatausbsur la synthése de nouvelles sondes
fluorescentes utilisables a la fois en microscopiephotonique et en microscopie

électronique.

L’imagerie corrélative IRM et microscopie de fluorescence

La combinaison de 'IRM avec la microscopie de fesmence constitue un concept attractif
pour la recherche préclinique, dont la finalité exsfait I'inverse de la précédente. En effet, en
partant d’'une imagerie au niveau cellulaire parrasicopie de fluorescence, il est possible
d’obtenir par IRM des informations au niveau dedane ou de I'animal entier. De plus

I'IRM permet aussi d’accéder a des informationstaméques et fonctionnelles, mais sa
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résolution spatiale reste faible. Au contrairemiaroscopie de fluorescence peut apporter des
informations cellulaires précises avec une hautsib#ité, mais la zone d’étude reste limitée
a quelques millimétre$”. Ainsi la combinaison de ces deux types d'imagetévrait
permettre d'observer le méme objet sous deux d=hetlifférentes : anatomique et

cellulairé®.

Les sondes destinées a ce type d'application doiétrg a la fois fluorescentes et
paramagnétiques. Dans la deuxieme partie de cetehaypus présentons la synthése de
différents fluorophores qui devraient étre égalenm&tectables en imagerie par résonance

magnétique, conduisant ainsi a une corrélationeelds images cellulaires obtenues par

microscopie de fluorescence et les images tisgslabtenues par IRM.

IV.1.1. La microscopie électronique

Le premier microscope électronique a été congparitdeux chercheurs allemands, Ruska et
Knoll vers le début des années 1940. La plupart datériaux peuvent maintenant étre
observés au moyen d’'un microscope électroniqueeguainsi utilisé dans les domaines les
plus variés allant de la chimie des matériaux,admicroélectronique jusqu’a la biologie en

passant par la médecine légale.

La résolution maximale qu'il est possible d'atteendwec un microscope optique dépend
principalement de la longueur d'onde de la lumigiksée et de l'ouverture numérique du
systéme optique. Ceci constitue un facteur limifaoir les microscopies optiques, et il est
généralement admis que l'ordre de grandeur deille t@inimale des objets imagés est
voisine de la longueur d'onde de la lumiéere utdis@de I'ordre du micrométre pour
I'infrarouge, jusqu’a 400 nm pour le visible). Palaffranchir de ce facteur limitant, il est
possible de remplacer la lumiere par un faisceéledirons accélérés qui possedent a la fois
des propriétés corpusculaires (énergie de l'ordezel’drdre de 50 keV) et ondulatoires
(longueur d’'onde associée de l'ordre de 0,025 m) existe plusieurs techniques de
microscopie électronique, citons par exemple : lerascopie électronique en transmission

(MET), la microscopie électronique a balayage (MEB).

Le microscope électronique a balayage

Dans un microscope électronique a balayage, letr@hes ne traversent pas I'échantillon mais

sont réfléchis et diffusés par la surface, ce guimet d’obtenir des images de cette surface
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(Figure 78. Lorsque le faisceau d'électrons interagit avebjét étudié, il génére des

électrons secondaires de basse énergie qui safleeEs vers un détecteur dédié qui amplifie
le signal. A chaque point d'impact correspond aimsisignal électrique. L'intensité de ce
signal électrique dépend a la fois de la naturd'@dantillon au point d'impact et de la
topographie de I'échantillon au point considéréteCméthode permet alors I'observation du
relief d'échantillons et apporte différents typasfdrmations sur la matiere dont est constitué

I'échantillon!.

&

& WD 7.8mm 3 Tum WD 8.0mm

Figure 78 : Diatomées centriquesbservées au microscope électronique a balayage

Le microscope a balayage ne permet pas d'obsergercdfiules vivantes. En effet,

I’échantillon doit toujours étre placé sous videles tissus ou les cellules doivent avoir subi
un traitement préalable : fixés et déshydratés.sDianplupart des cas ils sont ensuite
recouverts par un matériau conducteur comme umediuche de quelgues nanomeétres de
carbone ou de platine, afin d'évacuer les électppnss'accumuleraient dans la matiere et
provoqueraient des distorsions d'images. De noxveppareils commencent a apparaitre sur
le marché spécifiguement congus pour travaillecave vide faible comparé aux systémes
classiques pour lesquels un ultra vide est indispiele. Cela permet de limiter la durée de

préparation des échantillons et de travailler diemhumide.

Le microscope électronique en transmission

La microscopie électronique en transmission (MET)uest technique de microscopie ou un
faisceau d'électrons est « transmis » a travergamantillon trés mince. Elle utilise un
faisceau d’électrons émis par un canon a électeinaccélérés sous haute tension. Des

lentilles électromagnétiques sont utilisées poucaliser le faisceau d’électrons sur
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I’échantillon. Celui-ci traverse I'échantillon guibit par conséquent étre tres mince (épaisseur
de l'ordre de 100 nm). Les électrons transmis stams analysés par un détecteur, qui traduit
le signal en image contrastée. Cette techniquepdermante est la seule capable de révéler
les détails des organites intracellulaires ou $aldion peut atteindre 0,08 nanometre avec un
grossissement qui peut atteindre un million de (Bigure 79. Les échantillons doivent étre
préparés selon un protocole précis : des coupeafinéis de I'échantillon sont réalisées a
I'aide d’un ultramicrotome (de 60 a 100 nanomeétr&€ss coupes qui sont placées sous vide
dans I'appareil doivent étre préalablement déshgdra fixées puis colorées par imprégnation
avec des métaux lourds pour induire un contradte ées éléments intracellulairés

- . £ e

/]

5 pym

Figure 79 : Cellule HeLaobservée au microscope €lectronique en transmission

IV.1.2. Imagerie par résonance magnétique nucléa{fgM) !

Les techniques d’imagerie appliguées au domaineaakdint révolutionné le diagnostic d’'un
nombre de plus en plus important de pathologiesiabien humaines qu’animales. La
visualisation des organes, sans nécessiter de gbstegical invasif ou de rayonnement
ionisant, a constitué un progres considérable fdragnostic. Depuis les premiéres images
obtenues par IRM (Imagerie par Résonance Magnétigne 1973, son utilisation s’est
développée au point de devenir une technique iedsgble a la détection de pathologies

graves Figure 80
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Figure 80 : Appareil pour la réalisation d'IRM

L’'IRM est une technique de diagnostic médical puiss&t sans effets secondaires connus.
s’agit simplement d’observer la résonance magnétiquicléaire (RMN) des protons de I'eau,
c'est & dire la réponse des noyaux d’hydrogéHesoumis & un champ magnétique extérieur
et a une excitation électromagnétique. L'eau carstit environ 70 % des tissus vivants, et le
proton’H étant & la fois naturellement abondant (99.98%#4)és facilement détectable en
RMN, il est facile d'enregistrer son signal. L'ins@#@ du signal recueilli pour un élément de
volume dépend de la concentration de l'eau a b#ndionsidéré et des relaxations
longitudinales et transverses; (T,) des protons contenus dans les tissus imagés.dritbh
d’'une image tridimensionnelle de la répartitionl@au dans le corps d'un patient est ainsi
possible. Il est donc aisé d'observer des altératies tissus (telles que des tumeurs) grace
aux différences de densité et de relaxation deaul'ddalheureusement, la différence entre
tissus sains et altérés est souvent insuffisante pmvoquer une variation significative de
l'intensité du signal. C’est pourquoi des prodyitearmaceutiques susceptibles d’augmenter
le contraste entre les parties saines et maladetiseis ont été développés. Une facon trés
efficace d’'influencer le signal IRM est d'utilisdes agents de contraste (ACs) basés sur des
ions paramagnétiques. Ces ions créent un champétiqige local permanent qui favorise la
relaxation des protons des molécules d’eau et a@irsi le contraste. L'injection d’agents
de contraste paramagnétiques a donc pour but déaecdes vitesses de relaxation L8t

1/T, des protons des molécules d’eau, c'est-a-direadeourcir le temps pendant lequel les

spins de ces protons regagnent leur état initissapxcitation par I'onde de radiofréquence.
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Le contraste du signal observé par IRM est alorsnamge. Il faut noter que ce n'est pas
I'agent de contraste qui est visualisé en IRM niaé son influence sur la relaxation des
protons de I'eau situés a proximité. La capacitéatpmnts de contraste a accélérer ainsi les
vitesses de relaxation des protons de l'eau estundespar une grandeur appelée la

relaxativité.

Parmi les ions paramagnétiques utilisés, le gadiofirflanthanide) sous forme d’'un complexe
hydrophile représente la plus importante classeCd’A35 % des diagnostics cliniquelsgs
premiers ACs du gadolinium ont été introduits eB8.85d-DTPA et Gd-DOTArigure 81)

0,0
0C N N ez
LN,,;, ) Gd-DOTA Gd-DTPA
-/ €O COy
CO,
OH, OH,

Figure 81 : Structures moléculaires des agents de contrast®GdA et Gd-DTPA

IV.2. SYNTHESE DE SONDES MULTIMODALES

IV.2.1. Dérivés de DPP liés a une nanoparticule sale de fer biocompatible

Synthese de nanoparticules d’oxyde de fer biocompatibles fonctionnalisées

Les nanoparticules d’oxyde de fer présentent ugrétmajeur pour les nanotechnologies,
notamment pour leurs applications potentielles da@nslomaine médical. Elles peuvent étre
utilisées par exemple pole traitement par hyperthermie, comme agent derastet pour I'IRM

ou pour la microscopie électronique ou encore comewteur dirigé par un champ magnétique
(101 ||y a donc intérét certain & greffer sur cesapamticules des fluorophores afin de profiter des
avantages des deux propriétés.

Les nanoparticules d’oxyde de fer;Bg utilisées pour ce travail ont été synthétiséescpanie
douce en collaboration avééquipe de Jean-Luc Rehspringer de I'PCMS a $oagy. Elles

sont préparées en trois étapeg(re 82.
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A 4
v

Formation de Encapsulation des Formation d’'une
nanoparticules nanoparticules couche d’adhésion
magnétiques dans une matrice de silice pourlafonctionnalisation

Figure 82 : Les trois étapes de préparation des nanoparticdese0,

La preparation des particules de magnétiteOf-eepose sur la coprécipitation de chlorure

ferrique et de chlorure ferreux en milieu alcalius atmospheére inerte par la méthode dite de
Massart'"! (Figure 83.Un précipité noir est obtenu puis séparé parmtétian a l'aide d'un

aimant permanent et rincé plusieurs fois a I'éthano

Fe?*+ 2 Fé*+ 8 HO — 2 Felll) (OH),+ Fel) (OH), —— Fe Fel) ,0,+ 2H,0

Figure 83 : Synthese des nanoparticules de magnetif®Fear la methode de Massart.

Pour des applications médicalasvivo, ces nanoparticules magnétiques doivent étre érsob
d’'un matériau biologiqguement inerte afin d’améliokeur stabilité chimique, pour éviter leur
biodégradation et aussi pour éviter toute agrégatjoi engendrerait une perte de leurs
caractéristiques magnétiques. Ces nanoparticulgsdemc enrobées d’'une couche de silice
amorphe, matériau non magnétique et stable en umbielogique. Pour ce faire une
suspension de nanoparticules en milieu agueux ragéd avec du tétraéthylorthosilane
Si(OEt), dans I'éthanol en présence d’'une base faible cottamenoniaque. Ce traitement
permet de former une couche de silice portant despgments OH libres en surfdée
(Figure 84.
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(HO)SIO R
. 3 ' OSi(OH
‘ Si(OEt), N (OH); Condensation,
NH,OH .
7 (Ho)sio” OSi(OH),
OSi(OH),

Figure 84 : Encapsulation des particules dans une matrice liEesi

Pour que la surface des particules magnétiques @ Enrobées dans une matrice de silice

soit fonctionalisable, il est nécessaire dans wmper temps de la traiter pour former une

couche d’adhésion qui servira d’ancrage. Cette moutadhésion est obtenue a partir de 3
aminopropyltriméthoxysilane  M-(CH,)s-Si(OME); qui  permet lintroduction de

nombreuses fonctions amines a la surface des ylagicEnsuite on peut faire réagir les
fonctions amines avec différents groupements fonogls aminoréactifs comme des

isothiocyanate&®lou des acides carboxyliqudddure 85.

+

Figure 85: Formation de la couche d’adhésion a la surfaceuhasicules de magnétite
enrobées pour la fonctionnalisation

Des particules de magnétite encapsulées dans woheale silice sphérique et possédantes
des groupements amine primaire a leur surface iost été obtenues. Elles présentent une
épaisseur relativement homogene avec une tailleemm@y de l'ordre de 100 nm. Ces

nanoparticules sont maintenant prétes pour leagefti’'un fluorophore a leurs surfaces.

Greffage du chromophore 46 a la surface des nanoparticules fonctionnalisées

Afin d’ajouter la propriété de fluorescence a cesaparticules, le chromopho#s a été
greffé sur les groupements amines de la surfaceatesparticules. La fonction acide 4@a

été activée en présence de chlorure de thionyl€($@our former un chlorure d’acide qui
réagit facilement avec I'amine primaire grefféa&ulrface des nanoparticules en formant une
liaison amide. Nous obtenons ainsi un hybride dogeinorganique pour lequel plusieurs

moléculest6 sont greffées de maniere covalente a la surfackgma 1)7
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NP

SOCl,, DMF
Et;N, t,, 1h

Schéma 17 Greffage du chromopho#6 a la surface des nanoparticules

Caractérisations

L’'analyse thermogravimétrique (ATG) effectuée sur tesoparticules non grefféebIR)
montre, pour des températures inférieures a 200A€, perte de masse d’environ 7 % qui
correspond a une évaporation des solvants résiduessiite, entre 300 et 450°C, on note une
perte plus importante d’environ 20 %, correspondanita dégradation des groupements
organiques aminopropyle liés a la surface de ieesiPour les nanoparticules grefféd&sNP

la perte de masse due au séchage des nanoparéstlé&environ 10 % et celle due a la
dégradation de la partie organique (aminopropyluetophore) est de I'ordre de 45 %. La
différence de 25 % entre les valeurs obtenues lesuparticules greffées et non greffées est
due a la masse des fluorophores présents sur lapaditule Figure 89. Ces valeurs
correspondent & environ 0,3 mol/100g de nanop#&scvec fonctions amines libres et 0,035
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mol/100g de nanoparticules ayant des fluorophorefés, ce qui indique un taux de greffage
de I'ordre de 15 %.

(%) assel ap auad

0 ' 160 ' 26‘0 ' 360 ' mlm ' 500 ' 600
Température (°C)

Figure 86 : Analyse thermogravimétrique des particules avaatt(plein) et aprés (trait
pointillé) greffage des fluorophores.

