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Introduction générale

La découverte de la radiographie au XIX®™ siécle a été une avancée majeure de la médecine.
Pour la premiere fois, I’intérieur d’un organisme vivant devient visible sans une intervention
chirurgicale, la premiere technique d’imagerie non invasive est née. Depuis, I’imagerie médicale
n’a cess€ de se diversifier et de s’améliorer. Les appareils utilisés sont devenus trés performants
grace a 1’évolution du traitement informatique et aux avancées technologiques. Parmi ces
techniques, les plus connues du grand public sont la radiographie, I’échographie, 1’'imagerie par
résonance magnétique (IRM), I’imagerie nucléaire ou encore 1’imagerie optique qui possede de
nombreuses applications dans la recherche préclinique. Les protocoles d’acquisition d’une image
nécessitent dans certains cas I’emploi de complexes métalliques, pour obtenir ou pour améliorer le
contraste de I'image. Ces agents de contraste sont des molécules qui possedent des propriétés
physiques particulieres en fonction du type d’imagerie auquel ils sont destinés. Par exemple, I'IRM
requiert des molécules qui incorporent des atomes fortement paramagnétiques et 1’imagerie

nucléaire nécessite ’emploi de molécules radioactives.

Les techniques d’imagerie médicale actuelles possedent toutes des limites intrinséques et la
recherche se porte maintenant sur la complémentarit¢ de ces outils pour obtenir des imageurs
toujours plus performants. L imagerie multimodale est a I’heure actuelle en plein essor. Elle est
basée sur |’utilisation simultanée de plusieurs imageurs afin de compenser les points faibles de
chaque technique par l’acquisition de données complémentaires. De plus, la combinaison de
plusieurs techniques d’imagerie permet non seulement d’obtenir une image anatomique de
I’organisme étudié, mais aussi d’imager, grice a des agents de contraste spécifiques, des
phénomenes biologiques comme 1’expression d’une enzyme ou d’un biomarqueur. L’imagerie
multimodale est un domaine de recherche pluridisciplinaire auquel le chimiste participe, notamment
en élaborant de nouvelles molécules qui réunissent les caractéristiques physiques nécessaires pour

étre détectées par plusieurs techniques d’imagerie simultanément.

Le projet que nous avons développé se base sur le savoir-faire du laboratoire en terme de
synthese de ligands et de chimie de coordination. Nous avons choisi de synthétiser des ligands qui
seraient capables de complexer deux métaux différents sur la méme molécule. En effet, en
développant un ligand polyvalent en terme de propriétés de complexation, plusieurs associations de
métaux sont envisageables. Pour mener a bien ce projet nous avons choisi d’associer les
tétraazacycloalcanes aux porphyrines. Ces macrocycles présentent des propriét€s remarquables en
tant que ligand de nombreux cations métalliques et tout deux sont déja utilisés dans le domaine de
la santé. En effet, certains agents de contraste de I'IRM ont comme architecture un
tétraazacycloalcane et des dérivés porphyriniques sont utilis€s pour la thérapie photodynamique
(PDT). Le ligand que nous souhaitons synthétiser devra aussi inclure une fonction chimique libre
afin de pouvoir envisager le greffage de nos complexes sur des vecteurs biologiques. L’enjeu de ce
travail est donc la synthese de ligands et de complexes hétérobimétalliques présentant des propriétés

intéressantes pour I’imagerie médicale.
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Schéma 1 : Structure d’un ligand composé d’une porphyrine et d’un dérivé du cyclene.

Dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous allons nous nous intéresser aux différentes
techniques d’imagerie, a I’imagerie multimodale ainsi qu’aux différents exemples d’agents de
contraste multimodaux qui sont développés a I’heure actuelle. Le deuxieme chapitre porte sur la
synthese et la caractérisation de nos ligands dont I’architecture est basée sur 1’association de
porphyrines et de tétraazacycloalcanes. Le troisieme chapitre porte sur la synthése de complexes
hétérobimétalliques, incorporant des métaux d’intérét pour I’imagerie médicale. Ce chapitre inclut

aussi les études des propriétés de relaxivité de nos complexes.

Le quatrieme chapitre de ce manuscrit traite d’un projet de recherche que nous avons développé
en parallele du projet d’imagerie médicale. Ce projet porte sur I’élaboration de systémes incorporant
des BODIPY et des porphyrines afin d’étudier les phénomenes de transfert d’énergie qui peuvent
avoir lieu dans ce types de systemes. Nous avons mis au point ce projet en collaboration avec
I’équipe composée du Pr Franck Denat, du Dr Christine Goze, du Dr Bernhard Claire et de Bertrand
Brizet. Nous avons développé des voies de syntheése originales pour associer sur la méme molécule
les deux chromophores. Le quatrieme chapitre de ce manuscrit porte sur la synthese, les

caractérisations et les études photophysiques qui ont été effectuées sur ces systemes originaux.

-12-
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AAZTA
AcOH
APTS
BODIPY
BtOH
CB-TE2A

CCM
CEST
DCM
DDQ
DHB
DIPEA
DIBAL
DMF
DMSO
DO3AtBu
DOTA
DOTAtris-tBu

DOTAtris-tBu NHS

DTPA

EDC

EPR

ESI

EtOAc
EtOH

FDA

BEDG

HpD
ICP-AES
IRM
MALDI-TOF
MeCN
MeOH
NOTA
PARACEST
PDT

Acide 6-amino-6-méthylperhydro-1,4-diazépinetétraacetique

Acide acétique

Acide para-tolueéne sulphonique
Difluoroboron dipyrromethene
Hydroxybenzotriazole

“Cross-Bridged” 4,11-acide diacétique-1.,4,8,11-
tétraazabicyclo[6,6,2]hexadécane
Chromatographie sur couche mince
Chemical exchange saturation transfer
Dichlorométhane

2,3-Dichloro-5,6-dicyano- 1 4-benzoquinone
Acide 2,5-dihydroxybenzoique
Diisopropyléthylamine

Hydrure de diisobutylaluminium
Diméthylformamide

Diméthylsulfoxyde

tri-tert-butyl 2,2'2"-(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1 4,7-triyl)triacetate

1,4,7,10-Tétraazacyclododécane-1.,4,7,10-tetraacétate

2-(4,7,10-Tris(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-

yl)acétate

Tri-tert-butyl 2.2'2"-(10-(2-((2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)-2-oxoethyl)-

1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1 .4,7-triyl)triacétate
Diéthylenetriamine pentaacétate
1-éthyl-3-(3-diméthyl aminopropyl)carbodiimide
Enhanced permeation and retention effect
Electrospray ionization

Acétate d'éthyle

Ethanol

Food and drug administration

18-Fluorodéoxyglucose

Hematoporphyrin derivative

Inductively coupled plasma — atomic emission spectrometry

Imagerie par résonnance magnétique nucléaire

Matrix assisted laser desorption ionisation - time of flight

Acétonitrile
Méthanol

1,4,7-Triazacyclononane-1.4,7-triacétate
Paramagnetic chemical exchange saturation transfer

Photodynamic therapy
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Liste des abréviations

PET
RMN
SPECT
TETA
TFA
THF
UV-vis
VEGF

Positron emission tomography

Résonance magnétique nucléaire

Single photon emission computed tomography
1.4,8,11-Tétraazacyclotétradécane-1,4,8,1 1-tétraacétate
Acide trifluoroacétique

Tétrahydrofurane

Spectroscopie UV-visible

Vascular endothelial growth factor
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Chapitre I : Contexte du sujet : imagerie médicale, agents de contraste et complexes organométalliques

I. Présentation et histoire

Le terme imagerie médicale regroupe les différentes techniques qui permettent d'obtenir une
image d'un organisme sans que celui-ci soit endommagé par 1'analyse. Ces techniques utilisent des
ondes électromagnétiques ou mécaniques qui peuvent traverser la matiere sans l'altérer. Depuis la
fin du XIXeéme siecle jusqu’a nos jours plusieurs types d’imageurs ont été mis au point. Les
techniques les plus connues du grand public ont été découvertes dans les années 70, cependant c’est
dans les vingt dernieres années que les améliorations dans ce domaine ont été les plus nombreuses
(Figure 1).! L apparition de ces outils pour les médecins s’est souvent traduite par des avancées
médicales majeures. Dans le paragraphe suivant nous allons décrire ces techniques, celles qui nous

intéressent plus particulierement seront détaillées plus tard dans ce manuscrit.

TEP

Radiographie

d

Auto fluorescence IRM Scanner [ PET IRM / PET

1900 2010

Echographie Scanner Tomographie par Microscopie
fluorescence confocale

Figure 1 : Chronologie de l'apparition de différentes techniques d'imagerie médicale. D’apres la

revue de Weissleder et Pittet.'