La magnétisation de ces mémes nanoparticules maféégs avec un autre fluorophore
organique a été explorée par la technique de S@Buperconducting Quantum Interference
Device). Les résultats ont montré que méme apréfageedu chromophore les particules
restent ferromagnétiquefigure 87 ™. Les études avec nos fluorophores greffés sont en

cours.

I 1
2000 4000

Figure 87 : Aimantation a saturation des nanoparticules
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Des images MEB ont été réalisées phir et 46-NP afin d’étudier la forme et la taille des
nanoparticules obtenueElles montrent des tailles de particules d’environ 100. Nous
avons observé que les particules grefl@dNP, en suspension dans I'éthanol, ont tendance a

s’agréger Figure 88.

é'“"}SEI 1um WD 8.0mm

Figure 88: Images MEB des nanoparticules non greffées (a gawthies particules greffées
(a droite)

Notre laboratoire disposant depuis peu d’un miapscAFM couplé a un microscope en
fluorescence (ce qui correspond a une autre méddét microscopie corrélative...) nous
avons eu la possibilité d'imager ces nanoparticpfgsmicroscopie a force atomique AFM et

par fluorescence~{gure 89.

Figure 89 :Image en fluorescence (a gauche) et image AFM (&ejrdes nanoparticules
grefféesd6-NP
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Une suspension dans I'eau 4@&-NP a été préparée et les spectres d’absorption etisbéon
ont été mesurés-igure 90) Le spectre d’absorption montre un épaulement ¥@@snm et le
spectre d’émission montre une luminescence avemaximum d’intensité vers 580 nm, ce

qui correspond bien aux propriétés du fluorophane greffé.

1 4

o o o
IN o o)

Int.Abs. Em. (a.u.)
o
N

0 L] L] L]
350 450 550 650 750
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Figure 90 : Spectres d’absorption (bleu) et d’émission (routjehe suspension ds-NP
dans 'eau.

I\V.2.2. Dérivé d’un cluster de platine

Synthese

Cette partie est le fruit d'une collaboration emtogre laboratoire et celui du professeur Leoni
de l'université de Pise qui travaille sur les ahustde platine depuis plusieurs années. Nous
avons utilisé un cluster hexanucléaire du platiegpditite taille et présentant des propriétés
électroniques utiles pour les applications dansdemaine de nanoscience et de
nanoélectroniqué®. La présence de plusieurs atomes lourds dans gizerges localisée de
'espace, sa capacité a transférer les électfbhssa stabilit¢ chimique, sa richesse en
électrons ainsi que la facilité d'y greffer desaligls organiquek$® ont attiré notre attention.
Ceci nous a conduits a introduire ce cluster dansauveau type de fluorophore multimodal
pouvant combiner I'ADP et la microscopie électrardq Le précurseur [{B(CO)4(u-
PtBu,)4]Cl, (49) a été obtenu grace a la réaction entre le comg§Ré&}(CO),J(CFSOs),
(48) et le chlorure d’ammonium (NJ&I). Le produit48 a été obtenu en traitant le cluster
trinucléaire [P4(H)(CO)(u-PtBuy)3] (47) par l'acide triflique(CFRSOsH) sous un atmosphére
de CO*" (Schéma 18
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Schéma 18 Préparation du clusted9

Leoni a montré qu’on peut réaliser un couplage méatarbone au niveau des liaisons Pt-Cl et
un alcyne vrai par catalyse avec un sel de cuiycelb ressemble a un couplage de Stephens-
Castro, mais avec formation de liaisons Pt-C). Aimgus avons réalisé la réaction de
couplage entre49 avec le dérivé de triphénylamine a terminaisoryrétle 50 dans la
diéthylamine en présence d’'une quantité catalytideeCul, qui conduit a la formation du
nouveau chromophorgl. Le schéma de synthése est illustré danSclséma 19Par cette

méthode simple divers systemes conjugués a tersoimathynyle ont été greffés sur ce cceur
inorganique.

127



CHAPITRE IV : NOUVELLES SONDES MULTIMODALES POURMAGERIE CORRELATIVE

B T : oC B tB
u tBu u
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tBu co OQBU/ \tBu
tBu 49 50
Diéthylamine
Cul, t5, 24h
Y
tBu
tBu oC tBu tBu

tBu 51
Schéma 19 Synthése du chromophdsé

Caractérisations

Aprés avoir effectué les caractérisations physitoicjues classiques (RMRH, RMN-C et
SMHR), un spectre de RMRIP a été relevér{gure 91) Ce spectre montre la présence d’un
singulet d0 aux quatre atomes de phosphore, cepeadaconstate I'existence de signaux de
faible intensité (les satellites), qui proviennefin couplage dé'P avec les noyauX Pt

magnétiquement actifabondance naturel®3,832% et spin =1/2).

LI L R B B N B B L L
350 340 330 320

Figure 91 : Spectre RMN?P de la molécul&1 dans CDGY

128



CHAPITRE IV : NOUVELLES SONDES MULTIMODALES POURMAGERIE CORRELATIVE

Afin de mieux cerner les propriétés photophysiquiss ces composés, les spectres
d’absorption et d’émission ont été releves darisneethyl-THF pour 3 produits : le dérivé de
triphénylamine 50, le composé49-d comportant deux groupements phényléthynyles en
périphérie du cluster de platine qui nous a étémnioypar le professeur Leoni et le

chromophoré1 (Figure 92.

1 -

300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figure 92 : Spectres d’absorption (trait plein) et d’émissigointillé) de50 (en bleu)51 (en
noir) et du produi49-d (rouge) dans le 2-MeTHF a 298 K.

Le spectre d’absorption du fluorophdg correspond a la superposition de I'absorptionade |
partie purement organiqu (Aaps= 390 nm) et la partie cluster métalligd@-d (Aaps = 450
nm). Ceci indique une faible interaction électrar@ga I'état fondamental entre les deux
parties organiques, impliquant une faible déloatitm a travers le cluster de platine. Le
chromophore organique périphérig®® présente une forte fluorescence en solution a
température ambiante, avec un maximum d’émissiof6@ nm. La nouvelle sondgl
présente une fluorescence modérée a 510 gm 0,5 %), indiquant un fort quenching
probablement di a la partie inorganique. Cette daladfluorescence est par ailleurs décalée
vers le rouge de 50 nm par rapport a celle5@e Comme nous avons observé ce fort
déplacement uniquement au niveau du spectre d'@mjss:ous en déduisons qu’une
interaction électronique a lieu a I'état excitéralgue la conjugaison a I'état fondamental
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entre ces deux systémes est faible. Cette interaéliectronique non classique a travers le
cluster de platine est peut-étre semblable a ceibe en évidence par notre équipe avec un
dérivé analogue a coeur cyclodiboraz®heCes résultats sont & confirmer par la modélisatio

des orbitales moléculaires.

Les dérivés du platine étant connus pour présenter phosphorescence détectable, les
spectres d’absorption et d’émission de ces 3 ptoduit été relevés a 77ikigure 93) Le
composé organiqug0 ne présente pas de phosphorescence significtdivéis que les deux
produits organométalliques1 et 49-d présente une phosphorescence intéressante aux

alentours de 670 nm.

0,8

0,6

0,4

Abs. Em. Int. (a.u.)

0,2

0

300 800

Figure 93 : Spectres d’absorption (trait plein) et d’émissigoifitillé) de50 (en bleu)51 (en noir)
et du produit de Leoni (rouge) dans le 2-MeTHF 8 K9

Le coefficient d’extinction molaire et le rendemegaantique de fluorescence ont été

déterminés dans le dichlorométhane. Les résultagnob sont représenté dand ébleau 8

Chromophore Aaps(NM) & (Mtem™) Jem (NM) b (%)

51 382 41000 510 0,5

Tableau 8 :Données photophysiques du prodifitdans le dichlorométhane.
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Les propriétés d’absorption bi-photonique du fludbroe 51 ont été déterminées
expérimentalement par la méthode de fluorescemt=ua photons décrite précédemment. Le
spectre d’ADP est illustré dans Eigure 94 Nous avons obtenune section efficace
d’absorption a 2 photong maximale ~750 GM a 800 nm. Cette valeur est lebtiode celle
obtenue pour le précurseur organidil indiquant la présence de deux systemes quasiment

indépendants.

750 1

0 T T J
750 800 ;\‘(nm) 850 900

Figure 94 : Spectre d’excitation a deux photons de la moléslildans le dichlorométhane

IV.2.3. Dérivé de DPP contenant de I'or

Synthese

Une réaction possible entre la base conjuguée du D&P et des complexes d’or, décrite par
Langhals, Lorenet al.*% a attiré notre attention. Nous avons pensé I'etiligour introduire

un métal lourd sur le cceur DPP et obtenir ainssystéme actif en fluorescence et pouvant
induire du contraste en microscopie électroniquecgra I'atome lourd. Nous avons ainsi
greffé un complexe d'or sur le DPP diio@épréalablement déprotonné en présence d’'une
base forte pour former le dianion azoté. Ce derréagit avec P#AuUCI pour donner le
chromophore52 (Schéma 20qui peut servir de précurseur pour des couplagesielrs
(introduction de doubles ou triples liaisons via deuplages paladocatalysés). Nous n’avons

hélas pas eu le temps d’achever ce travail perdanése.
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PhsP
\Au

NaN(SiMes),, PhsPAUCI
DMF, t,, 15 min

Schéma 20 Synthése du chromophds&

Caractérisations photophysiques
Les spectres d’absorption UV-visible et d’émissi@angl le dichlorométhane et dans I'eau

pour la molécul®2 sont présentés dansHagure 95.

1 4

Int.Abs. Em. (a.u.)

0,2 1
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Int.Abs. Em. (a.u.)

450 550 % (nm) 650 750

Figure 95 : Spectres d’absorption (bleu) et d’émission (roug@)r la moléculé2 dans le
dichlorométhane (en haut) et dans I'eau (en bas)
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Nous avons remarqué que l'incorporation du comptEge entraine un effet batochrome sur
les spectres d’absorption par rapport a la molétilgui posséde des chaines OEG a la place
du complexe d’or. Un décalage vers le rouge det @ em dans les spectres d’absorption et
d’émission respectivement, a ainsi été observé.doemées photophysiques sont présentées
dans leTableau 9.Les résultats obtenus sont comparables & ceux abfesulLanghals,

Lorenzet al.sur des composés similairted.

Chromophore Aaps(NM) g (Mem™) Aem (NM) b (%)
52 540 (545) 17500 (7500) _ 583(577) 82 (2)
11 475 22000 536 79

Tableau 9 :Propriétés photophysiques des prod&iget 11 dans le dichlorométhane et dans
'eau (entre parenthéses).

Nous avons par ailleurs mesurés les sections efficade ce fluorophore dans le
dichlorométhane, dans une région comprise entree7800 nm. La référence utilisée a été la

rhodamine B. Les résultats obtenus sont préseatésldrigure 96.

80 -

0 r

740 790 % (nm) 840 890

Figure 96 : Spectre d’excitation a deux photons de la molééRldans le dichlorométhane.

Le chromophore 52 présente on maximum de 75 GM vers 750 nm. Cette valeur est
relativement faible mais ce n’est qu'une premiétapé, et nous allons nous attacher a
I'améliorer en augmentant la longueur du systéemgugmé par couplage de Heck ou de

Sonogashira par exemple.
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I\V.2.4. Dérivés de DPP liés a un cycléene

Le cyclene, nommé également 1,4,7,10-tétraazacydbmdme, est une molécule
hétérocyclique saturée contenant quatre atomestd’'@spacés par quatre groupes ,CHip-
(tétraazomacrocycle). Les quatre fonctions aminey@ilene sont secondaires et des réactions

d’alkylation sont donc possibles.

Dans notre étude nous avons utilisé un dérivé cawialedu cycléne comportant trois

groupements carboxylates protégés appeléerrbutyl-1,4,7,10-tétraazacyclododécane-
1,4,7-tri-acétate (DO3tBu, Chematec). Les fonctiaogles carboxyliques sont trés solubles
dans l'eau sous forme carboxylate et combinées dmwblets libres des atomes d’azote
présentent un fort pouvoir complexant vis a vis @deghanides (elle complete la sphére de
coordination de l'ion métallique). Les structuresayalene et de son dérivé comportant trois

fonctions acides protégés sont présentées dafiguee 97

>
— Hmﬂ

) C.. ]

NH HN
/ 0

Cyclen DO3tBu

Figure 97 : Structures moléculaire du cyclene (a gauche) dd@8tBu (a droite).

Le synthon de base pour coupler ce motif cyclena éaaur central DPP est la moléc8le
Le groupement hydroxyle porté pat (8 chapitre 1) réagit avec le chlorure de chlaétsle
en milieu basique pour conduir&a(Schéma 21§,
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O
CH,Cl,/EtsN
+ e A
31 CIJK/CI ~ OOC é ta, 2h

Schéma 21 Synthése de la molécl38

L'amine secondaire libre du cycléne permet la stigin d’'un fluorophore, la deuxieme
étape de synthése est une substitution nucléopkilg3 sur I'azote secondaire du déridé
DO3tBu. '8, Cette étape de synthése conduit & la formatioohdomophores4 contenant
deux DO3tBu protégéSchéma 22)La déprotection des fonctions esters des dérivés d

cyclene en milieu acide par de l'acide trifluord@mpée permet d’obtenir le prodibb.
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o)
< CH4CN, K,CO;

K,co 65 °C, 16h

2 54: X=1tBu
TFA
55: X=H
Schéma 22 Synthese de la moléclid
Le rendement de cette réaction a été faible, etsagvéir étudié les produits secondaires
obtenus, nous avons pu isoler le com@&&-igure 98) qui résulte de I'hydrolyse d’'une des

deux liaisons ester. Cette hydrolyse peut étrequoge par la présence de traces d’eau dans

le TFA utilisé, d’ou la nécessité de refaire la tiacavec un TFA bien anhydre.

Figure 98 : Structure moléculaire du produit secondabi@

Nous n’avons pas eu le temps en fin de thése dijalbgu’a la complexation du gadolinium

(1. Les dérivés déprotégéss et 56 peuvent réagir avec le trichlorure de gadoliniuf) (I
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hexahydraté, en solution aqueuse de,0@ pour conduire aux fluorophores désirés

comportant une partie fluorescente et une partianpagnétique.

IV.4. IMAGERIES CELLULAIRES

IV.4.1. Dérivé de DPP lié a une nanoparticule d’cky de Fer

Les nanoparticules grefféels-NP ont été testées en imagerie sur des cellules Hets.
cultures cellulaires ont été incubées pendant eneehavec une suspension de 0,1 mgaie
NP/mL dans le milieu de culture, puis observées emar@pie par excitation bi-photonique.
L’excitation est effectuée lax= 800 nm et avec une faible puissance laser déréaile 5mwW
(Figure 99)

Figure 99 :Imagerie a deux photons de cellules HeLa marquarg@:NP.

Nous avons remarqué une pénétration rapide darsyttplasme et pas de pénétration
nucléaire. Les nanoparticules s’accumulent dans/égisules cytoplasmiques et forment des
spots trés brillants. En collaboration avec Yanngdhwab de I'lGBMC a lllkirch, ces

cellules ont été fixées en les traitant par le aghittéhyde et du tétroxyde d’osmium. Les
boites de culture des cellules ont été découpédanesiles tres fines puis incluses dans une
résine époxy. Ces échantillons ont ensuite étéupdsoen tranches trés fines de l'ordre de
250 nm a l'aide d’un ultramicrotome, pour ensuiie &nagées par microscopie €lectronique
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en transmission. Plusieurs images ont été obte(Figure 10() sur lesquelles nous avons
discerner trés nettement les accumulations despaaticules dans deendosome, ce qui
prouve l'efficacité de ces noparticules en microscopie électronique. Ces nantioples
nousoni permis de passer de I'échelle cellulaire a I'éehsllibcellulaire. D’autre part, ¢
nanoparticules étant paramagnétiques, leurs ptépridagnétiques vont étre étudiées et
collabaation avec Bvan cer Sanden du Grenoble Institut de Neurosciences netsgitrs
de tester leur efficacité en microscopie par ekoitebi-photonique et en IRM sur le cortex

sourisin vivc.

Figure 100 :Imageriepar micros«copie €électronique en transmiss de cellules Hel
marquées par des nanoparticules fonctionnali46-NP.
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IV.4.2. Dérivé d’un cluster de platine

Des cellules HelLa ont été incubées dans une soldéoB.1¢ M du dérivé de cluster de
platine 51 et un suivi de la pénétration cellulaire en fomectdu temps a été effectué par
microscopie bi-photoniqué~igure 101)avec une excitation & 800 nm et une puissance lase
faible de I'ordre de 5 mW. Des les premiéres maawt’incubation le fluorophore commence
a pénétrer dans la cellule et s’accumule dans ésisules endosomales, il ne pénétre pas

dans le noyau méme apres 2 h d’incubation.

5 min 15min

120 min

Figure 101 :Suivi de l'internalisation ddéluorophore51 dans des cellules HelLa.pimnagerie
a deux photons.

Il faut noter que pour les images précédentessdkgions fraichement préparées Sleont
ete utilisées. En utilisant des vieilles solutiamse localisation cellulaire totalement différente
a été détecté@-igure 102) Le colorant ne s’accumule plus sous forme de uéesscdans le
cytoplasme mais marque d’autres organites cytoptpsae qui sont probablement les
réticulums endoplasmiques. Ce changement de latalis est probablement di a une

décomposition du fluorophore lors du stockage.
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Figure 102 :Imagerie a deux photons de cellules HeLa incubées dne vieille solution du
chromophores 1.

Les expériences en microscopie électronique en riige®n ne se sont pas averées
probantes, car aucun contraste n’a été détecta.d3elpeut étre di a ce que le chromophore

n'a pas résisté au traitement par I'oxyde d’osmaumnest un oxydant tres fort.

Cependant des images en MEB ont été réalisées, les @bservant avec inversion du LUT
(Look Up Table), on distingue tres nettement descuéss tres contrastées de méme taille
gu’en microscopie de fluorescen@eigure 103)ce qui peut étre di a I'accumulation du
cluster de platine lipophile dans les vésiculesliques ou/et a la décomposition du tétroxyde
d’osmium qui a été facilitée par les propriétésoredu cluster de platine, donnant un net
précipité. Des tests sont en cours en microscopie électroragbalayage en utilisant une

méthode de microanalyse X EDS pour détecter leinglapar son signal spectral

caractéristique de fluorescence X.
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TR
- P 1

“= N

10 ym

Figure 103 :Imagerie par microscopie électronique a balayageelules HeLa marquées
au51 Image normale (a gauche) et en inversant le LaJdirpite).

Des images en durée de vie de fluorescence (FLIM)étd relevéegFigure 104) Le
chromophorés1 présente une durée de vie qui varie entre 2 eh2 $elon I'environnement

du fluorophore.

&

[tm = 2000 - 2500 [ps]

Figure 104 :Images des durées de vie moyennes de fluoresdendé) des cellules HelLa
en intensités (a gauche) et en couleurs (a droit@)quées avesl.

IV.3.3. Dérivé de DPP contenant de I'or

Comme pour les fluorophores précédents, des cellidda ont été incubées pendant 1 h dans
une solution 5 uM du fluorophof®&2, puis ont été imagées par microscopie bi-photaniqu
Les images obtenues sont représentées dar{Eitare 105) La encore le fluorophorg2

pénéetre dans le cytoplasme mais ne rentre padelaonyau.




CHAPITRE IV : NOUVELLES SONDES MULTIMODALES POURMAGERIE CORRELATIVE

Figure 105 :Imagerie a deux photons de cellules HelLa incubges® pendant 1h.

Les tests en microscopie électronique seront ré&afikés tard pour déterminer I'efficacité de

ce chromophore dans ce type d’application.

IV.4. CONCLUSION

Nous avons élaboré de nouvelles sondes multimodades la microscopie corrélative
biphotonique/électronique et pour I'imagerie catigfe IRM. Les nanoparticules greffées ont
donné d’excellents résultats tantcellulo par microscopie par excitation biphotonique que
par microscopie €lectronique en transmission etabayhge. Par ailleurs un nouveau
chromophore a cceur cluster de platine entouré d¢ersgs conjugués a terminaison
triphénylamine a pu étre exploité en microscopie geitation bi-photonique. En MEB de
petites vésicules contrastées ont été détectéedesetests sont en cours en microscopie
électronique a balayage en utilisant une méthodanieoanalyse X pour confirmer ce
résultat. Une autre molécule dérivée de DPP eteoant deux atomes d’or a été synthétisée
et caractérisée. Des images a deux photons ddescHieLa incubées par cette molécule ont
été obtenues. Une tel fluorophore, dense aux élestrdevrait donner un bon contraste en
microscopie électronique en transmission. Les testd en cours et nous permettront de
répondre a une question fondamentale en microsampiélative : combien d’atomes lourds

sont-ils nécessaires pour induire un contrastéssunff en microscopie corrélative.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

CONCLUSIONS

Le travail présenté dans ce mémoire de thése cantargénierie moléculaire de nouveaux
fluorophores spécifiguement congus pour la micrpec@ar excitation biphotonique. Cette
thématique de recherche est multidisciplinaire gfiat elle n’est pas limitée a la synthése
organique mais est élargie pour inclure les caraetiions photophysiques a un et deux

photons des fluorophores synthétisés ainsi qus kgyplications biologiques.

Dans une premiére partie, nous avons mis au peinbdveaux fluorophores émettant dans le
rouge en utilisant un systeme dicéto-pyrrolo-pyrein tant que cceur rigide relié a des

systemes organiques électro-actifs par différeigss| conjugués. Nous avons utilisé des

chaines oligoéthyleneglycol pour préparer des cd#B solubles dans I'eau. Nous avons

ensuite caractérisé ces fluorophores qui préseatenfluorescence qui va du jaune orangé au
rouge, avec des rendements quantiques de fluomsedavés et des tres bonnes sections
efficaces d’absorption a deux photons. En compdhané des molécules que nous avons

synthétisée avec BF3, un fluorophore mis au point lors d’'une these @¢démnte au sein du

laboratoire, nous voyons que nos objectifs ont BiératteintsKigure 108.
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Figure 106: Structures des fluorophor@9 etBF3 (a), spectres d’absorption et d’émission
dans le dichlorométhane de ces deux composéslegtre d’excitation a deux photons dans
le dichlorométhane de ces deux composés (c) evgtabilité de ces deux composés en
conditions d'imagerie sur cellules HeLa (d).
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Par exemple le spectre d’émission de pro2aiest décalé vers le rouge de 150 nm comparé a
celui de la molécul®F3. La section efficace d’absorption & deux photendans la région
qui nous intéresse (a 800 nm) est 15 fois pluséélalans le cas &9 que pourBF3. En ce
qui concerne la photostabilit29 est au moins deux fois plus stable qué3kE8 en milieu

cellulaire.

Les molécules synthétisées ont ensuite été testéamiaroscopie par excitation a deux
photons sur des cultures de cellules. Nous avoesemiévidence une pénétration rapide des
différents fluorophores dans le cytoplasme (< 5.)réh pas de pénétration nucléaire. D’'autre
part, des faibles puissances laser de l'ordre du s&Mement ont pu étre utilisées pour
acqueérir les images, indiquant la tres bonne effi€ade ces nouvelles sondes. A I'aide d’'une
ingénierie moléculaire spécifique et en modifianhhture du groupement électro-donneur, la
nature et la longueur du systéme conjugué, noussaebtenu une librairie de nouvelles
sondes fluorescentes photostables émettant darend/e-rouge et présentant une bonne

solubilité dans I'eau.

Dans une seconde partie de notre travail, noussaggnthétisé des fluorophores amino-
réactifs en modifiant les fluorophores précédeNtsis avons introduit une fonction acide en
différentes positions. Deux chromophores ont étéhatisé et caractérisés, les valeurs élevées
de leurs rendements quantiques de fluorescence diass que leurs section efficace
d’absorption a deux photons,] nous ont encouragé a les utiliser pour réalisee u
bioconjugaison avec la protéine TAT (Trans-Activatol Branscription) étudiée au
laboratoire. L'imagerie par microscopie biphotonicmuetté effectuée avec succes sur des
cellules HeLa sans que les chromophores greffésfimotdle comportement de la protéine

dans la cellule.

Dans une troisieme partie, nous avons élaboré deelles sondes multimodales pour la
microscopie corrélative  biphotonique/électroniquet @our l'imagerie corrélative
IRM/microscopie de fluorescence. Plusieurs typesatales multimodales ont été préparés et
caractérisés. Le premier type est basé directenmeries travaux précédents portant sur les
fluorophores a cceur DPP fonctionnalisés. Ces dwroiat été greffés sur des nanoparticules
d’oxyde de fer enrobées d’'une couche de siliceteCtatégie a donné d’excellents résultats
et ces nanoparticules ont pu étre étudiéescellulo par microscopie par excitation
biphotonique puis par microscopie électroniquerangmission et a balayage. Une deuxieme
stratégie a aussi été envisagée qui repose surotunction d’atomes lourds au sein du

fluorophore. Ainsi nous avons préparé un nouvepa tle fluorophore comportant un cluster
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de platine dans le cceur, lié aux deux extrémitase triphénylamine par un systéme

conjugué.La molécule préparée a été caractérisée et préspatduorescence qui a pu étre

exploitée en microscopie par excitation bi-photaeiqles expériences en microscopie
électronique a balayage sont en cours et un coati@portant a été mis en évidence apres
coloration a I'osmium. Des tests sont en cours érascopie électronique a balayage en
utilisant une méthode de microanalyse X pour détdetplatine. Une autre molécule dérivée
du DPP et contenant deux atomes d'or a été sys#ieetet caractérisée. Des images en
microscopie a deux photons sur des cellules HelLabiées par cette molécule ont été

obtenue. Une telle molécule, denses aux électdmvsait donner un contraste en microscopie
électronique en transmission et les tests sontoensc Finalement un autre dérivé de DPP
fluorescent lié a deux cyclenes a été synthétis&yckEne permet en effet de complexer des
cations lanthanides, pour aboutir & des chromoghmiggnétiquement actifs et utilisables en
IRM.

En conclusion nos travaux ont permis la mise autpwume librairie de nouvelles sondes
(aussi bien systémiques que bio-conjugables) fifasaees en microscopie biphotonique et
émettant entre le rouge et le proche infra-rougertdihes de ces sondent présentent une
propriété supplémentaire qui permet leur détegtimmune autre technique que la microscopie
de fluorescence, par exemple la microscopie cdivélaptique-électronique avec des sondes
greffées sur des nanoparticules d’oxyde de feremusndes basées sur un cluster de platine.
D’autre part, les nanoparticules utilisées étantampagnétiques devraient aussi étre
détectables par imagerie par résonance magnétigmeluisant a une corrélation entre les
images microscopiques obtenues par microscopiesdtriages au niveau tissulaire obtenues

par imagerie par résonance magnétique.
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PERSPECTIVES

Pour la premiére partie, les travaux futurs coesistt a effectuer des tests sur I'animal
(embryons de poissons zebres, de xénopes, sopus, a améliorer la solubilité des
chromophores dans I'eau en utilisant des chaines @IES&Iongues pour les greffer sur le
coeur DPP ou bien de greffer des chaines supplémentr les systémes périphériques. Il
serait intéressant aussi d’améliorer les proprighé&gophysiques des dérivés de la pyridine en
effectuant des modifications comme en la transfotnesn pyridine-N-oxide qui est connue
pour son pouvoir électro-donneur et électro-acegpselon la molécule dans laquelle il est
introduit. Il est aussi important de d’essayer gegveaux groupements électro-actifs tels que

les groupements nitrile, nitro, sulfonyle...

En ce qui concerne les chromophores amino-réadtifselia intéressant d'utiliser des
groupements fonctionnels plus actifs que la fomctiacide carboxylique, comme le
groupement isothiocyanate qui réagit facilementcales amines primaires. De plus, une
utilisation d'un groupement électro-donneur plust fque le methoxy, pourrait décaler
I’émission plus vers le rouge afin de diminuer $alption et la dispersion de la lumiére émise

par les tissus biologiques.

Pour le dérivé a coeur cluster de platine, malgwe certaine lipophilie, les tests biologiques
se sont révélés extrémement prometteurs. Les testdestelles molécules ont été possibles
grace a la proximité immédiate de biologistes etduériel nécessaire. Il reste néanmoins a

le modifier pour le rendre aquo-soluble et biocgajoie.

Pour le dérivé DPP2 contenant de I'or il serait intéressant d’augmemdelongueur du
systéme conjugué, par couplage de Heck ou de Sshioggar exemple, afin d’améliorer ses
propriétés photophysiques a 1 et a 2 photons. t&#s en microscopie électronique seront
nécessaires pour vérifier son efficacité comme sandltimodale, qui était notre objectif de

départ.

Finalement en ce qui concerne le dérivé de DPRdhaent lié & deux cyclénes qui a été
synthétisé, la prochaine étape serait d’acheveoraplexation du gadolinium IIl, pour aboutir
a un chromophore paramagnétique pouvant peutittis® a la foi en IRM et en microscopie
par excitation bi-photonique. Dans le méme ordidé#, les nanoparticules fluorescentes
doivent étre prochainement étudiées en microsgogieexcitation bi-photonique et en IRM
sur la souris en collaboration avec I'équipe devBn der Sanden du Grenoble Institut

de Neurosciences.
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GENERALITES : APPAREILS ET SERVICES

Solvants et réactifs

Les réactifs utilisés pour les synthéses ont éténtamdés chez Sigma-Aldrich ou Acros
Organics. Tous les solvants anhydres ont été obt@am distillation sous argon sur un
desséchant approprié (le THF sur sodium/benzophéeblzetriéthylamine BN sur KOH).