La radiographie a été découverte a la fin du XIX®™ siécle par Rontgen, qui constata que les
rayons X étaient absorbés différemment par les tissus du corps humain. Cette technique encore
largement utilisée a l'heure actuelle permet d'obtenir des images précises des os et de certains
organes. Dans les années 70, grace aux avancées dans le domaine de l'informatique, la radiographie
a été améliorée en scanner par Godfrey Newbold Hounsfield et Allan MacLeod Cormack. Cette
technique permet a partir de plusieurs radiographies et apres traitement informatique d'obtenir des
images en deux ou trois dimensions. Pour certains types d'examens, comme celui des vaisseaux
sanguins il est nécessaire d'employer des agents de contraste a base d'iode. Cet élément a pour
propriété d'absorber fortement les rayons X et permet d’augmenter le contraste des tissus ou il est
présent.

C'est aussi dans les années 70 qu'ont €té découvertes plusieurs techniques largement utilisées a
I'heure actuelle, comme I’imagerie nucléaire, I'Imagerie par Résonance Magnétique nucléaire (IRM)
ainsi que plusieurs techniques d’imagerie optique. Les principes de fonctionnement de ces
différentes techniques seront décrits en détails dans le paragraphe suivant (§ II).
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Depuis une dizaine d'années, un nouveau concept a vu le jour : l'acquisition d'images selon
plusieurs techniques différentes.” En effet, chacune des méthodes précédemment décrites posséde
de nombreux avantages mais elles présentent toutes un certain nombre d'inconvénients intrinséques.
Un moyen de résoudre ces problemes est de superposer les images obtenues par différentes
techniques d'imagerie. Les premiers appareils de ce type couplent le scanner a I’imagerie nucléaire.
La résolution spatiale est apportée par le scanner et le marquage sélectif de certaines zones sont
apportés par la tomographie par émission de positrons PET (pour ‘“Positron Emission
Tomography”). Ce systeme s'est montré si efficace qu'a 1'heure actuelle les imageurs PET seuls ne
sont plus commercialisés.” Cependant plusieurs problémes subsistent. En effet, les patients sont
exposés a des rayonnements ionisants par les deux techniques et le scanner est peu performant pour
différencier les tissus mous en particulier sans agent de contraste.* C'est pourquoi a I'heure actuelle
de nouveaux imageurs associant '1RM a la PET voient le jour. Comme dans le cas de 1'association
du scanner et de la PET, il existe une grande synergie entre ces deux méthodes, du fait de la tres

bonne résolution anatomique de I'RM et de la sensibilité et la sélectivité de la PET.

PET/CT

PET/MRI

Figure 2 : Comparaison d'images obtenues par scanner / PET et par IRM / PET.

Cette technologie permet 1'acquisition simultanée des images par les deux appareils, alors que
dans le cas d'un imageur scanner/PET, le patient est d'abord imagé par le scanner et ensuite par la
PET. De plus I'IRM permet un bien meilleur contraste sur les tissus mous que le scanner (Figure 2),

cette technique trés prometteuse est récente et peu d'appareils sont installés a 1'heure actuelle.’

II. Techniques d'imagerie

II.1 L'imagerie par résonance magnétique nucléaire

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est basée sur le principe de la résonance
magnétique nucléaire (RMN) découverte dans les années 40. Cependant, c'est dans les années 70

que les travaux réalisés par Lauterburg® aboutissent a la construction d'images en deux ou trois
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dimensions. De nos jours, I'RM est largement utilisée en clinique. En effet, c’est un outil de choix

pour les médecins grice a I’obtention d’images avec une haute résolution spatiale et temporelle.

I1.1.1 Principe de fonctionnement

Certains noyaux atomiques qui possédent un moment cinétique de spin nucléaire, comme le 'H,
le ”C ou le *'P, ont la propriété de pouvoir interagir avec les champs magnétiques. L'IRM
s'intéresse principalement au proton du fait de son abondance dans les organismes vivants, sous la
forme de molécules d'eau. Un étre humain adulte est composé de 60 % d'eau environ. Quand ils
sont placés dans un champ magnétique les spins nucléaires des protons de la molécule d'eau
s'alignent de maniere parallele ou antiparallele avec ce champ. Cet équilibre est perturbé durant
I'analyse par une onde électromagnétique. Une fois cette perturbation terminée, les spins nucléaires
vont retourner a leur état d'équilibre. C'est le temps que met le spin a retrouver son état d'équilibre
qui est mesuré par l'imageur. Ce temps de relaxation est dépendant de nombreux parametres
notamment l'environnement de la molécule d'eau. C'est donc la différence de ces temps de
relaxation qui permet de donner un contraste différent selon les tissus. La relaxation du spin
nucléaire du proton est un mouvement hélicoidal autour de l'axe z, qui par convention suit le sens
du champ magnétique extérieur (Figure 3). On peut donc extraire deux composantes de ce
mouvement, la composante longitudinale T,, qui traduit le retour a 1'équilibre selon l'axe z et la

composante transversale T, qui traduit la diminution de 1’aimantation selon le plan xy.

Figure 3 : Mouvement de retour a 1'équilibre du spin nucléaire.

L'IRM a une trés bonne résolution spatiale jusqu'a la dizaine de um', mais souffre d'un manque
de sélectivité. Il est parfois difficile de différencier les tissus les un des autres si leur temps de
relaxation est proche. Un des moyens de remédier a ce probleme est d'accumuler du signal pour
augmenter le rapport signal sur bruit, mais de ce fait la durée de l'analyse augmente. L'autre
méthode est d'employer un agent de contraste qui va modifier le temps de relaxation des spins
nucléaires dans certaines parties du corps. A l'heure actuelle l'utilisation d'agents de contraste
concerne environ 35% des examens IRM.’

Les agents de contraste de I'RM sont élaborés a partir d'éléments paramagnétiques, comme le

gadolinium (III), le manganese (II) ou encore le fer. Ces éléments influent sur le temps de relaxation
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longitudinale T, et sur le temps de relaxation transversale T,.* Le gadolinium (III) et le manganése
(IT) augmentent la vitesse de relaxation (1/T,) des spins nucléaires des protons ce qui se traduit par
un signal plus intense sur 1'image obtenue. Ces éléments sont parmi les plus paramagnétiques du
tableau périodique puisqu'ils possedent sept électrons célibataires pour le gadolinium (II) et cinq
pour le manganese (II). Certains agents de contraste augmentent la vitesse de relaxation (1/T,),
induisant un signal plus faible sur I'image obtenue, on parle d'agents de contraste négatifs. Pour
pouvoir comparer les agents de contraste entre eux une grandeur caractéristique a été introduite : la
relaxivité (§ I1.1.3).

I1.1.2 Grandeurs caractéristiques d'un spectromeétre RMN, MHz | Tesla

Les imageurs IRM utilisent des aimants d'une puissance considérable en comparaison du
champ magnétique terrestre (environ 10° Tesla). Les appareils utilisés pour 1'étude de sujets
humains sont classés en trois catégories, les imageurs a bas champ, inférieur a 0,5 Tesla, a moyen
champ entre 0,5 et 1 Tesla et a haut champ, supérieur a 1 Tesla. Il existe aussi des appareils a tres
haut champ pour lesquels le champ magnétique peut atteindre des valeurs supérieures a 10 Teslas.

Ces valeurs de champs magnétiques sont utilisées en médecine et caractérisent la valeur du
champ de l'appareil concerné. Pour un chimiste organicien qui a pour habitude de travailler sur des
spectrometres RMN, ces grandeurs sont peu parlantes et bien que les appareils soient identiques sur
leur principe de fonctionnement les spectrometres RMN sont caractérisés, par convention, par la
fréquence de précession pour les expériences proton, par exemple 20 MHz ou 300 MHz.

La conversion entre ces deux grandeurs caractéristiques de 1'appareil utilisé s'effectue grace au
rapport gyromagnétique (Equation 1) qui est une constante du noyau étudié, le plus souvent le

proton.

Y
F o=
P \2x

Equation 1 : Fréquence de précession en fonction du champ magnétique.

B,

Fp : fréquence de précession (MHz)
Y : rapport gyromagnétique (42,576 MHz.T"' pour le proton)

B, : intensité du champ magnétique (T)

Le tableau suivant donne les équivalences de quelques valeurs de champs magnétiques ainsi

que leur équivalent exprimé en fréquence de précession pour le proton (Tableau 1).

B,(T) | 05 1 2 47 6 7 117 141 235

F,(MHz) | 21 42 84 200 255 300 500 600 1000

Tableau 1 : Conversion de quelques grandeurs caractéristiques (MHz/Tesla).
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I1.1.3 La théorie de la relaxation des spins

Les phénomenes qui entrent en jeu lors de la relaxation des spins nucléaires des protons en
présence d'ions paramagnétiques ont €té traduits en équations mathématiques par Solomon,
Bloembergen et Morgan.’

La vitesse de relaxation globale (obs) qui est mesurée par l'appareil est la somme des vitesses

de relaxation diamagnétique et paramagnétique (Equation 2).

1 = i + i avecn=1,2
Tn obs Tn dia n / para

Equation 2 : Vitesse de relaxation globale.