Les autres solvants anhydres ont été commandésSetpem-Aldrich (DMF, éthanol absolu,
méthanol absolu, toluéne, benzeéne, acétonitrileSDM Pour la synthése en phase solide, les
acides aminés protégés Fmoc (9-fluorénylméthoxyoailie) ont été fournis par NeoMPS
(Strasbourg, France) et la résine par Novabiochearnistadt, Allemagne). Le dérivé de
cyclene DO3tBu a été fournis par ChemaTech. Touprlasduits et réactifs commerciaux ont

été utilisés sans traitement préalable.

Supports chromatographiques

Les chromatographies sur colonne ont été effectagegel de silice 60 (230-400 mesh,
0,040-0,063 mm) Merck. Les chromatographies sur lmunince ont été effectuées sur

plaque d’aluminium recouverte de gel de silice @64Merck.
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de RMN du prototH] et du carbone-13'C) de tous les produits ont été
enregistrés sur un spectrométre Bruker Advance(400 MHz) ou 500 MHz au sein de la
faculté de pharmacie. Les déplacements chimiqdgsofit été indiqués en ppm par rapport a
la référence interne des spectres qui correspomicadu solvant non deutéré (gL, : 5,23
ppm ; THF : 1,7 et 3,55 ppm ; MeOH : 3,38 ppm ; DMS2)49 ppm et CDGI: 7,27 ppm en
'H-RMN et 77,0 ppm ef®C-RMN). Les constantes de couplabsont exprimées en Hertz.
Les abréviations s, d, t, g, m, dd, tv (...) corresjgmt respectivement a singulet, doublet,

triplet, quadruplet, multiplet, doublet dédoubkiplet virtuel...

Spectrométrie de masse

Les spectres de masse FAB ont été enregistrés pastinment ZA-HF avec une matrice
d’alcool 4-nitrobenzyl, et les spectres ESI ontatéenus sur un appareil Bruker HTC ultra
(ESI-IT).

Les spectres de masse (LCMS) ont été réalisés en Bledospray sur un spectrometre

Agilent 1200SL. La colonne utilisée est un HypersbldGC18 de 1.9 um de taille de
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particules et de 1x30 mm de dimension. Les tempgtéation sont donnés en minutes et les
produits ont été passés selon un gradient (MeCN0& dans kD + 0.1% d’'HCGQH).

Mesures spectroscopiques

Mesures spectroscopiques a 1 photon

Tous les spectres d’absorption UV-visible ont étéunés sur un spectrophotomeétre a double
faisceau Cary 400 dans des cuvettes en quartz>d®.4 cm. Le solvant pur a été utilisé
comme référence. Les valeurs des coefficients dietitin molaires ont été obtenues en
faisant le moyen d’au moins cinq mesures indépenalaec des absorbance dans la gamme
0,1-1.

Les spectres d’émission et d’excitation ont été méssgur un spetrofluorométre Fluorolog
(Jobin-Yvon) dans des cuvettes en quartz de 5>®. avec des solutions diluées (Abs. <
0,15).

Les rendements quantiques de fluorescence ont &@résepar la méthodediquée dans le
paragraphe 11.3.1 en utilisant la rhodamine B dans le méthaswhme référence. La longueur
d’onde d’excitation a été choisie d’'une facon @ge le produit et la référence aient la méme

valeur d'absorbance (< 0,1) a la longueur d’ondendsure.

Mesures spectroscopiques a 2 photons

Les spectres d’excitation a deux photons ont éténuist par la méthodediquée dans le
paragraphe 1.1.3. Le laser utilisé a été un laser Ti:Saphie& longueurs d’'onde comprises
entre 740-900 nm. La fluorescence, collectée a &08té focalisée dans une fibre optique
reliée a un spectromeétre. La calibration des spearété effectuée en prenant le spectre

d’ADP de la rhodamine B comme référence.

Microscopie

Imagerie confocale

Le microscope utilisé est un microscope confocahlaymge laser commercial Leica SPE II.
Ce systéeme est équipé par un laser qui généereedoagueurs d’'onde d’excitation 405, 488,
561 et 635 nm. La focalisation du laser et la ctibecde signal sont effectués a I'aide d'un
objectif optique a immersion dankuile HXC PL APO 63x/1.40 OIL CS. Pour exciter nos
chromophores, une excitation a 488 nm a été wilis@ puissance laser a été ajustée d’'une

facon gu’elle excite suffisamment le chromophoreéeitant la saturation de I'image.
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Imagerie a deux photon

Ces imageries ont été effectuées par un microsaageux photons construit au laboratoire.
Ce systeme est basé sur un microscope a statifsinv@lympus IX70 avec un objectif a
immersion dans I'eau Olympus 60x1.2NA. L’excitati@andeux photons est induite par un
laser pulsé femtoseconde (Tsunami, Spectra Phyk&g$luorescence a été détectées par une
photodiode a avalanche (APD SPCM-AQR-14-FC, PeBtiner). Le temps typique
d’acquisition d’'une image a été de 20 ms avecpuigsance moyenne de laser indérieure a 5
mW au niveau de I'échantillon & 800 nm. (Voir paegde 1.3.3.)

Imagerie de microscopie par durée de vie de fluorescence (Fluorescence

Lifetime Imaging microscopy FLIM)

La durée de vie de fluorescence est définie commeergs moyen pendant lequel le
fluorophore reste a I'état excité avant de revanson état fondamental. Cette durée, qui est
indépendante de la concentration, peut étre medifiis de l'interaction de la molécule avec
son environnement proche (viscosité, pH, interacéeec un ion, transfert résonant d’énergie

vers une molécule acceptrice FRET ...).

Le FLIM est une technique de microscopie permettatodiérir une image dont le contraste
est donné par la durée de vie du fluorophore. Uperoghe élégante qui permet de
s’affranchir de ces difficultés expérimentales désidans [I'utilisation d’un module de
comptage de photon unique corrélé en temps (Timee@aded Single Photon Counting
TCSPC).

Expérimentalement I'acquisition du déclin de fluaesce requiert une source pulsée dont la
largeur temporelle des impulsions est trés inféeed la durée de vie de fluorescence du
chromophore. Le module de comptage de photon uriqtrélé en temps (Time Correlated
Single Photon Counting TCSPC) est utilisé dans Eemce est synchronisé sur le laser
pulsé qui délivre une impulsion (~<1bs) toute les 12,5 ns (taux de répétition 80 MHLE).
module de comptage fonctionne en mode start-stoqerse : larrivée d’'un photon
fluorescence sur le détecteur déclenche le « chmetre » de la carte qui s'arréte des l'arrivée
de I'impulsion laser suivante. De cette maniéreaenumulant un trés grand nombre de
photons (~5000) il est possible de reconstruireldelin de fluorescence en un point de

I’échantillon.

Les mesures ont été réalisées sur un microscopesé@ympus 1X70 utilisant un objectif &

eau d’ouverture numérique 1,2. Le laser d’excitatest un laser titane-saphir (Tsunami
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Spectra-Physics) qui délivre des impulsions d’'uneéd de 100 fs & une cadence de 80 MHz.
La longueur d’onde d’excitation utilisée (800 nm).sLienages sont obtenues en balayant
I'échantillon avec le faisceau laser a l'aide derains galvanométrigues (Model6210,
Cambridge technology). La fluorescence collectéasep par le méme trajet optiqgue (mode
déscanné) puis est couplée dans une fibre optigereveyée vers une photodiode a avalanche
(SPCM-AQR-14-FC, Perkin Elmer). Cette derniére dantsolution temporelle est de 0,6 ns
est connectée a la carte de comptage pilotée phgigiel commercial (SPC830, Becker &
Hickl, Allemagne). En fonction des niveaux de fllswence de I'échantillon, les images de
durée de vie ont été obtenues en balayant de fagjgmue I'échantillon typiquement pendant
30 s. Les données brutes on été analysées a l'aidelabiciel commercial utilisant une
méthode de déconvolution itérative afin de déteemia durée de vie du marqueur en un
point (SPCIimage V2.8, Becker & Hickl, Allemagne).

Microscopie a force atomique (AFM)

Les images simultanées de microscopie AFM et deasiopie TIRF ont été acquises par un
instrument développé au laboratoire. Cet instrumestt basé sur la combinaison d’un
microscope AFM commercial composé d’une téte stalmhe SNEMA ainsi que d’une
électronique d’acquisition NTEGRA (NT mDT compagny, 9dou). Le microscope TIRF
est constitué d'un bati Olympus de microscope is&eX71 ainsi qu’'un objectif 100X a
immersion d’huile. La détection en champ large sedece a caméra CCD Andor Ixon
(TILL Photonics). Un laser Spectra (Spectra Tokyo Jaganongueur d’onde 488nm de 50
mW permet I'excitation de I'’échantillon. Les échdatis sont déposés sous forme de goutte
sur une lamelle d’épaisseur 0,17mm. Aprés un tedipsubation de 20 min la goutte est
remplacée par un volume de 50ul de buffer. Leg@aaAFM sont acquises en phase liquide
en utilisant des cantilevers de constante de rai@ddBN/m en mode Tapping (résonance

entre 20 et 40 kHz). La résolution est de 512x5Et ane vitesse de balayage de 1Hz.
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SYNTHESES

Di-isopropyl succinate (5):

0]
so
0]

Y
Dans un ballon bicol de 250 mL, ont été introdattaduit 30 mL d’isopropanol (0,4 mol ;
2,6 €q), avec 40 mL de dimethylaniline et 50 mLtlige. Le mélange réactionnel a été porté a
reflux pendant quelques minutes puis 17 mL de drciné de succinyle (0,15 mol ; 1 éq) ont
été ajoutés. Le chauffage a été stoppé aprés addifoquelques gouttes puis, une fois
I'addition de dichlorure de succinyle terminée I€élamge réactionnel a été porté a 45 °c
pendant 1h. Le mélange réactionnel a été refrotdingpérature ambiante, puis 50 mL d’eau
ont été ajoutés et la phase organique a été sépidi@dete a I'eau puis séchée sur MgSe
solvant a été évaporé sous pression réduite, pyssoduit a été purifié par distillation sous

vide pour donner une huile brune (22g; Rdt. = 75 %)
'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): 4,95-4,92 (m, 2H) ; 2,5 (s, 4H) ; 1,2 (d, 12H)

1-bromo-2-(2-(2-méthoxyéthoxy)-éthoxy)-éthane :

NSO B

Dans un ballon bicol, sous argon, de I'éther (20Q) net du tris-(éthyléneglycol)
monoethylether, ont été introduits. Le mélangeéréfroidi a 0°C, a cette solution sont
ajoutés lentement 12 mL de BB®1L25 mmol, 0,5 é€q) puis le mélange réactionnekaaéité
pendant 15 min a 0°C. Du méthanol (15 mL) a ététéjpuis le mélange a été agité pendant
30 min a température ambiante. Le mélange a été darss 50 mL d’eau, la phase organique
a été lavée par une solution de 5% de bicarbor@atodium puis par une solution de NacCl.
Les trois phases aqueuses ont été mélangées pragesxt I'acétate d’éthyle. Les phases
organiques ont été mélangées et séchées sur Mgd®© le solvant a été évaporé sous
pression réduite pour donner une huile blanchafrg,(Rdt. = 30 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 3,78 (t, J = 6,5 Hz, 2H) ; 3,67-3,62 (m, 6H)
3,53 (m, 2H) ; 3,43 (t, J = 6,3 Hz, 2H) ; 3,363H).
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1,4-Dicéto-3,6-bis-(4-bromophény)-pyrrolo-[3.4-clpyrrole (6):

Dans un ballon bicol de 250 mL, sont introduit 2& dialcool tert-amylique (0,219 mol),
1,19 de Na et 0,05 g de Fgdle mélange réactionnel est porté a 90 °C per@lanjusqu’a
gue la totalité de sodium soit dissoute. Le mélaage ensuite refroidit a 50 °C, le 4-
Bromobenzonitrile (24 mol ; 2,5 éq) a été ajouté mdédange réactionnel a été porté a 90 °C.
Une solution de I'ester di-isopropylique de I'acigieccinique (9,6 mol ; 1 éq) dans 10 mL
d’alcool tert-amylique est ajouté trés lentement pendant 1h. élamge est ensuite agité a
90°C. Aprés 24h 10 mL d’acide acétique ont ététamet le mélange a été chauffe a 120 °C
pendant 1h. Le précipité rouge formé a été isoléfifteation puis lavé plusieurs fois par de
I'eau et du méthanol, pour donner une solide rdoge 3,50 g ; Rdt. = 80 %).
1,4-dicéto-3,6-bis-(4-iodophényl)-pyrrolo-[3.4-c]-prrole (7):

Le mode opératoire est identique a celui décrit phwan utilisant25 mL d’alcool tert-
amylique (0,22 mol, 22 éq), 1,4 g de sodium (0,a8 m éq), 0,05 g de Fefl7 g de 4-
lodobenzonitrile (0,03 mol ; 2,5 éq) et I'estersdipropyle de I'acide succinique (2,4 g ; 0,01
mol ; 1 éq). Le produit désiré est obtenu sous fadinae poudre rouge m = 3,7 g (60 % de

rendement).

1.4-dicéto-3,6-bis-(4-méthoxyphényl)-pyrrolo-[3.4Jepyrrole (8):

(@)

@)

N
H
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Le mode opératoire est identique a celui décrit ppun utilisant24 mL d’alcool tert-
amylique (25 mL; 0,22 mol), 1,1 g de sodium, 0,08egreCd, du 4Methoxybenzonitril¢3,2
g; 24 mol ; 2,5 éq) et I'ester diisopropyle decite succinique (1,9 g; 9,6 mol ; 1 éq). Le

produit désiré est obtenu sous forme d’une pourlige m = 2,0 g (60 % de rendement).

1,4-dicéto-3,6-bis-(4-pyridyl)-pyrrolo-[3,4-c]-pyrrole (9):

Le mode opératoire est identique a celui décrit ppun utilisant24 mL d’alcool tert-
amylique (25 mL ; 0,22 mol), 1,1g de sodium, 0,08egFeCl, de la 4eyanopyriding2,5 g ;
24 mol ; 2,5 éq) et I'ester diisopropyle de l'acideccinique (1,9 g; 9,6 mol; 1 éq). Le
produit désiré a été obtenu sous forme d’'une powmlrge m = 3,5 g (63 % de rendement).

3,6-bis(4-bromophenyl)-2,5-bis(2-(2-methoxyethoxyiley)pyrrolo[3,4-c] pyrrole-
1,4(2H,5H)-dione (10) :

Y, /
()

N™ o

Na
2

Dans un ballon tricol de 100 mL, on introduit 25 & NMP et 500 mg dé (1,12 mmol ; 1
€q.). Dutert-butoxydede potassium (300 mg, 2,67 mmol ; 2,4 éq.), s¢oités puis le
mélange réactionnel est chauffé a 60 °C puis 85@entrbromo-2-(2-méthoxyéthoxy)éthane
(4,65 mmol, 4,1 éqg) sont ajoutés goutte a gouttemBtange réactionnel a été agité pendant
24h sous argon. Il est ensuite versé dans 50 ntbldene puis lavé plusieurs fois a I'eau. La
phase organique est séchée sur MgB@s le solvant est évaporé sous pression rédiate.

produit a été purifié par chromatographie sur coto(silice, dichlorométhane/MeOH 98/2 en

vol.) pour obtenir le produitO sous forme d’'une poudre orange (m = 250 mg ; R86 %).
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'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): ppm = 7,89 (d, J = 8,5 Hz, 4H), 7,67 (d, J = 8,6Hz
4H), 3,89 (t, J = 5,4Hz, 4H), 3.73(t, J = 5,5Hz) 48152 (m, 4H), 3,43 (m, 4H), 3,31 (s, 6H).

13C RMN (400 MHz, CDCl;, 25 °C): d ppm = 162,45; 147,86; 131,77; 130,59; 126,43;
125,587; 109,43; 71,47; 70,18; 68,56; 58,72; 42,01.

SMHR: m/z 648,04696 (calculé poupdEizoBroN,Os m/z 648,04706).

(11)

/
el
N

2

Le mode opératoire est identique a celui décrit gowen utilisant7 (600 mg, 1,1 mmol, 1
€q), dutert-butoxydede potassium (300 mg, 2,7 mmol, 2,4 éq), NMP (25 et du 1-
bromo-2-(2-methoxyethoxy)ethane (850 mg, 4,6 mmdg?, €q). Le produit désiré a été
obtenu sous forme d’une poudre orange m = 1602@§4 de rendement).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): Sppm = 7,82 (d, J = 8,5Hz; 4H), 7,72 (d, J = 8,5 Hz
4H), 3,86 (t, J = 5,4 Hz, 4H), 3,69 (t, J = 5,4MK), 3,49 (m, 4H), 3,40 (m, 4H), 3,29 (s,
6H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm = 161,91; 147,47; 137,22 ; 129,97; 126,47;
108,95 ; 97,39 ; 70,95 ; 69,66 ; 68,04 ; 58,22441,

SMHR: m/z 744,02055 (calculé poupdEizol,N,Os m/z 744,01932).
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(12)

/o/N
/)<

d
3

<~
/ 0]
0]

Le mode opératoire est identique a celui décrit d@uen utilisant8 (1,4 g, 4 mmol, 1 éq),
du tert-butoxydede potassium (1,12 mg, 10 mmol, 2.5 éq), du NMPn(&k) et du 1-bromo-
2-(2-méthoxyéthoxy-2-éthoxy)éthane (2,28 g, 10 mn2ob éq). Le produit désiré a été
obtenu sous forme d’'une poudre orange m = 2501@§4 de rendement).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 8,00 (d, J= 9 Hz, 4H); 7,01 (d, J= 9Hz, 4H)
3,93 (t, J=5,6 Hz, 4H); 3,85 (s, 6 H); 3,75 (t, BBz, 4H); 3,57-3,55 (m, 12H); 3,48-3,46
(m, 4H); 3,32 (6H, s).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): & ppm =163,18; 161,85; 148,28; 131,28; 120,54;
114,27, 108,69; 71,93; 70,64, 70,56; 70,53; 6858599, 55,43; 42,21.

SMHR: m/z 663,28937(calculé pourElasN,01N m/z 663,28998)

(13)
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Le mode opératoire est identique a celui décrit dduen utilisant9 (1,4 g, 4 mmol, 1 éq),
tert-butoxydede potassium (240 mg, 2,15 mmol, 2,5 éq), du NRB’niL) et dul-bromo-2-
(2-méthoxyéthoxy-2-éthoxy)éthane (490 mg, 2,15 mn2gb €q). Le produit désiré a été

obtenu sous forme d’une poudre orange m = 60 2§ e rendement).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 8,8 (4H, J= 6,2 Hz, d); 7,92 (4H, J= 6,2 Hz,
d); 3,89 (4H, J= 5,2 Hz, t); 3,73 (4H, J= 5,2 H}, 3,56-3,54 (m, 12H); 3,49-3,46 (M, 4H);
3,32 (6H, s).

13C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm =162,42; 150,67; 147,62; 135,32; 123,08;
111,18; 72,10; 70,18; 70,70; 68,98; 59,21; 42,77.

SMHR: m/z 583,27695 (calculé pougdEizoN4sOs m/z 583,27678).

(16)
O3

°ﬁ
/ (@)
A \

9

2

Sous argon10 (100 mg, 0,154 mmol, 1 éq.), de I'acide 4-méthdgmylboronique (70 mg,
0,462 mmol, 3 éq.), une solution deGO; 1M (3 mL, 2,8 mmol, 18 éq.) et 50 mL de toluéne

ont été introduit dans un ballon tricol de 100 mL. rbhélange réactionnel a été chauffé a
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reflux, puis une solution de tétrakis(triphénylpbloisie)palladium(0) (10 mg, 0,008 mmol ;
0,05 éq.) dans 0,5 mL de toluéne est introduites dammilieu réactionnel. Le mélange a été
porté a reflux pendant 24 h. La solution a ensu#eréfroidie, puis le solvant évaporé sous
pression réduite. Le produit brut a été repris dm$éthanol, chauffé a 90°C puis filtré et
lavé plusieurs fois a I'éthanol. Le prodli a été obtenu sous forme d’un solide orange foncé
(m =30 mg ; Rdt. = 28 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): § ppm = 8,06 (d, J = 8,4Hz, 4H); 7,69 (d, J = 8,4Hz,
4H); 7,58 (d, J =8,5Hz, 4H); 6,99 (d, J = 8,5 Hi):44,00 (t, J= 5,7 Hz, 4H); 3,85 (s, 6H);
3,78 (t, J=5,7 Hz ; 4H); 3,55 (m, 4H); 3,45 (m)4B}31 (s, 6 H).

¥C RMN (400 MHz, CDCl, 25 °C): J ppm =163,32 ; 159,99 ; 148,84 ; 143,68; 132,75;
130,05 ; 128,45; 127,06 ; 126,38 ; 114,64 ; 109,8@8,05; 70,74 ; 69,17 ; 59,59 ; 55,59 ;
42,41.

SMHR: m/z 704,31222 (calculé pourfHas N, Ogm/z 704,30977).
N-(2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)ethyl)- N-methyl-4-vinylaniline (19):

\ {
O

OTBDMS

Dans un ballon de 250 mL sous argon, du BuLi (2,1 %85 mmol, 1,6 éq), de bromure de
méthyl(triphényl)phosphonium (2,2 g, 6,2 mmol, &f et 50 mL de tétrahydrofurane (THF)
ont été introduit. La solution a viré au jaune. Ursslution de 4-((2-tert-
butyldiméthylsilyl)oxy)éthyl)(méthyl)amino)benzalogde (1,2 g, 3,4 mmol, 1 éq) dissout
dans 10 mL de THF a été ajoutée goutte a goutte.dlange réactionnel a été agité pendant
24 heures. Ensuite, 250 mL d’hexane ont été ajpetépres 15 min un précipité jaune clair
s’est formé. Ce précipité a été filtré et lav€haptane. Le solvant a été évaporé sous pression
réduite. 20 mL de THF ont été ajouté sur le prodoitis la suspension a été filtrée sur
Blchner et lavé a I'heptane. Les solvants ont épa@és sous pression réduite. Le prodifit

a été obtenu sous forme d’une huile jaune clai=@00 mg, Rdt. = 91 %).
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'H NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 7,28 (d, J=8,9 Hz, 2H) ; 6,65 (d, J=8,9 Hz,
2H) ; 6,62 (dd, J=11,1 Hz, 1H) ; 5,52 (d, J=17,7 H4) ; 4,99 (d, J=11,2 Hz, 1H) ; 3,77 (t,
J=6,3 Hz, 2H) ; 3,47 (t, J=6,3 Hz, 2H) ; 2,99 (d) 30,89 (s, 9H) ; 0,02 (s, 6H).

¥C NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm = 149,14 ; 136,85 ; 127,44 ; 111,91 ; 109,19 ;
60,72 ; 55,05; 39,39, 32,11 ; 26,12 ; 22,92 324,

HRMS: m/z 291,20575 (calculé pourl,0NOSi m/z 291,20184).

3,4.5-tris(2-(2-(2-méthoxyéthoxy)-éthoxy)-éthoxy)-vinylbenzene (21):

o]
/ OVZ?
R ney

3

Dans un ballon de 250 mL sous argon,telt-butoxide de potassium (246 mg; 2,19 mmol;
1,3 éq;), du bromure de méthyl(triphényl)phosphon{@81mg, 2,19 mmol, 1,3 éq.) et 50 mL
de trétrahydrofurane (THF) ont été introduits. Lélange a été agité pendant 30 min, puis
une solution de 4-((24@rt-butyldiméthylsilyl)oxy)éthyl)(méthyl)amino)benzaiblyde (1 g,
1,68 mmol, 1 éq.) dissout dans 10 mL de THF a étédnite goutte a goutte. La solution a
éte laissée g pendant 24 h. Le solvant a été évaporé sous pressiaite. Le produit brut est
ensuite repris dans du dichlorométhane, et lavd@iquus fois a I'eau. La phase organique a été
séchée sur MgS(puis le solvant a été évaporé sous pression e2digt produit brut a été
purifié par chromatographie sur colonne de silitieilorométhane) pour donner le produit
21 sous forme d’un solide blanc (m = 700 mg ; Rdt0=24).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): 6,64 (s, 2H); 6,55 (dd, 1H, J=17.7, 10.8) ; 5,891H,
J=17,7) ; 5,15 (d, 1H, J=10,7) ; 4,16-4,1 (m, 6H3,82 (t, 2H, J=4,9 Hz) ; 3,76 (t, 2H, J=5,2
Hz): 3,72-3,68 (m, 6H); 3,65-3,60 (M, 12H); 3,58GB(m, 6H) ; 3,45 (s, 9H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): 152,86 ; 136,78 ; 132,04 ; 132,01 ; 130,68 ; 128,93
128.81; 113,41 ;106,29 ; 72,54 ; 72,12 ; 71,00,88 ; 70,75 ; 70,72 ; 69,96 ; 69.05 ; 59,22.

SMHR: m/z 592,33201 (calculé pour . O,,m/z 590,33023).
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4-((2-(Hydroxy)éthy)(méthyllamino)benzaldéhyde (2%

/
OFQ NH

OH

Dans un ballon 250 mL, sous argon, du 4-fluorobelétsglde (20 g, 0,16 mol, 1 éq.), de la
N,N-méthyléthanolamine (41,4 g, 0,55 mol, 3,4 édu),carbonate de potassium (34 g, 0,25
mol, 1,6 €q.), 50 mL de DMSO et 3 gouttes d’aliquzd6é ont été introduits, puis le mélange
réactionnel a été agité a 100 °C pendant 48 hgmnssite versé dans de I'eau froide, extrait au
dichlorométhane et lavé plusieurs fois a I'eau. bage organique a été séchée sur MgSO
puis le solvant a été évaporé sous pression rédciieile résiduelle a été ensuite reprise dans
250 mL d'éther puis acidifiée par 800 mL d’une santd’HCI 1M. La phase aqueuse a étée
isolé puis neutralisée par une solution saturéé; et extraite avec du dichlorométhane
(3x 200 mL). La phase organique a été séchée suOypdis le solvant a été évaporé sous
pression réduite. Le prod? a été obtenu sous forme d’un solide rouge (m g 2&Kdt. =

83 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): 9,65 (s, 1H) ; 7,66 (d, J=8,6 Hz, 2H) : 6,72(d 86 Hz,
2H) ; 3,83 (t, J=5,1 Hz, 2H) ; 3,59 (t, J=5,1 FK) ; 3,08 (s, 3H) ; 2,2 (s, 1H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): 190,53 ; 154,12 ; 132,31 ; 125,56 ; 111,39 ; 60,23
54,56 ; 39,35.

4-((2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)éthyl)(méthyllamino)benzaldéhyde (25):

/
Or@ NH

OTBDMS

Dans un ballon tricol 500 mL sous argon a 0 °C,rledpit 24 (10,8 g, 60,3 mmol, 1 €q.),
I'Imidazole (13,14 g, 193 mmol, 3,2 éq.), du TBD®IS10 g, 66 mmol, 1,1 éq.) et 160 mL
de THF anhydre ont été introduits. Le mélange réactba été agité a température ambiante
pendant 16 h. La solution a été ensuite filtrée sadis et le solvant du filtrat obtenu a été
évaporé sous pression réduite. Le prodbia été obtenu sous forme d’une huile orange (m =
14,4 g ; Rdt. = 81 %).
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'H RMN (400 MHz, CDClg, 25°C): 9,72 (s, 1H) : 7,71 (d, J=8,8 Hz, 2H) ; 6,71 (d,8]8
Hz, 2H) ; 3,80 (t, J= 5,4 Hz, 2H) ; 3,57 (t, J=5{2, 2H) ; 3,09 (s, 3H) ; 0,86 (s, 9H) ; 0,00 (s,
6H).

3.6-bis(4-((E)-4-(diphénylamino)styryl)phényl)-2,5bis(2-(2 méthoxyéthoxy)éthyl)
pyrrolo[3,4-c]pyrrole-1,4(2H,5H)-dione (26) :

Dans un ballon tricol de 100 mL sous argd®,(200 mg, 0,308 mmol ; éq.), de I'acétate de
palladium Pd(OA¢g) (34 mg, 0,153 mmol, 0,5 éq.), du d¢rtolylphosphine (66 mg, 0,184
mmol, 0,6 éqg.), du DMF anhydre (20 mL) et de lattrylamine fraichement distillée (30 mL),
ont été introduits. Le mélange réactionnel a étauffdgppendant une heure a 50 °C pour
activer I'halogénure. Une solution de N,N-diphémyaniline (210 mg, 0,77 mmol, 2,5 éq)
dans 10 mL de triethylamine a été introduite dansileu réactionnel qui est ensuite porté a
130 °C pendant 48h. La solution a été refroidigs pe mélange réactionnel filtré sur célite.
Le solvant a été évaporé sous pression réduite lpumoduit brut a été repris dans du
dichlorométhane et lavé a I'eau. La phase organigé séchée sur MgaPuis le solvant
évaporé sous pression réduite. Le produit brut gpétéié par chromatographie sur colonne
de silice (dichlorométhane/ MeOH de 100/0 a 90/Av@ume). Le produiR6 a été obtenu

sous forme d’un solide rouge (m = 62 mg ; RAt0=242).