La contribution diamagnétique est la vitesse de relaxation des protons en l'absence d'agents de
contraste. La contribution paramagnétique peut étre exprimée comme l'augmentation de la vitesse
de relaxation due a l'espece paramagnétique en jeu, en fonction de la concentration de 1'élément
considéré (Equation 3). On introduit donc une grandeur r, (n = 1,2) : la relaxivité, qui s'exprime en
mM's”. La relaxivité est une valeur qui va ainsi permettre de mesurer l'efficacité d'un agent de

contraste pour pouvoir facilement le comparer aux autres.

L - r,|Gd]
n/ para
N +rn[Gd]avecn=1,2
n / obs n /dia

Equation 3 : Vitesse de relaxation paramagnétique pour un agent de contraste a base de gadolinium
(I11).

La plupart des agents de contraste utilisés en clinique possédent une valeur de relaxivité
comprise entre 4 et 10 mM™.s", pour des valeurs de champs magnétiques couramment utilisé en
IRM clinique, entre 1 et 7 Teslas.” Pourtant la théorie permet de calculer un maximum aux alentours
de 100 mM™"'s™'. De nombreuses équipes de recherche se sont donc intéressées a I'amélioration de
cette valeur, dans le but de diminuer la dose de produit de contraste nécessaire a 1'obtention d'une
image correctement contrastée. En effet, la concentration nécessaire est de 1'ordre de 0,1 mM ce qui
représente pour un adulte une quantité d'agent de contraste de l'ordre du gramme. La nouvelle
génération d'agents de contraste devrait étre plus sélective, plus sensible et aussi activable pour
pouvoir imager des processus biologiques sans se limiter a 1'étude anatomique du patient. Les

avancées dans le domaine des agents de contraste seront décrites plus loin dans ce manuscrit (§ III).
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I1.1.4 Facteurs influencant la relaxivité

Pour les agents de contraste a base de gadolinium (III), il existe plusieurs facteurs qui vont
modifier la valeur de la relaxivité. Cette derniere est dépendante de la température et du champ
magnétique, mais est aussi influencée par plusieurs facteurs microscopiques (Schéma 2). La valeur
de la relaxivité augmente avec la température, ce facteur est peu pris en compte puisque les analyses
se passent a température constante, celle de I'organisme étudié. Le champ magnétique influence
aussi la relaxivité, en effet, a bas champ, entre 20 et 100 MHz, la relaxivité a toujours une valeur
supérieure a celle mesurée a haut champ, au dessus de 200 MHz. Les facteurs microscopiques qui

influencent la relaxivité sont :

- le nombre de molécules d'eau directement coordinées au gadolinium (III) : q
- le temps moyen de résidence des molécules d'eau : t
- le temps de corrélation rotationnel, qui traduit la vitesse a laquelle le complexe tourne sur lui

méme : Ty

Schéma 2 : Les trois principaux facteurs qui influencent la relaxivité.

La relaxivité est directement proportionnelle au nombre de molécules d'eau coordinées au
centre métallique. Augmenter le nombre de molécules d'eau coordinées au métal est donc un bon
moyen d'augmenter la relaxivité d'un complexe. La vitesse d'échange k., (1/t,) de la molécule d'eau
joue un rdle important, plus elle est rapide et plus la relaxivité augmente. Cependant ce parametre
n'a d'influence que si le temps de corrélation rotationnel ¢, n'est pas trop rapide. Concretement, pour
les petits complexes moléculaires qui tournent vite sur eux-mémes, il faut déja ralentir cette
rotation, en augmentant la masse molaire par exemple, avant d'optimiser les caractéristiques de la

vitesse d'échange de la molécule d'eau."
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I1.1.5 Les agents de contraste de 'IRM

11.1.5.1 Définition

De maniére générale un agent de contraste est une molécule ou un assemblage moléculaire qui
va permettre d'augmenter ou de diminuer l'intensité du signal mesuré a 1'endroit ou il est présent.
Prenons comme exemples les agents de contraste de 1'IRM a base de gadolinium. Ce lanthanide est
un cation métallique trichargé, qui est toxique s'il est libre dans un organisme. En effet, le
gadolinium (III) posseéde un rayon atomique d’environ 1,8 A proche de celui du calcium et du
sodium qui ont eux aussi un rayon atomique d’environ 1,8 A. Le gadolinium peut donc interférer
dans des processus biologiques mettant en jeu du calcium. Le moyen pour pouvoir utiliser les
propriétés du gadolinium en se débarrassant de ces effets toxiques est de 1'encapsuler dans un ligand
organique. Le complexe ainsi formé doit répondre a plusieurs criteres de stabilité pour éviter de
relarguer le lanthanide durant I'analyse par des phénomenes de transmétallation ou de
transchélation. Ces criteres sont la stabilité thermodynamique, caractérisée par la constante de
stabilit¢ thermodynamique (log K), ainsi que la stabilité cinétique, le complexe doit €tre inerte

cinétiquement pendant la durée de I’examen.

11.1.5.2 Agents de contraste a base de gadolinium (111)

Bien qu'il existe des agents de contraste de I'TRM a base de manganese (II) et de fer, la plus
grande majorité des examens s'effectue avec des agents de contraste a base de gadolinium (III), a
savoir plus de 10 millions d'analyses par an dans le monde."

La majorité des agents de contraste de I’IRM sont élaborés a base de gadolinium (III) (Figure
4), pour deux raisons, la plus évidente est qu'il possede sept électrons célibataires sur son orbitale 4f
ce qui fait de lui un atome hautement paramagnétique. La seconde est plus subtile, puisqu'il existe
des lanthanides, par exemple le dysprosium (III) et I'holmium (III) qui ont un moment magnétique
plus important que celui du gadolinium (III). Pour des raisons d'asymétrie des orbitales
électroniques leur moment magnétique est plus important, mais cette asymétrie induit aussi une
relaxation électronique tres rapide. Le gadolinium (III) possede une orbitale S symétrique qui induit
un taux de relaxation électronique plus lent. C'est cette contribution électronique qui est plus en
accord avec la fréquence de Larmor du proton de la molécule d'eau qui permet au gadolinium (III)
d'étre plus efficace que tous les autres atomes pour augmenter la vitesse de relaxation des protons.*

Les agents de contraste utilis€és couramment en IRM a l'heure actuelle (Figure 4) sont des
agents extracellulaires qui ont une faible durée de circulation dans le sang et qui se distribuent
rapidement dans le plasma et les espaces extravasculaires.'" Les tumeurs étant souvent
hypervascularisées, ces agents de contraste vont s'y accumuler et permettre d'augmenter le contraste

sur ces lésions. Ils permettent aussi d'examiner I'état de la barriere hémato-encéphalique puisqu'en
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l'absence de 1ésion elle reste totalement imperméable a ce type de molécules. Dans les cas de
détériorations de cette barriere par une tumeur ou une autre lésion ces agents de contraste vont

pouvoir la franchir et s'accumuler dans les zones malades.
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Figure 4 : Agents de contraste commerciaux a base de gadolinium (III).

Ces complexes étant fortement hydrophiles, ils sont éliminés en quelques heures par les reins.
Grice a la valeur tres élevée de leur constante de stabilit¢ thermodynamique (Tableau 2) et a la
cinétique de décomplexation tres lente, ces molécules sont trés peu voire non toxiques méme pour
les fortes concentrations requises pour une analyse IRM. Des cas de fibrose systémique
néphrogénique ont été observés et reliés a 1'administration d'agents de contraste a ligand linéaire
depuis 2006. Ces cas concernent toujours des patients ayant de gros problemes rénaux, comme des
insuffisances rénales séveres ou ayant subit des transplantations rénales. Le complexe étant tres
difficilement éliminé de 1'organisme, il finit par se dissocier dans le corps et les effets toxiques du
gadolinium se font alors ressentir."” Ces effets secondaires trés graves ont été rapportés pour

l'utilisation de ligands linéaires, mais jamais pour les ligands cycliques du gadolinium.
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Constante de rals5T rAa3T
L Structure du stabilité e :
Caractéristiques ligand thermodynamique (60 MHz) (120 MHz)
(log K) (mmol™.s™) (mmol™.s™)
Magnévist® Linéaire 22.1 4.1 37
Dotarem® Cyclique 25.8 3.6 35
ProHance® Cyclique 23.8 4.1 37
Omniscan® Linéaire 16,9 43 40
MultiHance® Linéaire 22.6 83 6,2
Gadovist® Cyclique 21,8 4,7 36
OptiMARK® Linéaire 16,6 4,7 45

Tableau 2 : Caractéristiques physicochimique des principaux agents de contraste commerciaux a

base de gadolinium (III).

11.1.5.3 Agents de contraste basés sur d'autres centres métalliques

La recherche d'alternatives aux agents de contraste a base de gadolinium (III) se développe de
plus en plus, depuis 2006 du fait des effets indésirables observés chez les patients atteints

d'insuffisance rénale."

Les alternatives les plus prometteuses semblent étre l'utilisation du
manganese (II) ou de nano-particules de fer.