'H NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): Sppm = 8,00 (d, J=8,4 Hz, 4H) ; 7,60 (d, J=8,4 Hz,
4H) ;7,40 (d, J=8,8 Hz, 4H) ; 7,27-7,24 (m, 8H)15 (d, J=16,3 Hz, 2H) ; 7,11 (d, J=8,5
Hz, 8H) ; 7,04 (d, J=8,5 Hz, 8H) ; 7,01 (d, J=187 2H) ; 3,99 (t, J=5,7 Hz, 4H) : 3,77 (t,

J=5,8 Hz, 4H) ; 3,55 (t, J=4,6 Hz, 4H) ; 3,45 &4, Hz, 4H) ; 3,32 (s, 6H).
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13C NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): J ppm = 163,12; 148,43; 147,94; 147,44; 140,62;
130,87; 130,41, 129,76; 129,34; 129,05; 127,72:586126,55; 126,49; 125,95; 124,71;
124,57; 124,39; 123,27; 123,06; 109,77; 77,34; Z777,02; 76,07; 71,86; 70,53; 69,00;
59,06; 42,27; 29,70.

HRMS: m/z 1030,4637 (calculé pougdEls.,N4Os m/z 1030,46694).

2.5-bis(2-(2-méthoxyéthoxy)éthyl)-3,6-bis(4-((E)-Dayridin-4-yl)vinyl) phényl)
pyrrolo[3,4-clpyrrole-1,4(2H,5H)-dione (27) :

Le mode opératoire est identique a celui décrit @éen utilisantl1 (95 mg, 0,127 mmol ; 1
€q.), de l'acétate de palladium 1l (14.3 mg, 0,0@ah; 0,50 éq.), de la tri-o-tolylphosphine
(23,2 mg, 0,076 mmol, 0,60 éqg.), du DMF anhydreilQ, de la triéthylamine fraichement
distillée (15 mL) et de la vinylpyridine (34 mg,3@, mmol, 2,5 éq). Le produit brut a été
purifié par chromatographie sur colonne de silideeHlorométhane/ MeOH 95/5 jusqu’a
85/15 en volumes. Le prod¥ a été obtenu sous forme d’'une solide rouge orgngé 50
mg ; Rdt. = 56 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 8,60 (d, J = 5Hz, 4H); 8,04 (d, J = 8Hz, 4H)
7,64 (d, J =8Hz, 4H); 7,40 (d, J= 5Hz, 4H); 7,30J& 16 Hz, 2H); 7,10 (d, J = 16 Hz, 2H);
3,9 (t, J= 5,5Hz, 4H); 3,70 (t, J = 5,5Hz, 4H); BN, 4H); 3,72(m,14H); 3,40(m, 4H); 3,4
(m, 4H); 3,33 (m, 6 H).
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13C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm =163,11 ; 150,06 ; 148,54 ; 144,61 ; 138,95 ;
132,55 ; 130,05 ; 128,19 ; 128,07 ; 127,44 ; 121,220,22 ; 71,97 ; 70,65 ; 69,07 ; 59,18 ;
42.48.

SMHR: m/z 698.30977 (calculé pourfEi;oN,Os m/z 698,31044).

(28)

Le mode opératoire est identique a celui décrit @éuen utilisantl0 (100 mg, 0,154 mmol ;

1 éq.), de l'acétate de palladium Il (3,5 mg, 0Di&mol, 0,10 €q.), tri-o-tolylphosphine (14,1
mg, 0,0452 mmol, 0,30 ég.), du DMF anhydre (8 mie, la triéthylamine fraichement
distillée (15 mL) et du 4-vinylanisole (62 mg462 mmol, 3 €q). Le produit brut a été
purifié par chromatographie sur colonne de siltieH{lorométhane/ MeOH 99/1). Le produit

28 a été obtenu sous forme d’une solide rouge (m m@2 Rdt. = 70 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): § ppm = 8,00 (d, J = 8,3Hz, 4H); 7,60 (d, J = 8,3Hz,
4H); 7,48 (d, J =8,3Hz, 4H); 7,17(d, J= 16 Hz, 2A}t3 (d, J = 16 Hz, 2H); 6,91 (d, J = 8,3
Hz, 4H); 4,00 (t, = 5,7 Hz, 4H); 3,82 (s, 6H):@(, J= 5,7 Hz ; 4H): 3,55 (m, 4H); 3,45 (m,
4H): 3,32 (s, 6 H).
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13C RMN (400 MHz, CDCl;, 25 °C): d ppm =163,11; 159,78 ; 148,451 ; 140,62 ; 132,55 ;
130,45 ; 129,75; 128,12 ; 126,51 ; 126,45 ; 125,684,26 ; 109,73 ; 71,85 ; 70,517 ; 68,98 ;
59,07 ; 55,37; 44,23.

SMHR: m/z 756,34155 (calculé pourdEisgN,Os m/z 756,34107).

(29)

Le mode opératoire est identique a celui décrit @éen utilisant10(85 mg, 0,131 mmol ; 1
€g.), de l'acétate de palladium II (3 mg, 0,013 hm®,10 éq.), de la tri-o-tolylphosphine
(12mg, 0,039mmol ; 0,30 ég.), du DMF anhydre (8 ndg,la triéthylamine fraichement
distillée (12 mL) et du 3,4,5-tris(2-(2-(2-méthetlioxy)éthoxy)éthoxy)-5-vinylbenzene
(0,195 g, 0,327 mmol, 2,5 éq). Le produit brut apttéfié par chromatographie sur colonne
de silice (dichlorométhane/ MeOH 95/5 jusqu’a 85¢h5volumes. Le prodult9 a été obtenu

sous forme d’une solide rouge (m =90 mg ; Rdt129%0).

'H RMN (400 MHz, CDCl3, 25°C): Sppm = 8,01 (d, J = 8,5Hz, 4H); 7,6 (d, J = 8,58#);
7,07 (d, J =16,2Hz, 2H); 6,98 (d, J =16,2Hz, 2HJ76s, 4H); 4,21 (t, J = 5Hz, 8H); 4,16 (t, J
= 5,1Hz, 4H): 3,98 (t, J = 5,1Hz, 4H); 3,87 (t, BHz, 8H); 3,8-3,76 (m, 8H); 3,75-3,70
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(m,14H); 3,67-3,61 (m, 24H); 3,56-3,51 (m, 16HW¥&3,44 (M, 4H); 3,35 (s, 18 H) ; 3,2 (s,
6H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): & ppm =162,97; 152,72; 148,32; 140,01; 138,86;
132,30; 130,51; 129,66; 127,03; 126,70; 126,51,d8906,58; 72,32; 71,83; 71,71, 70,72;
70,59; 70,45; 69,66, 68,85; 58,96; 58,91, 42,69.

SMHR: m/z 1668,85518 (calculé pougddi25 N> O30 m/z 1668,85519).

3,6-bis(4-((E)-4-((2-hydroxyéthyl)(méthyamino)styyD)phényl)-2,5-bis(2-(2-métho
xyéthoxy)éthypyrrolo[3,4-clpyrrole-1,4(2H,5H)-dione (31) :

HO

Le mode opératoire est identique a celui décrit @éuen utilisantl0 (800 mg, 1,24 mmol ;

1 éq.), de l'acétate de palladium Il (28 mg, 0,b@#o0l, 0,1 éq.), de la tri-o-tolylphosphine
(113 mg, 0,372 mmol, 0,3 éq.), du DMF anhydre 80, de la triéthylamine fraichement
distillée (45 mL) etl9 (900 mg, 3,1 mmol, 2,5 éq). La déprotection deotecfion phénol a
été effectuée dans un ballon tricol de 250 mL sogen. Le produit brut et 40 mL de THF
ont été ajouté, ensuite une solution de TBAF (1,8,Mmol, 3 ég.) a été ajouté goutte a
goutte et le mélange réactionnel a été agité pén2idn Ensuite 150 mL d’eau ont été
ajoutés, le produit a été extrait par d’acétatehglé puis le solvant a été évaporé sous

pression réduite. Le produit brut a été purifi€ paromatographie sur colonne de silice
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(dichlorométhane/ MeOH de 100/0 a 80/20 en volup@)r conduire au produBl sous
forme d’un solide violet (m =800 mg ; Rdt. = 77.%

'H NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): ppm = 7,98 (d, J=8,2 Hz. 4H) ; 7,57 (d, J=8,2 Hz,
4H) : 7,43 (d, J= 8,3Hz); 7,13 (d, J=16,4 Hz, 21594 (d, J=16,2 Hz, 2H) ; 6,83 (d,
J=7,1Hz, 4H) ; 3,98 (t, J=5,2 Hz, 4H) ; 3,83 ($5,EHz) ; 3,76 (t, J=5,7 Hz, 4H) ; 3,53 (m,
8H) ; 3,45 (t, J=4,5 Hz, 4H) : 3,32 (s, 6H) ; 3(836H).

3C NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm = 130,77; 129,71; 126,13; 126,22; 126,09;
71,86; 70,52, 70,31; 68,99; 63,37; 60,13; 59,@645; 42,23; 31,93; 29,69, 29,60; 29,46;
29,36; 29,25; 29,14; 24,94.

HRMS: m/z 842,42391 (calculé pouedElssN,Os m/z 842,42546).

(33)

Dans un ballon tricol de 100 mL et sous argdh(140 mg, 0,22 mmol, 1 €q), du chlorure de
palladium II (2,4 mg, 0,013 mmol ; 0,06 éq.), dedure de cuivre (2,5 mg, 0,013 mmol ;
0,06 éq.), de la triphénylphosphine (7 mg, 0,0260inM,12€q.), du THF anhydre (20 mL) et
de la triethylamine fraichement distillée (10 mlgt @té introduit. Le mélange réactionnel a
été chauffé pendant une heure a 50 °C. Une soldga-éthynylanisole (71 mg, 0,54 mmol ;
2,5 ég.) dans 10 mL de THF a été introduite damsilieu réactionnel puis le mélange a été
agité a 50°C pendant 30 min puis a 75 °C pendamt 48 solution a été refroidie, puis filtrée
sur célite avant évaporation des solvants soussipreséduite. Le produit brut a été repris
dans du dichlorométhane et lavé a I'eau. La phaganaque a été séchée sur Mg3is le

solvant est évaporé sous pression réduite. Le produi a été purifié par chromatographie
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sur plaque préparative de silice (dichlorométhaneOH 98/2 en volumes). Le proddi8 a

été obtenu sous forme d’une solide rouge (m =§0 Rdt. = 30 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): § ppm = 7,98 (d, J = 8,3Hz, 4H); 7,59 (d, J = 8,3Hz,
4H); 7,46 (d, J =8,3Hz, 4H); 6,86 (d, J= 8,3 Hz)4Bl94 (t, J= 5,6 Hz, 4H); 3,79 (s, 6H);
3,73 (t, J=5,5 Hz ; 4H); 3,51 (m, 4H); 3,42 (m,)4B}31 (s, 6 H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm =163,03 ; 160,12 ; 148,51 ; 133,41 ; 131,75 ;
129,45 ; 127,24 ; 126,77; 115,08 ; 114,23 ; 110,92,58 ; 88,10; 71,96; 70,62 ; 76,91 ;
59,18 ; 55,46 ; 42,39.

SMHR: m/z 752,30975 (calculé pouudHas N2 Osm/z 752,30977).

(35)
Y3
o
— OH
L N\
HO | — \=/ \N )
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Le mode opératoire est identique a celui décrit B&en utilisant1l0 (600 mg, 0,923 mmol, 1
€q), du chlorure de palladium Il (9,8 mg, 0,055 rhi®,06 €q.), de l'iodure de cuivre 10,5
mg, 0,055 mmol ; 0,06 €q.), de la triphénylphosph@9 mg, 0,11 mmol ; 0,12 éq.), du THF
anhydre (25 mL), de la triéthylamine fraichementiltke (12 mL) et du 2-methyl-3-butyn-2-
ol (186 mg, 2,215 mmol ; 2,4 éq.). Le produit brut & purifié par chromatographie sur
colonne de silice (dichlorométhane/ MeOH 99/1 eluw@s) pour donner le proddb’ sous

forme d’un solide orange (m =460 mg ; Rdt. =78 %
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'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 7,93 (d, J = 8,5Hz, 4H); 7,5 (d, J = 8,58H);
3,9 (t, J= 5,5Hz, 4H); 3,71 (t, J = 5,5Hz, 4H);B(f, 4H); 3,42 (m, 4 H) ; 3,30 (s, 6H) ; 1,69
(s, 12h).

3C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C):  ppm =163,07; 148,62; 132,11; 129,46; 127,76;
125,95; 110,26; 96,74; 81,99; 72,04; 70,70; 6958825; 42,46; 31,64; 29,88.

SMHR: m/z 656,30972 (calculé pougdHis N2, Og m/z 656.30977).

(35)
oY;
o X
p =—H
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Dans un ballon tricol de 100 mL sous arg8®, (100 mg, 0,152 mmol, 1éq), NaOH (20 mg,
0,5 mmol, 3,3 éq) et 10 mL de toluéne ont été thiits. Aprés 2 h de reflux, la solution a été
refroidie, puis le mélange réactionnel filtré silice. Le solvant a été évaporé sous pression

réduite. Le produiB5a été obtenu sous forme d’un solide orange (m m@Q Rdt. = 95 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 7,97 (d, J = 8,5Hz, 4H); 7,6(d, J = 8,5H4);4
3,91 (t, J= 5,5Hz, 4H); 3,72 (t, J = 5,5Hz, 4HBB(m, 4H); 3,425 (m, 4 H); 3,309 (s, 6H) ;
3,206 (s, 2h).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm =163,03 ; 132,62 ; 129,51 ; 128,30 ; 125,21 ;
83,30; 79,96 ; 72,02 ; 70,71 ; 69,11 ; 59,24 ; 42,89,86 ; 14,40.

SMHR: m/z 540,22673 (calculé pougfHs, N, Os m/z 540,22604).