Le manganese (II) possede cinq électrons célibataires, un temps de relaxation électronique
long, et une vitesse d'échange rapide quand une molécule d'eau est coordinée au centre métallique.
Ces parametres en font un bon candidat pour I'RM. Le nombre de coordination du manganese (II)
est de six, il est de ce fait plus compliqué de créer des complexes d'une tres grande stabilité, qui
permettent I'entrée d'une ou plusieurs molécules d'eau dans la sphére de coordination." D'un point
de vue clinique le chlorure de manganese a €té utilisé comme agent de contraste et administré par
voie orale sous le nom de LumenHance®. Il est toujours utilisé sur des animaux et cette technique
est connue sous le nom de MEMRI (pour Manganese-enhanced MRI), qui permet d'étudier les flux
de calcium ainsi que le fonctionnement des connections neuronales. L'utilisation de fortes doses de
manganese libre est cependant toxique, l'accumulation du métal libre dans le systtme nerveux
central provoque une dégénérescence de type maladie de Parkinson. Le seul agent de contraste
injectable a base de manganése (II) est le Teslascan® (Figure 5). La sphere de coordination du métal
dans ce complexe comporte déja 6 atomes, il n'y a donc pas de molécule d'eau directement
coordinée au manganese, la valeur de la relaxivit¢ du complexe est donc plutdt faible,
r,=15mM 's' a20°Cetad4,7 T." Il est spécifique a I'étude du foie puisqu'il est internalisé par les
cellules saines du foie et est métabolisé ce qui provoque le relargage de métal libre qui interagit

avec les structures intracellulaires. Ce relargage provoque une forte amélioration de la relaxivité et
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de ce fait du signal. Les cellules saines du foie ressortent donc avec un contraste positif et les zones

plus foncées traduisent une lésion hépatique.'®

00 0.0
T - T
N ‘\ ':’ N
Mn
N= —N

H,03PO OPO3H,

Teslascan®

Figure 5 : Agent de contraste commercial a base de manganese (II).

Les nanoparticules de fer utilisées en imagerie médicale sont toutes composées d'un cceur
métallique entouré d'une couche de polymere organique afin d'empécher l'agglomération et la
précipitation des particules. Le cceur métallique est a base d'oxydes de fer, le plus souvent de la
magnétite (Fe;O,) ou de la maghémite (Fe,O;). L'enveloppe est composée de polymeres
biocompatibles, par exemple le dextran, un polymere de glucose ou le polyéthylene glycol (PEG).
Suivant le polymere utilisé pour I'enveloppe, les propriétés pharmacocinétiques des nanoparticules
peuvent étre modifiées. Les nanoparticules de fer sont tres vite absorbées par le systeme
immunitaire et se retrouvent dans les organes riches en macrophages, cependant I'utilisation du
PEG pour l'enveloppe allonge le temps de circulation des nanoparticules dans le sang. La surface
des nanoparticules peut aussi étre fonctionnalisée par des molécules vectrices comme des anticorps
ou des protéines.

La biodistribution et la pharmacocinétique de ces particules sont tres dépendantes de leur taille.
Elles ont donc été classées en trois catégories selon leurs tailles respectives, les MPIO (pour
Micrometer-sized Paramagnetic Iron Oxide) de l'ordre du micrometre, les SPIO (pour Super-
Paramagnetic Iron Oxide) qui mesurent quelques centaines de nanometres et les USPIO (pour
Ultrasmall Super-Paramagnetic Iron Oxide) qui mesurent moins de 50 nanometres de diametre. La
durée de circulation dans les vaisseaux sanguins des nanoparticules augmente quand leur taille
diminue, elles sont éliminées moins rapidement par les défenses immunitaires. Plus les
nanoparticules circulent longtemps plus elles peuvent profiter de 1’effet EPR (pour Enhanced
Permeation and Retention effect) qui permet aux nanoparticules de s’accumuler sélectivement dans
les tumeurs grace a trois facteurs spécifiques aux tissus cancéreux. En effet, comme les tumeurs
sont hypervascularisées, les parois des vaisseaux sanguins sont dégradées et de ce fait perméables
aux nanoparticules et enfin elles sont en général mal reliées aux canaux lymphatiques qui
permettraient I’élimination des nanoparticules des tumeurs."”

Les inhomogénéités magnétiques locales crées par les particules déphasent les spins des
protons et de ce fait réduisent le temps de relaxation transversale de la molécule d'eau. Cet effet est
appelé susceptibilité magnétique ( yB ) et entre dans la formule du temps de relaxation transversale
total (T,") (Equation 4)."®

-32-



Chapitre I : Contexte du sujet : imagerie médicale, agents de contraste et complexes organométalliques

1—i+B
Lo,

Equation 4 : temps de relaxation total T,".

Plusieurs produits de contraste commerciaux a base de nanoparticules de fer existent a 1'heure
actuelle, par exemple le Resovist®, le Combidex® ou le Feridex®. Leurs caractéristiques principales

sont résumées dans le tableau suivant (Tableau 3).

i oo diamétre de la r,( mM's")a
Nom commercial enveloppe diametre du cceur .
particule 1,5T (60 MHz)
Feridex® Dextran 4,96 nm 160 nm 120
Resovist” Carboxydextran 4,00 nm 60 nm 186
Combidex® Dextran 5,85 nm 35 nm 65

Tableau 3 : Caractéristiques d'agents de contraste commerciaux a base de nanoparticules de fer.

Les nanoparticules de fer influent principalement sur le temps de relaxation T,, ce qui se traduit
par une perte d'intensité sur les images obtenues. Cette perte de signal peut étre un inconvénient
pour produire des images d'organes ou le signal est faible, et une perte de signal en IRM peut étre
due a d'autres causes biologiques que la présence d'agent de contraste.'” Pour pallier a cet

inconvénient des nanoparticules incorporant du gadolinium ont été décrites.”

I11.1.54 Agents de contraste "CEST", "PARACEST" et agents intelligents : "smart
probes"

Dans ce paragraphe nous allons nous intéresser a une avancée récente dans le domaine de
I’IRM, ces molécules sont des exemples d’une nouvelle génération d’agents de contraste qui visent
a amélioré la sensibilité de cette technique d’imagerie.

La technique d'imagerie CEST (pour Chemical Exchange Saturation Transfer) utilise la
propriété de certains protons a pouvoir s'échanger avec les protons de la molécule d'eau. C'est dans
les années 90 que ce phénomene a été utilisé pour produire du contraste en IRM. Pendant une
analyse RMN il est possible de diminuer l'intensité d'un signal a un déplacement chimique connu
par l'application d'une radio fréquence a la longueur d'onde adéquate, c'est le phénomene de
saturation. Si cette saturation s'effectue sur des protons échangeables, il est possible de diminuer
aussi l'intensité du signal des protons avec lesquels cet échange a lieu, en IRM, les molécules d'eau.
Les agents CEST sont donc des molécules discretes ou des polymeres portant des fonctions avec
des protons échangeables comme les amines, amides ou les groupements guanidinium. Pour obtenir
une image CEST il faut faire deux acquisitions, la premiere ou un groupe de protons est saturé par
une radio fréquence, la seconde sans saturation préalable. La différence entre ces deux acquisitions

est I'i'mage CEST ou les zones contenant 'agent de contraste sont mises en évidence.
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Pour pouvoir saturer les protons de 'agent de contraste sans saturer directement les protons de
la molécule d'eau, la différence de déplacement chimique doit étre assez importante, de 1’ordre de
plusieurs ppm.

Ce probleme peut étre résolu par l'utilisation d'agents de contraste PARACEST (pour
PARAmagnetic Chemical Exchange Transfert). Ces agents sont des complexes de lanthanides
paramagnétiques, qui induisent un tres fort déplacement chimique pour certains groupes de protons,
quelques dizaines de ppm. Dans certains cas il est possible que plusieurs groupes de protons, et
ainsi plusieurs fréquences, puissent étre utilisées pour l'analyse.”'

Les techniques CEST et PARACEST, apportent de nouvelles possibilités d'analyse par rapport
a I'1RM, comme 1'étude de plusieurs parametres biologiques, comme le pH, la température, 'activité
d'une enzyme, ou les propriétés redox de structures d'intéréts.”> Un avantage majeur par rapport aux
agents de contraste classiques de I'IRM, est la possibilité "d'allumer" ou "d'éteindre" la sonde en
appliquant ou non la radio fréquence adéquate.

Les agents intelligents, "smart probes" correspondent a une avancée récente dans le domaine
des agents de contraste et proviennent d'un changement du concept d'agent de contraste. La
premiere génération des agents de contraste de I'IRM s'attachait a améliorer le contraste des zones
analysées, mais 1'étude se limitait a I'anatomie de la zone en question. La sensibilité des agents de
contraste activables est influencée par le parametre biologique a étudier. Pour 1'IRM, c'est la
relaxivité de 'agent de contraste qui va étre améliorée durant l'analyse. Les facteurs principaux qui
influencent la relaxivité sont décrits plus avant dans ce manuscrit (§11.1.4).

La stratégie la plus utilisée pour augmenter la relaxivité d'un complexe de gadolinium est
l'augmentation du nombre de molécules d'eau dans la premiere sphere de coordination. L'exemple
suivant (Figure 6) montre un complexe de gadolinium dont un des bras a été fonctionnalisé par du
galactose, qui grice a son encombrement stérique bloque l'acces de la molécule d'eau au
gadolinium. Sous l'action de la [B-galactosidase, le bras galactose va étre éliminé et libérer 'acces a

la molécule d'eau.’

Figure 6 : Agent activable sensible a la B-galactosidase.

D'autres molécules fonctionnent sur la méme principe et servent a étudier la répartition de
certains cations biologiques, comme le montre 1'exemple suivant (Figure 7) ou la relaxivité du
complexe est augmentée par la présence de Calcium. L'espaceur entre les deux complexes de
gadolinium comporte quatre fonctions carboxylates qui, en l'absence de calcium vont venir

compléter la sphere de coordination du lanthanide. En présence de calcium les carboxylates de
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l'espaceur vont libérer de 1'espace dans la sphere de coordination du gadolinium et ainsi augmenter

fortement la relaxivité du complexe.”
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Figure 7 : Agent activable sensible au calcium.

Ces agents de contraste activables présentent de nombreux avantages notamment un rapport
signal sur bruit tres élevé. Ils ont le potentiel de détecter des dysfonctionnements physiologiques a
des stades tres précoces des maladies. Bien que de nombreux exemples soient décrits dans la
littérature, ces agents de contraste activables correspondent a une avancée récente de 1’imagerie

moléculaire et a I’heure actuelle peu d'agents intelligents ont étés utilisés in vivo.

I1.2 Les techniques d'imagerie nucléaire

L’imagerie nucléaire est apparue dans les années 70 et repose sur la détection de rayons y émis
par un radiotraceur injecté a un patient. Le terme radiotraceur désigne ici une molécule ou un
assemblage moléculaire dans lequel est incorporé un atome radioactif. Les différentes techniques
d’imagerie décrites dans ce paragraphe, la tomographie par émission monophotonique et la
tomographie par émission de positrons ont pour caractéristique commune d’étre tres sensibles. La
principale différence entre ces deux techniques d’imagerie est la fagcon dont sont générés les rayons

Y qui vont étre détectés par les imageurs.
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I1.2.1 Les différents modes de décroissance radioactive

La décroissance radioactive est le retour a un état stable des atomes radioactifs, cette
décroissance n'est pas régie par l'environnement ou I'état chimique d'un atome, c'est un phénomene
totalement statistique qui suit une exponentielle décroissante. La valeur caractérisant cette
décroissance radioactive est la demi-vie d'un élément, c'est le temps qu'il lui faut pour que la moitié
des atomes a 1'état excité retournent a 1'état fondamental.

Selon les éléments considérés il existe plusieurs voies pour le retour a un état stable. L'émission
" est le résultat de la transformation d'un neutron en proton, avec €émission d'un électron e et d'un
antineutrino électronique \Z(Equation 5). L'élément fils Y créé durant cette émission n'est pas le

méme que 1'élément pere X puisqu'il possede un proton en plus.

A A - o
,X—=, Y +e +v,

Equation 5 : Equation bilan de I'émission .

L'émission B* est le résultat de la transformation d'un proton en neutron, avec émission d'un
positron e* et d'un neutrino électronique v, (Equation 6). L'élément fils Y créé durant cette émission

n'est pas le méme que 1'élément pere X puisqu'il possede un proton en moins.

A A +
—
,X—=, Y+e +v,
Equation 6 : Equation bilan de I'émission p*.

La radioactivité o désigne I'émission d'un noyau d'hélium, composé de deux protons et de deux
neutrons (Equation 7). L'élément fils Y créé durant cette émission n'est pas le méme que 1'élément

pere X puisqu'il possede deux protons en moins

A A-4 4
—
,X—, Y+ He
Equation 7 : Equation bilan de I’émission .

Pour les éléments émetteurs de rayons v, plusieurs types de décroissances sont possibles. La
transition isomérique est un réarrangement énergétique a l'intérieur du noyau souvent d'un état
excité métastable vers un état fondamental avec émission simultanée d'un photon de haute énergie :
un rayon y. Aucune particule ne se transforme durant cette émission, l'atome fils et donc le méme

élément que I'atome pére (Equation 8).
Ay* A
—_—>
X =, X+y
Equation 8 : Equation bilan d'une transition isomérique.
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La capture d'électron est un autre type de décroissance radioactive qui se traduit par I'émission
d'un photon y. C'est un électron de cceur qui va étre capté par un proton pour former un neutron,
l'orbitale électronique déficiente en électron va étre comblée par une cascade de transitions
électroniques en émettant un ou plusieurs photons y. Pour certains éléments la capture d'électron
peut €tre en compétition avec I'émission de positron.

Les rayons y sont de méme nature que les rayons X, il y a chevauchement des gammes
spectrales entre les rayons y de faibles énergies et les rayons X de hautes énergies, la seule
différence entre les deux rayonnements est leur origine, une transition électronique pour les rayons

X et une transition nucléaire pour les rayons y.

11.2.2 La tomographie par émission monophotonique

La tomographie par émission monophotonique ou SPECT (pour Single Photon Emission
Computed Tomographie) fonctionne grace a des traceurs radioactifs émetteurs de rayons y qui sont
injectés au patient. Des y caméras qui tournent autour du sujet vont capter les rayons y et les
convertir en données informatiques quantifiables, grice aux collimateurs, scintillateurs et
photomultiplicateurs (Schéma 3). Le collimateur absorbe tous les photons qui ne sont pas émis dans
l'axe de la y caméra, de facon a distinguer clairement deux zones d’émissions différentes. Le
scintillateur est un matériau qui sert a transformer les photons y en photons visibles qui vont étre
transformés en électrons par le photomultiplicateur, ce signal brut est ensuite traité par informatique
pour reconstituer une image.

gamma caméra

photomultiplicateur \

> traitement
—

informatique

injection du radiotraceur rayon absorbé par le \ collimateur

collimateur rayon
A AN
gamma

scintillateur

LN
(M

Schéma 3 : Principe de fonctionnement d'un imageur SPECT.

Les imageurs SPECT sont souvent couplés a un scanner d'une part pour apporter la résolution
anatomique puisqu'un imageur SPECT seul ne détecte que les photons v, et d'autre part le scanner,
qui utilise des rayons X, permet de mesurer les coefficients d'atténuations des tissus qui sont
nécessaires pour le traitement des données brutes fournies par les y caméras, afin de reconstituer

l'image avec la meilleure résolution possible.* L'atténuation des tissus peut aussi étre mesurée par
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un autre détecteur y et une source de rayons y externe simultanément a 1'analyse quand 1'appareil est

utilisé seul sans scanner.

11.2.3 La tomographie par émission de positrons

La tomographie par émission de positrons ou PET (pour Positron Emission Tomography)
fonctionne sur le méme principe que la SPECT, puisque l'appareil détecte lui aussi des photons 7.
C'est le moyen d'émission des rayons y qui différent entre les deux techniques d'imagerie." En
imagerie PET, c'est un émetteur 3" qui est injecté au patient et c'est le positron en se recombinant
avec un électron qui va émettre simultanément deux photons y dans des directions diamétralement
opposées et d'énergie équivalente (511 Kev). Du fait de cette détection simultanée il est possible
apres calcul de connaitre avec précision le lieu de I’émission des deux rayons y. Un imageur PET
peut aussi se passer de collimateurs qui font fortement chuter 1’intensité du signal recu par les

détecteurs.

détecteurs de
la caméra TEP

©®RC2C

rayons
gamma

Figure 8 : Emission de deux photons y a partir d'un élément émetteur 3*.

Avant de se recombiner avec un électron, le positron est émis avec une certaine énergie
cinétique et peut étre diffusé ou diffracté par la matiere. Il s'éloigne donc obligatoirement du noyau
dont il est issu. Ceci pose donc un probléme de résolution intrinseque a la méthode d'analyse. La
SPECT et la PET ont des résolutions assez proches, 1 a 2 mm. Cependant le traitement
informatique nécessaire a une analyse PET est plus important que pour une analyse SPECT, ce qui

rend cette technique plus coiiteuse.'
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I1.2 4 Les éléments utilisés en imagerie nucléaire

Le choix de 1'élément a utiliser en imagerie nucléaire est conditionné par plusieurs criteres,
physiques et chimiques, a savoir :

- la demi-vie de 1'élément

- I'énergie des photons y émis durant l'analyse

- la méthode de production, la disponibilité et le colt de 1'élément

- le nombre d'étapes nécessaire a la syntheése du radiotraceur

La demi-vie de 1'élément doit étre adaptée a la durée de 1'analyse et ne doit pas étre trop longue,
de maniere a éviter l'exposition prolongée a la radioactivité si le produit de contraste n'est pas
totalement éliminé apres 1'analyse. La gamme des énergies des photons y est de quelques centaines
de keV de maniere a garder une bonne résolution, tout en étant le moins nuisible possible pour la
santé du patient. Certains éléments radioactifs utilisés en imagerie nucléaire sont des produits de
désintégration d'autres éléments. Si ces éléments peres peuvent étre immobilisés sur des supports
solides, comme des résines échangeuses d'ions et que 1'élément désiré est facilement séparable de
I'élément pere, il est possible de fabriquer des générateurs contenant I'élément pere qui produit au
court du temps l'élément désiré qui est récupéré par €lution. Les éléments pour lesquels la
fabrication de générateurs n'est pas possible doivent étre produits a la demande dans un cyclotron et
utilisés dans un délai dépendant de leur demi-vie. La décroissance radioactive d'un élément étant un
phénomene purement statistique, il n'existe aucun moyen de ralentir la décroissance radioactive et
donc de "stocker" la radioactivité. De ce fait le nombre d'étapes nécessaires a la syntheése du
radiotraceur doit étre limité au minimum de maniére a gagner du temps et a contaminer le moins de
matériel possible.”