(36)
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Dans un ballon tricol de 100 mL sous argon, dedbjoyridine (76 mg, 0,37 mmol, 2,5 éq), du
chlorure de palladium Il (1,6 mg, 0,009 mmol ; 08§.), de l'iodure de cuivre (1,7 mg,
0,009mmol ; 0,06 éq.), de la triphénylphosphinen(, 0,018 mmol ; 0,12éq.), du THF
anhydre (15 mL) et de la triethylamine fraichemdistillée (8 mL) ont été introduit. Le
mélange réactionnel a été chauffé pendant une hedfe °C. Une solution d&5 (80 mg,
0,148 mmol ; 1 éq.) dans 10 mL de THF a été inttedpuis le mélange a été agité a 50°C
pendant 30 min puis a 75 °C pendant 4 8h. La swluéi été refroidie, puis le mélange
réactionnel filtré sur célite. Le solvant a été é@rapsous pression réduite. Le produit brut a
été repris dans du dichlorométhane et lavé a I'tauphase organique a été séchée sur
MgSQO, puis le solvant a été évaporé sous pression rédwgt@roduit brut a été purifié par
chromatographie sur plaque préparative de siligghlgrométhane/ MeOH 95/5 en volumes)

pour conduire au produd6 sous forme d’un solide rouge (m =40 mg ; R109%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 8,60 (s large, 4H); 8,07 (d, J = 8,5Hz, 4HB7
(d, J =8,5Hz, 4H); 7,45 (s large, 4H); 3,95 (t5J5Hz, 4H); 3,76 (t, J = 5,5Hz, 4H); 3,54 (m,
4H); 3,44 (m, 4 H) ; 3,27 (s, 6H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm =162,84 ; 150,06 ; 149,01 ; 148,371 ; 132,21 ;
131,87 ; 129,53 ; 128,55; 125,95, 124,74 ; 110,98,12 ; 88,91 ; 71,83; 70,59 ; 70,53 ;
68,93 ; 59,06 ; 42,45.

SMHR: m/z 694,27995 (calculé pourfHss Ny Os m/z 694.27913).

(37)
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H—N A NG

Dans un ballon tricol de 100 mL sous argon, du bglazétate d'éthyle (8,8 g, 46 mmol ; 1
€q.), du méthylchloroacétate (4,97 g, 46 mmol,.)1éty carbonate de sodium (6,6 g, 62
mmol, 1,35 éq.), 10 mL d’acétone et 11 mL de diroéyiétane, ont été introduit. Le mélange
réactionnel a été chauffé a reflux pendant 24 héd@d2h 0,75 g de méthylchloroacétate ont
été ajoutés. La solution a été refroidie, puiséétpour éliminer le précipité. Le filtrat a été
distillé sous argon & 150 °C pour donner un liquwarron clair auquel 37 mL d’acide
acétique et 22 g d’'acétate d’ammonium ont été éjode mélange a été chauffé a 120 °C
pendant 4h puis filtré a chaud pour éliminer lds agant précipité. La solution a été refroidie
et un précipité blanc s’est formé. Apres filtratienproduit37 a été isolé sous forme d’'une
poudre beige (m = 3,5 g ; Rdt. = 33 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 7,58-7,56 (m, 2H); 7,44-7,42 (m, 3H); 4,811 (
J=7,1Hz, 2H); 3,49 (s, 2H) ; 1,17 (t, J= 7,1 KBH).

(38)

Dans un ballon tricol de 100 mL sous argon du sudinétallique (0,64 g), de I'alcotért-
amylique (40 mL), une quantité catalytigue de Re@nt été introduits. Le mélange
réactionnel a été chauffé a reflux pendant 2 h guibromobenzonitrile (2,36 g, 13 mmol, 1
€q) et de I'ester de pyrrolinone (3 g, 13 mmaléq.) dissout dans 30 mL de l'alcdelt-
amylique, ont été ajoutés goutte a goutte. Le mélangté laissé a reflux pendant 2 h, puis
refroidit a 60 °C. 10 mL d’acide acétique ont alét§ ajoutés puis la solution a été chauffée a
100°C pendant 20 mithe mélange réactionnel a été refroidi puis filtréa@€ plusieurs fois a
I'eau chaude et a I'éthanol. Aprés séchage sous leicoroduit38 a été obtenu sous forme

d’'une poudre rouge (m = 3,3 g; Rdt. =70 %).

175



PARTIE EXPERIMENTALE

(39)
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Le mode opératoire est identique a celui décrit g@uen utilisant38 (10 g, 27 mmol, 1 éq),
du tert-butoxydede potassium (10 g, 89 mmol, 3,3 éq), de la NVB® (hL) et du 1-bromo-

2-(2-méthoxyéthoxy)éthane (15 g, 81 mmol, 3 éq)pitarluit désiré a été obtenu sous forme

d’'une poudre orange m =5,5 g (36 % de rendement).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): d ppm = 7,95-7,93 (m, 2H); 7,9 (d, J = 8,5Hz; 2H) ;
7,63 (d, J = 8,5 Hz, 2H) ; 7,50-7,48 (m, 3H) ; 3%96 (m, 4H) ; 3,53-3,49 (m, 4H) ; 3,44-
3,41(m, 4H) ; 3,31 (s, 6H) ; 3,30 (s, 6H).

13C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): dppm = 163,143 ; 148,00 ; 132,30 ; 131,50 ; 131,15
129,51 ; 129,04 ; 128,14 ; 127,10 ; 125,97 ; 110,02,03 ; 70,73 ; 70,67 ; 69,15 ; 69,05 ;
59,25 ; 53,63 ; 42,51 ; 42,217

SMHR: m/z 570,13724 (calculé poupdEi3;BrN.Os m/z 570,13655).

(40)
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Le mode opératoire est identique a celui décrit @&en utilisant39 (500 mg, 0,877 mmol ;

1 éq.), de I'acétate de palladium Il (100 mg, 0,4%#860l ; 0,50 €q.), de la tri-o-tolylphosphine
(160 mg, 0, 526 mmol ; 0,60 éqg.), du DMF anhyd@ ifiL), de la diéthylamine fraichement
distillée (50 mL) et du 4-(tert-butyldiméthylsildoyy)-3,5-diméthoxystyréne (335 mg, 1,136
mmol, 1,3 éq). Le produit brut a été filtré sur ®puis dissout dans 50 mL de THF. Une
solution de TBAF (460 mg, 1,7 mmol, 2 éq) dissouhsd® mL de THF a été introduit
lentement dans cette solution, puis le mélangeiormel a été agité a température ambiante
pendant 1h. Ensuite il a été versé dans une solfrbate d’'acide phosphorique puis extrait a
I'acétate d’éthyle et lavé plusieurs fois a I'eha.phase organique est séchée sur Mgai3

le solvant a été évaporé sous pression réduite. fdoglup brut a été purifié par
chromatographie sur colonne de silice (dichloromédi MeOH 99/1 en volumes) pour

conduire au produ40 sous forme d’une solide orange (m =450 mg ; Rd6 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): d ppm = 7,99 (d, J = 8,3Hz, 2H); 7,94-7,92 (m, 2H);
7,58 (d, J = 8,3Hz, 2H); 7,49-7,47 (m, 3H); W1 J= 16 Hz, 1H); 6,96 (d, J = 16 Hz, 1H);
6,75 (s, 2H); 3,96-3,92 (m, 10H); 3,75-3,69 (m, AB{p4-3,49 (m, 4H); 3,45-3,40 (m, 4H);
3,31 (s, 3H); 3,29 (s, 3 H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): J ppm =163,28 ; 163,12 ; 162,70 ; 149,01 ; 148,84;
147,47 ; 140,60 ; 135,60; 131,27 ; 129,95; 129,428,96 ; 128,66 ; 128,24 ; 128,223 ;
126,73 ; 126,64 ; 125,99 ; 109,94 ; 109,78 ; 103,92,01; 70,67 ; 70,63 ; 69,12 ; 69,07 ;
59,23 ; 56,57 ; 42,38 ; 42,17.

SMHR: m/z 670,28918 (calculé pour C38 H42 N2r@2 670,28903).

(41)
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Dans un ballon tricol de 100 mL sous argdf, (300 mg, 0,45 mmol ; 1 éq.), dert
butyloromoacétate (180 mg, 0,9 mmol, 2éq.), dbaaate de potassium (310 mg, 2,25
mmol, 5 éq.), 30 mL de DMF, ont été introduits.rhélange réactionnel a été chauffé a 90 °C
pendant quelques minutes puigdet-butyle bromoacétate (180 mg ; 0,9 mmol ; 2 égjéa
ajouté. Puis la solution a été laissée a 90 °CaqamB h. Ensuite le mélange réactionnel a été
refroidi, puis le solvant évaporé sous pressioruitéd Le produit brut a été purifié par
chromatographie sur colonne de silice (dichloromédi MeOH 98/2 en volumes) pour

conduire au produ#l sous forme d’un solide orange (m = 100 mg ; Rd8%46).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): d ppm = 7,98 (d, J = 8,4Hz, 2H); 7,93-7,90 (m, 2H);
7,58 (d, J = 8,4Hz, 2H); 7,47-7,45 (m, 3H); 1 J= 16 Hz, 1H); 6,99 (d, J = 16 Hz, 1H);
6,718 (s, 2H); 4,53 (s, 2H) ; 3,95-3,91 (m, 4HBM(s, 6H) ; 3,73-3,68 (M, 4H); 3,52-3,47
(m, 4H); 3,43-3,39 (M, 4H); 3,29 (s, 3H); 3,2834), 1,44 (s, 9H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm =168,49 ; 163,09 ; 162,95 ; 162,56 ; 152,79 ;
148,78 ; 140,17 ; 137,0032,45; 131,151, 130,81 ; 129,80; 129,31; 118,828,48;
128,05; 127,14 ; 127,04 ; 126,85 ; 126,65 ; 109,109,68 ; 104,21 ; 81,52 ; 71,85 ; 70,49 ;
70,46 ; 70,11 ; 68,95 ; 68,90 ; 59,04 ; 56,33 242,41,99 ; 28,16.

SMHR: m/z 784,35781 (calculé pouyfEis;N,0O11 m/z 784,35711).

(42)

Dans un ballon tricol de 100 mL sous argdh,(95 mg, 0,12 mmol ; 1 éqg.) et 10 mL de
dichlorométhane ont été introduits. Le mélange réactl a été refroidi a 0 °C. 3 mL d’acide
trifluoroacétique ont été ajoutés puis apres 30 haisolution a été laissée a température

ambiante pendant 16 h. Le solvant a été évaporémession réduite. Le produit brut a été
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purifié par chromatographie sur plaque de siliGehldrométhane/ MeOH 90/10 en volumes)

pour conduire au produd2 sous forme d’un solide orange (m =85 mg ; RA7%%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 7,97-7,89 (m, 4H); 7,58-7,566 (m, 2H): 87,4
7,46 (m, 3H); 7,09 (d, J= 16 Hz, 1H); 7,00 (d, 16Hz, 1H); 6,73 (s, 2H); 4,60 (s, 2H) ;
3,95-3,89 (m, 10H); 3,71-3,66 (m, 4H): 3,53-3,48 4H); 3,44-3,41 (m, 4H); 3,3 (s, 6H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm =171,22 ; 163,16 ; 163,10 ; 152,34 ; 149,11 ;
149,11 ; 139,82 ; 136,43 ; 134,15; 131,31; 130,2@9,98; 129,75; 129,45; 128,95;

128,35; 128,15, 127,33 ; 126,90 ; 109,77 ; 109,883,83; 72,01 ; 71,60, 70,74 ; 70,60 ;

69,05 ; 59,21 ; 56,46 ; 42,22 ; 42,06.

SMHR: m/z 728,29642 (calculé poundBlssN.O11 m/z 728,29451).
(43)

CgHy;

< )

@)

O
o Q 4
N
H

Le mode opératoire est identique a celui décrit géwen utilisant6 (1,6 g, 3,6 mmol, 1 éq),
du tert-butoxydede potassium (0,4 g, 3,6 mmol, 1 éq), de la NMP (&) et du 1-
bromooctane (0,7 g, 3,6 mmol, 1 éq). Le produitréésiété obtenu sous forme d’'une poudre
orange m = 300 mg (15 % de rendement).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 9,97 (s, 1H) ; 8,14 (d, J= 8,6 Hz, 2H)&67(d,
J= 8,7 Hz, 2H) ; 7,63 (d, J= 8,7 Hz, 2H) ; 7,55Jd,8,6 Hz, 2H) ; 3,76 (t, J=7,6 Hz, 2H) ;
1,26-1,201 (m, 12H) ; 0,84 (t, J=7,00 Hz, 3H).

SMHR: m/z 556,03644 (calculé poupdEi,sBroN,O, m/z 556,03610).

(44)
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Le mode opératoire est identique a celui décrit @@uen utilisant43 (300 mg, 0,54 mmol, 1
€q), dutert-butoxydede potassium (110 mg, 0,98 mmol, 1 €q), de la NRIPmL) et dutert-

butylbromoacétate (160 mg, 0,82 mmol, 1 éq). Le pitodésiré a été obtenu sous forme

d’'une poudre orange m =170 mg (47 % de rendement)

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): dppm = 7,57-7,52 (m, 8H) ; 4,33 (s, 2H) ; 3,6 7.6
Hz, 2H) ; 1,47-1,43 (m, 2H) : 1,3 (s, 9H) ; 1,234(m, 10H) ; 0,81 (t, J=7,00 Hz, 3H).

3C RMN (400 MHz, CDCl;, 25 °C): d ppm = 167,48 ; 162,54 ; 161,92 ; 148,22 ; 146,83 ;
132,26 ; 130,29 ; 130,17 ; 126,89 ; 126,78 ; 126,086,02 ; 110,58 ; 109,20 ; 82,90 ; 43,89 ;
41,87 ;31,84 ;29,39 ; 29,20 ; 29,09 ; 28,15 987,26,78 ; 22,74 ; 14,22.

(45)
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Le mode opératoire est identique a celui décrit @&en utilisant44 (170 mg, 0,253 mmol ;

1 éq.), de l'acétate de palladium 1l (5,7 mg, 640€2mmol ; 0,10 éq.), de la tri-o-
tolylphosphine (23,1 mg, 0,076 mmol ; 0,30 éq.), OMF anhydre (8 mL), de la
triethylamine fraichement distillée (15 mL) et dwidylanisole (85 mg, 0,634 mmol, 2,5
€q). Le produit brut a été purifié par chromatogr@ur colonne de silice (dichlorométhane).
Le produit45a été obtenu sous forme d’un solide rouge (m =MgdQ Rdt. = 86 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): ppm = 7,79 (d, J=8,2Hz, 2H) ; 7,76 (d, J=8,2H4) 2
7,57-7,53 (m, 4H) ; 7,45-7,42 (m, 4H) ; 7,15 (d168+Hz, 1H) ; 7,14 (d, J=16 Hz, 1H) ; 6,97
(d, J=16 Hz, 1H) ; 6,96 (d, J=16 Hz, 1H) ; 6,88Jd8 Hz, 4H) ; 4,45 (s, 2H) ; 3,81 (s, 6H) ;
3,78 (t, J=8 Hz, 2H) ; 1,64-1,56 (m, 2H) ; 1,3598l) ; 1,26-1,19 (m, 10H) ; 0,83 (t, J=7,00
Hz, 3H).