Pour l'imagerie SPECT, 1'élément le plus utilisé est le technétium-99m, puisqu'il est employé
dans plus de 80% des analyses. Le technétium-99m est dans un état métastable, c’est a dire un état
instable thermodynamiquement mais dont la cinétique est lente. Cet élément a beaucoup
d'avantages, il posseéde une demi-vie relativement courte de 6 h et émet un photon y a une énergie
de 140 keV, ce qui permet d'obtenir une image bien résolue dans des conditions de sécurité
acceptables. Le technétium-99m est généralement produit grace a un générateur “Mo/*"Tc. Le
molybdeéne-99 est immobilisé sur de l'alumine il suffit d'éluer avec une solution saline pour
récupérer du technétium-99m dans des gammes de concentration de 1'ordre de 10° 2 107 molaire. Il
est donc facile a produire dans n'importe quel lieu pour un cofit relativement faible.”® Les autres
éléments utilisés en SPECT sont le gallium-67, l'indium-111 ou 1iode-123, leurs caractéristiques

sont décrites dans le tableau suivant (Tableau 4).
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Elément demi-vie énergie des photons y (keV) production
T 6,02 h 141 générateur *Mo/*"Tc
"'n 2,83 jours 171,247 cyclotron
Ga 783 h 93, 184, 300, 393 cyclotron
| 132h 159 cyclotron

Tableau 4 : Exemples d'éléments utilisés en imagerie SPECT.

Pour I'imagerie PET, il est important que I'élément utilis€é n’ait pas d'autres décroissances
radioactives que 1'émission d'un positron. C'est le fluor-18 qui est le plus utilisé, depuis la mise au
point de la synthése du 18-FDG (pour Fluorodéoxyglucose-18). Cet analogue fluoré du glucose va
s'accumuler dans les cellules qui consomment du glucose, mais sa métabolisation est bloquée tant
que le fluor-18 ne s'est pas transformé en oxygene-18. Le 18-FDG s'accumule donc dans les cellules
du cerveau, du foie et les cellules cancéreuses. L'utilisation de ce produit a été une des avancées

majeures pour la technique PET.

OH

@)
HO
HO
18|:

OH
Schéma 4 : Structure du 18-FDG.

D'autres éléments peuvent étre utilisés comme le carbone-11, 1'azote-13 ou l'oxygene-15. 1ls
sont cependant moins faciles a2 manipuler que le "*F, puisqu'ils possédent des temps de demi-vie
plus courts et qu'il faut souvent plusieurs étapes de synthese ou de purification pour obtenir un
radiotraceur contenant ces éléments. Certains métaux sont aussi de bons candidats pour 1'imagerie
PET, ils présentent un avantage en terme de radiosynthése par rapport aux éléments présentés
précédemment. En effet, un ligand adapté peut étre préalablement préparé et seulement la derniere
étape de complexation du centre métallique sera une étape impliquant un élément radioactif. De
maniere non exhaustive on peut citer le cuivre-64, le gallium-68 ou le zirconium-89, leurs

propriétés sont rappelées dans la tableau suivant (Tableau 5).
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Elément demi-vie énergie des positrons (keV) production
e 20,4 min 960 cyclotron
"N 10 min 1190 cyclotron
0 2,1 min 1720 cyclotron
18R 1,83 h 640 cyclotron
%Cu 12,7h 656 cyclotron
%Ga 1,10 h 1880, 770 générateur ®*Ge/**Ga
¥7r 78.5h 897 cyclotron

Tableau 5 : Exemple d'éléments utilisés en imagerie PET.

I1.3 Les techniques d'imagerie optique

Le terme imagerie optique regroupe les méthodes qui utilisent les photons du visible ou proche
infrarouge pour obtenir des informations structurales ou fonctionnelles sur le sujet de 1’étude.
L’imagerie optique est largement utilisée depuis les années 80 en biologie dans de nombreuses
méthodes de dosages biologiques et d’imagerie in vitro ou ex vivo. Les techniques d’imagerie
optique présentent les avantages d’€tre tres sélectives, tres sensibles et faciles a mettre en ceuvre. De
nouvelles méthodes d’imagerie in vivo se développent a I’heure actuelle et permettent d’imager des
sujets aussi bien a 1’échelle d’un petit animal qu’a celle d’une cellule. De nombreuses techniques
comme la tomographie par fluorescence sur petit animal, la microscopie confocale ou la
microscopie par fluorescence se sont développées et sont utilisées en biologie et en clinique a
I’heure actuelle.”” L’imagerie optique in vivo comporte des limitations intrinseéques, les
inconvénients majeurs sont la faible pénétration des rayonnements dans les tissus du fait de la
diffusion, ainsi que l’autofluorescence des milieux biologiques. Selon leur longueur d’onde les
photons n’interagissent pas de la méme fagon avec le milieu biologique, une « fenétre d’imagerie »
peut ainsi étre définie en considérant 1’absorption des composants principaux des tissus vivants, par
exemple 1’eau, I’hémoglobine ou la mélanine. Cette plage de longueur d’onde ou les tissus

absorbent le moins est située entre 650 nm et 1450 nm (Figure 9).**
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Figure 9 : Absorption de différents tissus en fonction de la longueur d’onde. D’apres la revue de

Pansare et al.®

11.3.1 Caractéristiques photophysiques d’un fluorophore

Les différentes techniques d’imagerie optique, qui utilisent des fluorophores comme moyen de
détection, reposent sur le méme principe physique, a savoir la capacité qu’ont certaines molécules
d’absorber des photons a une certaine longueur d’onde et a en réémettre a une longueur d’onde plus
élevée : la fluorescence ou la phosphorescence. Les différents états excités ou fondamentaux par
lesquels passent les fluorophores ainsi que les événements qui permettent ces transitions sont
représentés dans le diagramme de Jablonski (Figure 10), du nom du physicien polonais qui proposa

ce diagramme dans les années 30.”

2nd état
singulet —
g —_ : S,
Conversion
.z interne
Etats excités 1er état 1
singulet __]
Etat
triplet

Absorption
Fluorescence
%

Etat fondamental

Figure 10 : Diagramme de Jablonski.”
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Il est important de noter la différence fondamentale qu’il existe entre la fluorescence et la
phosphorescence. Les deux phénomenes débutent par 1’absorption d’un photon, le fluorophore
passe d’un état fondamental a un état excité singulet. Des phénomenes de désexcitation non
radiative de la molécule vers le milieu, regroupés sous le terme conversion interne vont avoir lieu.
Le fluorophore atteint son état singulet excité le plus bas en énergie S,. C’est le passage de 1’état S,
a I’état S,, qui se produit avec I’émission d’un photon qui est appelé fluorescence. La
phosphorescence implique un changement d’état de spin, généralement du premier état singulet
excité S, vers 1’état triplet T, par un croisement inter-systemes. C’est le passage de 1’état T, a I’état
Sy, qui se produit avec 1’émission d’un photon qui est appelé phosphorescence. Les changements
d’état de spin sont interdits par la physique quantique, 1’état triplet de certaines molécules a de ce
fait une tres longue durée de vie en comparaison des transitions autorisés, jusqu’a la seconde pour la
phosphorescence, 10"° s pour 1’absorption, 10"* s pour la conversion interne et 10® s pour la
fluorescence.

Du fait du nombre important de niveaux excités rotationnels et vibrationnels et de la conversion
interne, 1’émission en fluorescence s’effectue toujours a une longueur d’onde plus élevée que
I’absorption, cet écart entre les maximums d’absorption et d’émission est appelé déplacement de
Stokes (Figure 11). Il est important que ce déplacement ne soit pas trop faible afin que les photons

émis ne puissent pas €tre réabsorbés par le fluorophore lui méme.

Déplacement de Stokes

. émission
absorption

A

Figure 11 : Exemple d’un déplacement de Stokes pour une porphyrine.

Une autre caractéristique importante est le rendement quantique de fluorescence ou de
phosphorescence, suivant le phénomene mis en jeu. Cette valeur sans unité traduit ’efficacité du
fluorophore, c’est globalement le nombre de photons émis par une molécule divisé par le nombre de
photons absorbés. La brillance permet de comparer les fluorophores entre eux, puisqu’elle est le
produit du coefficient d’extinction molaire et du rendement quantique.” La durée de vie de I’état

excité est aussi une propriété importante puisque certaines analyses peuvent s’effectuer en temps
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résolu, ce qui permet de sélectionner le fluorophore a imager si sa durée de vie est relativement
différente de celle des autres fluorophores présents dans le milieu. La stabilit¢ chimique et la

stabilité photochimique sont aussi a prendre en compte pour I’imagerie.

11.3.2 Exemples de fluorophores utilisés en imagerie optique

Il existe une grande variété de fluorophores organiques utilisés en biologie et répertoriés dans

des revues récentes.”® ** Les exemples présentés dans ce paragraphe sont les dérivés les plus

N

courants et les seuls composés organiques qui sont autorisés pour une utilisation en clinique

o

o

I’heure actuelle.” Les fluorophores organiques sont des dérivés aromatiques fortement conjugués
base de cycles benzéniques et de différents hétérocycles.

La fluorescéine est tres utilisée a 1’heure actuelle en recherche dans plusieurs domaines comme
la biochimie, la biologie ou la médecine (Schéma 5). Ce fluorophore est connu depuis la fin du
XIX*™ siecle puisqu’il a été synthétisé pour la premicre fois par Baeyer en 1871. Cette molécule,
tres soluble dans I’eau existe sous plusieurs formes protonées ou neutres qui dépendent du pH. De
nombreux dérivés de la fluorescéine ont €t€é synthétis€és pour modifier ses propriétés de
fluorescence, de photostabilité, de basicité, de sensibilité au pH ou encore pour la greffer a diverses

molécules afin de 1’utiliser dans des tests biologiques.

OH

Schéma 5 : Structure de la fluorescéine.

Un autre exemple de molécules aux propriétés intéressantes pour I’imagerie optique est la
famille des cyanines et plus particuliecrement 1’indocyanine verte (Schéma 6). En effet,
I’indocyanine verte est a I’heure actuelle la seule molécule organique ayant des propriétés
d’absorption et d’émission dans le proche infrarouge (A gs : 775 nm, Ay, : 831 nm) a étre autorisée
par la FDA (pour Food and Drug Administration, aux Etats-Unis) pour des tests sur des patients

humains.?®

O O
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4

Schéma 6 : Structure de 1’indocyanine verte.
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Les dérivés de la famille des cyanines sont hydrosolubles et ont des coefficients d’absorption
élevés (environ 200 000 M .cm™), mais souffrent de rendements quantiques plutdt faibles (1-18%).
Il est possible de déplacer fortement les longueurs d’ondes d’absorption et d’émission vers le
proche infrarouge en augmentant la taille du pont polyméthéne entre les deux hétérocycles. De
nombreux dérivés de ces molécules ont été synthétisés pour améliorer les propriétés photophysiques

de ces systemes, pour les fonctionnaliser et les vectoriser.”

III. Agents de contraste multimodaux

Les techniques d’imageries détaillées dans le paragraphe précédent sont tres performantes et
correspondent toutes a de grandes avancées technologiques dans le domaine. Cependant toutes ses
techniques souffrent de points faibles ou de limitations intrinseques, la sensibilit¢ pour 'IRM, la
profondeur d’analyse pour I’imagerie optique ou encore 1’absence d’images anatomiques,

’utilisation de rayons ionisants ou la résolution pour I’imagerie nucléaire (Tableau 6).

Imagerie nucléaire
Technique IRM Imagerie optique
PET SPECT
Rayons ionisants Non Oui Oui Non

Profondeurs . - o

d’analyse Pas de limite Pas de limite Pas de limite 1-2 cm
Sensibilité mM uM - pM uM - pM uM - pM
Résolution 100 wm I mm I mm 2 mm

Tableau 6 : Récapitulatif des caractéristiques des différentes techniques d’imagerie.

Une nouvelle approche pour améliorer les systemes existants est de coupler plusieurs
techniques d’imagerie afin de pouvoir obtenir, aprés reconstruction informatique, des images
superposées en cumulant les points forts de chaque technique et de s’affranchir de leurs points
faibles respectifs. Ce concept porte le nom d’imagerie multimodale, plusieurs approches sont

possibles pour obtenir le maximum d’informations lors d’un seul examen :

- Détecter plusieurs signaux grice a plusieurs techniques d’imagerie (association PET/CT par
exemple).

- Détecter des signaux de longueurs d’onde différentes grace a une seule technique (Imagerie
multicolore en imagerie optique par exemple).

- Détecter un signal sur un seul appareil mais en retirer plusieurs informations grace a

plusieurs séquences différentes (expériences en T, et en T, pour I'IRM par exemple).
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Les agents de contraste utilisés en clinique qui représentent la premicre génération des agents
de contraste, voient leur efficacité limitée intrinséquement par plusieurs parametres. En effet, ils ne
sont détectables que par une seule technique d’imagerie et ainsi ne permettent d’analyser qu’un seul
parametre a la fois. Dans le cas ou plusieurs informations en terme de précision anatomique ou de
comportement physiologique sont nécessaires il faut utiliser plusieurs agents de contraste sur
plusieurs appareils. Les agents de contraste de premiere génération émettent un signal en continu ce
qui réduit leur efficacité dans le cas ou ils ciblent spécifiquement certaines structures biologiques
puisqu’une molécule qui aura atteint sa cible sera détectée de la méme maniere qu'une molécule ne
I’ayant pas encore rejoint ou ’ayant déja quitté ce qui réduit considérablement le contraste. Les

objectifs pour les agents de contraste de deuxieme génération sont donc :

- L’amélioration du rapport signal sur bruit, en maximisant 1’intensité du signal dans la
zone ciblée, en diminuant 1’intensité du bruit de fond, ou les deux a la fois. Pour ceci il
est nécessaire de développer de nouveaux agents vectorisés biologiquement ou de rendre
ces agents activables.

- Le développement de nouveaux agents qui peuvent étre détectés par plusieurs imageurs
et ainsi donner acces en un seul examen a plusieurs types de données: les agents

multimodaux.

I11.1 Imagerie multimodale a I’heure actuelle

A T’heure actuelle I’imagerie multimodale est encore une discipline naissante. En effet, seule la
tomographie par émission de positrons associée au scanner rayons X est courante en clinique. Les
protocoles établis a I’heure actuelle sont en majorité basés sur 1’utilisation du Fluorodéoxyglucose-
18 qui va s’accumuler dans les tissus ayant une consommation de glucose anormalement élevée et
fournir ainsi une information métabolique. La partie scanner de 1’appareil est en charge de fournir
une image anatomique précise, afin de pouvoir situer apres superposition des deux images, les
zones qui présentent des activités métaboliques anormales.

Les examens sur ce type d’appareil couramment appelés PET-scan s’effectuent en un seul

examen, les deux détecteurs étant présents sur le méme appareil.
I11.2 Exemples d’agents de contraste multimodaux

Les techniques d’imagerie médicale utilisées en clinique a I’heure actuelle utilisent des agents
de contraste spécifiques qui sont performants dans leur domaine d’application. (§ II) Les enjeux

pour le développement de nouvelles sondes sont de les rendre détectables par plusieurs imageurs

différents. Ceci peut en effet limiter I’emploi de plusieurs produits de contraste, mais surtout
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garantit la méme biodistribution de 1’agent de contraste et permet d’imager les mémes structures
biologiques.
Dans les paragraphes suivants nous détaillerons quelques exemples de la littérature de

structures élaborées dans le but d’associer plusieurs techniques d’imagerie.

I1.2.1 Association de 'imagerie nucléaire et de I'imagerie optique

Les sondes multimodales congues pour 1’imagerie nucléaire et 1’imagerie optique sont des
outils de choix, du fait de la sensibilit¢ des deux techniques, pour cibler des processus
physiologiques, I’expression d’enzymes ou encore pour cibler des tumeurs.”

Dans ce type d’agents de contraste le traceur radioactif permet de déterminer la biodistribution
de la molécule dans l’organisme. Le traceur optique qui nécessite une infrastructure et un
équipement beaucoup moins lourd peut étre visualis€é en temps réel durant une intervention
chirurgicale ou endoscopique par exemple.

Cette approche permettrait dans le cas idéal d’injecter un produit de contraste a un patient, ce
produit s’accumulerait spécifiquement dans les tissus ciblés. Ces zones seraient détectées avec
précision par une technique d’imagerie nucléaire et dans un laps de temps trés court apres
I’acquisition de 1’image, un chirurgien assisté d’un détecteur optique pourrait enlever toute la zone
marquée par 1’agent de contraste optique.