3C RMN (400 MHz, CDCl;, 25 °C): d ppm = 167,87 ; 163,06 ; 162,42 ; 159,96 ; 148,67 ;
147,19 ; 140,77 ; 130,69 ; 130,66 ; 129,84 ; 129,8P9,39; 129,25; 128,93 ; 128,29 ;

126,81 ; 126,72 ; 126,65; 125,73 ; 125,69 ; 125,844,43; 113,89; 110,64 ; 109,20 ;

82,69 ; 55,52 ; 53,61 ; 44,48 ; 42,31 ; 31,93 599,29,31; 29,22 ; 29,13 ; 28,08 ; 26,95 ;

22,80 ; 14,26.

SMHR: m/z 778,3975 (calculé pourgis,N.Os m/z 778,3982).

(46)

Le mode opératoire est identique a celui décrit g@en utilisan45(170 mg, 0,218 mmol, 1
€q), dudichlorométhan€12 mL) et de I'acide trifluoroacétique (6 mL, 78nml). Le solvant
a été évaporé sous pression réduite puis le prbdutita été lavé a I'heptane. Le prodifita

été obtenu sous forme d’une solide rouge (m =mM§Q Rdt. = 85 %).
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'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): & ppm = 7,82-7,76 (m, 4H) ; 7,2-7,59 (m, 4H) ; 7,47-
7,44 (m, 4H) ; 7,20-7,13 (m, 2H) ; 7,01-7,95 (m,)2+6,91-6,87 (m, 4H); 4,54 (s, 2H);
3,82-3,72 (m, 8H) ; 1,66-1,57 (m, 2H); 1,24-1,19 (1©OH) ; 0,83 (t, J=6,5 Hz, 3H).

13C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm = 207,26 ; 170,92 ; 163,1 ; 163,10 ; 163,07 ;
163,04 ; 160,05 ; 150,16 ; 146,50 ; 141,31 ; 141,281,13; 131,08 ; 129,79 ; 129,82 ;
129,41 ; 128,99 ; 128,39 ; 127,03 ; 126,82 ; 126,425,90; 125,59 ; 114,47 ; 110,99 ;
108,64 ; 55,58 ; 44,62 ; 44,54 ; 32,53 ; 31,95,181 29,65 ; 29,33 ; 29,23 ; 26,96 ; 22,82 ;
14,29.

SMHR: m/z 722,3412 (calculé pounlssN20s m/z 722,3356).

Synthése peptidique et bioconjugaison

HoN HaN
8 NH, H, »=NH NH
o HN 2N HN 'e) 2
{ O’O\)?\\,(l)l\ Hd-IOHO HO 0 Hoi%oiHo OZHO
H
OT>J/O N N\”NNNN\nNNNNNNNNN(Nj\/NNN)lOH
DL, - H HO-NHO MHO \HO (HO (HO \HO o) HO

0 NH NH NH  NH

0 OHUNX H,N HNX HNY HNX

O\ NH, NH, NH,  NH;

TAT-42

N
H o)
° 0
N H,N  HN
NH, N YENH NH;
HN H,N
TAT-46

TAT (44-61) a été préparé par synthése en phasdesotilisant la méthode de protection

Fmoc avec un synthétiseur peptidique automatiquél (433A, Appelar, France).
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Brievement, 207 mg de Fmoc-Leu-Wang resin LL ont étisés (substitution 0,3 mmol/g) a
une échelle de 0.1 mmol et tous les acides aminéfté couplés en utilisant le systeme
HBTU/HOBt comme agent de couplage. La déprotection gemupements protecteurs
NaFmoc a été obtenue apres 6 min de traitement avé&cmlpéridine suivi par UV a 301 nm.
Le peptide a été terminé par un déralanine utilisé comme espaceur entre le peptida et
sonde fluorescente. 2 Lots de 0,006 mmol de régimete isolés et incubé dans 400 pl de
NMP contenant 0,028 mmole du chromophé2e&u 46 (20 mg, 4 éq), 10Ql de HBTU 0,45

M et 100ul de DIEA 2 M pendant 24h a température ambiantged\filtration puis lavage
par du méthanol, la peptidyl-résine a été clivéadpat 2h dans une solution d’acide
trifluoroacétique (TFA) contenant du phénol (2 %ymdu triiso-propylsilane (5 %, v/v) et
de l'eau (2,5 %, v/v). Aprés une précipitation dédther, les peptides ont été purifiés par
chromatographie en phase liquide a haute perforenangphase inverse sur une colonne C8
(uptisphere 300 A, 5 um; 250 x 10, Interchim, Fenpuis lyophilisés. La pureté de ces
peptides marqués ainsi que leur masses moléculaitedté obtenues par spectrométrie de

masse :

. TAT-42 : m/z 2977,59 (calculé 2976,59)

. TAT-46 : m/z 2974,65 (calculé 2974,64).
Avant utilisation, les peptides ont été dissoussdden I'eau distillée, aliquotés et conservés a -
20 ° C.

(46-NP)

=

-0

Dans un ballon 10 mL, 5 mg de proddé et 1 mL de chlorure de thionyle ont été ajoutés

puis chauffés au un seche-cheveux pendant 10 migolvant a été évaporé sous pression
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réduite puis le produit brut a été repris dans 2dalDMF. Cette solution a ensuite été ajoutée
a une solution contenant 10 mg de NP dans 10 mlLhieoforme. 2 mL de triéthyleamine
ont été ajoutés puis le mélange réactionnel agité pendant 1h a température ambiante. Le

produit a été isolé par centrifugation puis lauwéspurs fois au dichlorométhane.

(51)

Dans un ballon tricol de 25 mL sous argon, le euste platine49 (24 mg, 0,012 mmol, 1
€q), de liodure de cuivre (0,3 mg, 0,0015 mmol,130éq.) et 10 mL de diéthylamine
fraichement distillée ont été introduits. Apréslques minutes d’agitation 12 mg de l'alcyne
50 (0,03 mmol, 2,5 éq.) ont été ajouté. Le mélangeti@ael a été agité pendant 24 a
température ambiante puis le solvant a été évegmarg pression réduite. Le produit brut a été
purifié par chromatographie sur plague préparali@esilice (dichlorométhane/heptane 30:70
en volumes) pour conduire au prodadisous forme d’une solide rouge brique (m =14 mg ;
Rdt. = 45 %).

'H RMN (500 MHz, CDCls, 25°C): & ppm = 7,36-7,33 (m, 8H), 7,28 (d, J = 8,4Hz, 4H),
7,25-7,22 (m, 8 H), 7,09 (d, J=7,6 Hz, 8H), 7,08%(m, 10H), 6,96 (d, J=7,6 Hz, 2H), 1,49
(tv, J=6,8 Hz, 72H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): ppm = 163,08 ; 160,06 ; 150,17 ; 146,52 ; 141,32 ;
131,13 ; 131,09, 129,80; 129,52 ; 129,41 ; 128,4Q@7,05; 126,83 ; 125,60 ; 114,48 ;
77,802 ; 55,59 ; 31,15.

31p RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): 341,54-339,60 (m) ; 336,43-334,33 (m) : 335,36 (S)
331,27-329,39 (m).
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SMHR: m/z 2572,5125 (calculé poupfEl11N,04P4Pts m/z 2572,5168).

(52)

Dans un ballon bicol de 100 mL, 25 mL de NMP ef#PAuCl (150 mg, 0,3 mmol, 2,3 éq.)
ont été introduits. Ensuite 10 mL de DMF contenanpobduit7 (70 mg, 0,13 mmol, 1 é€q.) et
0,3 mL d’une solution 0,1 M de NaN(SiN)edans le THF ont été ajoutés goutte a goutte. Le
mélange réactionnel a été agité pendant 2 h sgas apuis versé dans 50 mL de I'eau pour
faire précipiter le produit formé. Apreés filtratida produit52 est obtenu sous forme d’une
poudre violette (m =170 mg ; Rdt. = 90 %).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): d ppm = 8,46 (d, J = 8,6 Hz, 4H), 7,6 (d, J = 8,6Hz,
4H), 7,55-7,43 (m, 30 H).

%C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): dppm = 170,76 ; 137,39 ; 134,51 ; 134,37 ; 132,09 ;
130,19, 129,52 ; 129,40 ; 29,90 ; 29,86 ; 29,80.

31p RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C):32,37 (s)

SM-MALDI : m/z 1456,216 (calculé pourEizsAu,l ,N,O,P, m/z 1455,982).

(53)

Dans un ballon tricol de 250 mL, sous arg8h,(800 mg ; 0,95 mmol ; 1 éq.) et 40 mL de

dichlorométhane anhydre ont été introduits. Le Imalloété refroidi a 0°C, puis 0,6 mL de
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triethylamine (431 mg, 4,27 mmol ; 6 €q.) et 0,23 de chlorure de chloroacétyle (320 mg,
2,85 mmol ; 2 ég.) ont été ajoutés. Le mélangetidawe!| a été agité pendant deux heures a
température ambiante. La phase organique a été daatel’eau, ensuite séchée sur MgSO
Le solvant a été évaporé sous pression réduiteatidmm produitc3 obtenu sous forme d’un
solide violet (m = 800 mg ; Rdt. = 85%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 25°C): d ppm = 7,98 (d, J= 8,4 Hz, 4H) ; 7,59 (d, J= 8,4 Hz
4H) : 7,46 (d, J= 8,7 Hz, 4H) ; 7,14 (d, J= 16,1 PH) : 6,96 (d, J= 16,1 Hz, 2H) ; 6,85 (d, J=
8,4 Hz, 4H) ; 4,39 (t, J= 5,7 Hz, 4H) ; 4,02-3,97, 8H) ; 3,76 (t, J= 5,6 Hz, 4H) ; 3,68 (t, J=
5,6 Hz ; 4H) ; 3,56-3,54 (M, 4H) ; 3,47-3,45 (m,)413,33 (s, 6H) ; 3,05 (s, 6H).

¥C RMN (400 MHz, CDCls, 25 °C): d ppm = 167,47 ; 163,37 ; 148,71 ; 140,92 ; 130,53 ;
129,98 ; 128,49 ; 126,62 ; 114,56 ; 109,943 ; 72,08,71; 69,18 ; 68,40 ; 62,62 ; 59,26 ;
52,32 ;42,46 ; 40,89 ; 40,73 ; 30,59 ; 29,90 993,1,22.

SMHR: m/z 994,36972 (calculé poundBiseN.Os m/z 994,36865).

(55)
\O
HOO Og
O //\N
T
" E)N\) \/lio o { OH
RN Tava v  a AR NIy,
\ N\ N
W, {qo NHOQNN/HZO
¢ o
6]
S
\
(56)
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Dans un ballon tricol de 250 mL, sous argon, ldvééde cycléne D@Bu(300 mg, 1,71
mmol ; 2,2 éq.), du carbonate de potassium (360;mg32 mmol ; 10 éq) et 50 mL
d’acétonitrile anhydre ont été introduits. Le mékm@actionnel a été chauffé jusqu’a 65 °C,
puis une solution d&3 (260 mg ; 0,532 mmol ; 1 éq.) dans 10 mL d’acétdeianhydre a été
ajoutée goutte a goutte. Le mélange réactionned agité pendant une nuit a 65 °C puis filtré
sous vide. Le solvant a été évaporeé sous presseuite. Le produit brut a été repris dans 15
mL de dichlorométhane ensuite le ballon a été misdin bain de glace et 5 mL de TFA ont
été ajouté goutte a goutte. Le mélange réactiongét agité pendant une nuit a température
ambiante. Le solvant a été évaporé sous pressiaitgédle produit brut a été purifié par
chromatographie flash sur gel de silice (C18 ; €4/CN, 1:1 en volumes). Deux produits
ont été obtenus, 100 mg 86et 260 mg d&6.

SMHR pour55: m/z 1614,78484 (calculé pougfEi113 N12 Oxo m/z 1614,78576).

SMHR pour56: m/z 1228,60705 (calculé pougddss Ng O;sm/z 1228,60561).
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Résumeé:La fluorescence excitée a deux photons est actoetielargement utilisée pour
I'imagerie de tissus biologiques, mais la faiblaskilité des fluorophores utilisés en
microscopie confocale (excitation a un photon) @ excitation a deux photons (ADP) rend
nécessaire la conception et la synthése de nouvkesugphores spécifiques pour la
microscopie de fluorescence par excitation bi-phiotae (MFEB). Mon travail de thése a
ainsi porté sur lI'ingénierie moléculaire (conceptisynthese et caractérisations) de nouveaux
fluorophores pour la MFEB. Nous nous sommes pdigi@ment intéressés a des systemes
unidimensionnels (1D) de petite taille comportaes dystémes étendus autour d’un coeur
rigide (dicétopyrrolopyrrole ou DPP) et entourés digients systemes électro-actifs. Nous
avons modifié par la suite les fluorophores prénéxide maniere a pouvoir les conjuguer a
des molécules d’intérét biologique, comme des prege Ces fluorophores bio-conjugables
ont été greffés sur un peptide du virus HIV étwdidaboratoire : TAT (Trans-Activator of
Transcription). L'imagerie par microscopie biphadtpre a été effectuée avec succes sur des
cellules HeLa. Nous nous sommes ensuite tournélaensse au point de nouvelles sondes
multimodales pour associer la MEBP a une autre nitéd#lmagerie : la résonance
magnétique nucléaire et la microscopie électron{gquagerie corrélative). Pour ce faire nous
avons développé des colorants fluorescents patagivti bi-photonique comportant une
entité paramagnétique ou dense aux €lectrons (aaimpes de magnétite, ion gadolinium

[Il ou atomes lourds comme le platine et I'or,).

Abstract: Two-photon induced fluorescence is nowadays widedgd for the imaging of
biological tissues. The classical fluorophores usedconfocal microscopy exhibit low
sensitivity to two-photon excitation for the twoqibn excitation microscopy (TPEM), led
the researchers towards the development of newofilnmres, specifically engineered for
TPEM. This manuscript describes our work on conoeptynthesis and characterizations of
new one-dimensional fluorophores based on dicétopyrrole (DPP) central core,
surrounded by various electro-active systems thHromgconjugated systems. We also
modified such fluorophores to be able to conjughatan to molecules of biological interest,
such as proteins. These bio-conjugable fluorophae® grafted on a peptide of HIV virus
studied in our laboratory: TAT (Trans-Activator todnscription). The imaging by TPEM was
successfully performed on HelLa cells. In additiom developed new multimodal probes for
the correlative light electronic microscopy and fike correlative imaging fluorescence
microscopy/ Magnetic resonance imagingMRI). Theses multimodal probes associate a
fluorescent moiety based on the DPP core associatedparamagnetic or electron dense

entity (magnetite nanoparticles, gadolinium lllh@avy atoms such as platinum or gold).