L’équipe de Van Leeuwen a récemment décrit la synthése d’une molécule (Schéma 7) couplant
un dérivé du DTPA qui a été utilisé pour chélater de I’'indium-111 pour la SPECT, avec un
fluorophore de la famille des cyanines, les deux traceurs étant vectorisés par un polypeptide
cyclique, I’Ac-TZ14011.”
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Schéma 7 : Structure du dimere (Ac-TZ14011)2-MSAP. D’apres la publication de

Van Leeuwen et al >
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L’enjeu de ce type de traceur vectorisé biologiquement est de garder la sélectivité et une bonne
affinité du vecteur, ici le polypeptide, pour sa cible, dans ce cas les récepteurs a chemokine 4 qui
sont surexprimés sur beaucoup de cellules cancéreuses. En effet, les agents de contraste sont des
molécules dont la taille n’est pas négligeable et ils auront un effet sur la biodistribution de la
molécule finale. Dans cette étude le groupe de Van Leeuwen a synthétisé plusieurs molécules
comprenant un, deux ou quatre motifs polypeptidiques. C’est dans le cas du dimere que la
sélectivité et I’affinité du vecteur pour sa cible sont les meilleures et que la molécule a moins
d’influence sur la viabilité des cellules.

L’équipe de Sevick-Muraca™ a décrit en 2010 la fonctionnalisation d’un anticorps, le
trastuzumab, qui se lie avec les récepteurs HER-2 qui sont surexprimés sur certaines lignées de
cellules cancéreuses ainsi que sur leurs métastases. Cet anticorps a été marqué par un chélateur du
cuivre-64, un dérivé du DOTA commercial et par un fluorophore commercial I'IRDye® 800CW
(Schéma 8).

SO;

SOgNa

NaO,C

Schéma 8 : Structure de I’TRDye® 800CW.

L’anticorps marqué par en moyenne deux complexes de *Cu et deux molécules d’IRDye®
800CW a été injecté en intraveineuse a des souris porteuses de tumeurs de cancer du sein hautement
métastatiques et son efficacité a été comparée a celle du 18-FDG. Le nouvel agent de contraste
multimodal est aussi efficace que le 18-FDG pour cibler la tumeur mais est beaucoup plus sensible
pour détecter les métastases.

En 2008, I’équipe de Chen a décrit I’étude de I’efficacité d’un assemblage d’un dérivé du
DOTA complexant du cuivre-64 sur une nanoparticule semi-conductrice fluorescente a base de
cadmium et de sélénium, un “quantum dot” commercial. Cet assemblage est fonctionnalisé par une
protéine, la VEGF (pour Vascular Endothelial Growth Factor). Les récepteurs cellulaires de cette
protéine, responsables de la croissance des vaisseaux sanguins, sont surexprimés dans les tumeurs
qui, du fait de leur croissance non contrélée, ont besoin d’un accroissement constant des vaisseaux
sanguins les irriguant. Le systéme décrit est donc vectorisé par la VEGF et marqué par le cuivre-64
et par le “quantum dot” qui fluoresce a 703 nm. Le vecteur employé montre une bonne affinité pour
sa cible, ce systeme présente quelques inconvénients notamment I’emploi de métaux lourds dans la
nanoparticule qui peuvent se révéler toxiques s’ils ne sont pas entierement éliminés de

I’organisme.”
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De nombreux autres exemples sont disponibles dans la littérature, notamment les BODIPY
associés a des complexes de métaux pour 1’imagerie nucléaire décrits par une équipe de notre
institut.”® Des chélateurs de type DOTA ont été associés avec des dérivés de cyanines par 1’équipe
de Coogan.”” L’équipe de Pandey® a marqué a 1’iode-124 un dérivé de la chlorophylle-a, cette
structure a des applications en imagerie mais aussi pour le traitement du cancer par thérapie

photodynamique, qui sera détaillée plus loin dans ce manuscrit. (§V.3.3)

111.2.2 Association de 'imagerie optique et de 'IRM

Les avantages d’associer 'IRM a I’imagerie optique sont : la résolution tres élevée de I’IRM et
la sensibilité de ’'imagerie optique. La combinaison de ces deux techniques peut conduire a des
applications tres diverses, allant de la chirurgie assistée a la validation ou au suivi de I’efficacité
d’un traitement.*’ La différence de sensibilité entre les deux techniques, d’un facteur 1000 environ,
est un des enjeux de la conception de ce type d’agents de contraste.

Pour remédier a ce probléme 1’équipe de Lukes* a synthétisé en 2010 un dendrimere avec pour
base une 3-cyclodextrine fonctionnalisée par des complexes de gadolinium chélatés par un dérivé
du DOTA pour le contraste en IRM et portant aussi des groupements fonctionnalisés par de la
fluorescéine pour I’imagerie optique. En moyenne leur édifice contient 6,9 complexes de

gadolinium et 0,1 fluorescéine par B-cyclodextrine (Schéma 9).

Schéma 9 : Structure d’une cyclodextrine fonctionnalisée par des complexes de gadolinium et de la

fluorescéine. D’apres 1’article de Lukes et al.*

-49-



Chapitre I : Contexte du sujet : imagerie médicale, agents de contraste et complexes organométalliques

Les études réalisées sur ces systemes montrent qu’ils possédent des caractéristiques
intéressantes pour I'IRM. En effet, la relaxivité des systeémes est de 22 s'mM™ a 20 MHz et a 25°C.
Des études de cytotoxicité ont aussi été entreprises et les résultats montrent une absence de toxicité
de ces édifices.

En 2011, I’équipe d’Engelmann*' a mis au point un agent bimodal ciblant une enzyme la -
galactosidase. Leur stratégie est de permettre aux molécules détectables d’étre internalisées et
accumulées dans des cellules exprimant ’enzyme [-galactosidase gridce a un fragment
polypeptidique terminé par un galactose (Schéma 10). Le sucre est d’autre part fonctionnalisé par
un complexe de gadolinium et une fluorescéine. Les molécules fragmentées par 1’enzyme dans
certaines cellules sont donc retenues et s’accumulent dans ces cellules tandis que les autres

molécules qui ne rencontrent pas I’enzyme sont éliminées de 1I’organisme.

.
CH
o

HO O _~_NH

peptide

Schéma 10 : Structure d’un peptide fonctionnalisé grace a un lien galactose consommable par la [3-
galactosidase portant un complexe de gadolinium et une fluorescéine. Tiré de 1’article de

Engelmann et al.*'

Les tests in vitro ont été effectués sur des cellules exprimant la $-galactosidase et des cellules
ou I’enzyme n’est pas exprimée. Les auteurs signalent une accumulation préférentielle dans les
cellules exprimant I’enzyme, mais ont noté une internalisation non négligeable dans les cellules
n’exprimant pas la [-galactosidase. Ils ont néanmoins pu prouver que le concept de détection de
I’activité d’une enzyme par deux méthodes, I’IRM et I’imagerie optique était possible.

Une autre approche pour compenser le manque de sensibilité de 'IRM vis a vis de I’imagerie
optique est ’utilisation de nanoparticules. Ces entités présentent les avantages de pouvoir
transporter une grande quantité de principe actif sur une seule particule, elles peuvent aussi selon
leur taille tirer profit de I’effet EPR (§ 11.1.5.3) et leur fonctionnalisation peut elle aussi influer sur
la biodistribution par 1’incorporation de divers vecteurs biologiques. De nombreux exemples de
nanoparticules avec des applications dans le domaine de I’'imagerie multimodale IRM/optique sont

regroupés dans plusieurs revues récentes.”” ' Le principal inconvénient de I’emploi de
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nanoparticules de fer pour I'IRM est qu’elles sont responsables d’une atténuation de signal. Cette
baisse de I’intensité est dans certains cas plus difficile a mettre en évidence qu’une augmentation de
I’intensité du signal. Pour pallier a cet inconvénient des nanoparticules de silice incorporant du

gadolinium et divers lanthanides luminescents ont récemment été décrites.*

111.2.3 Association de 'imagerie nucléaire et de 'IRM

Les techniques d’imagerie nucléaire, en particulier la PET, sont tres sensibles et
particuliecrement adaptées pour 1’étude des mécanismes biologiques, si I’expérimentateur dispose
des agents de contraste adéquats. Apres les avancées et le succes du couplage de la PET et du
scanner, 1’évolution logique est de coupler les techniques d’imagerie nucléaire avec I’IRM. La tres
bonne résolution anatomique de I’IRM et I'utilisation d’ondes magnétiques non-ionisantes sont des
avantages, qui additionnés a la sensibilit¢ de la PET, font que cette association semble tres
prometteuse. Les imageurs réalisant les deux analyses a 1’échelle du corps humain sont encore rares
et beaucoup de modeles a I’heure actuelle sont composés des deux détecteurs séparés qui utilisent le

méme lit qui se déplace d’un appareil a I’autre (Figure 12).

Figure 12 : Schéma d’un imageur PET/IRM.

La difficult¢é de D’incorporation d’un insert PET dans une machine IRM est d’ordre
technologique puisqu’il est impératif d’empécher les interférences mutuelles, en effet, 'IRM
nécessite ’emploi de forts champs magnétiques et de radiofréquences qui perturbent les détecteurs
PET et cette derniere déstabilise et rend inhomogene le champ magnétique, ce qui perturbe
I’analyse IRM. Récemment la société Siemens a développé et mis sur le marché un appareil corps
entier, couplant les deux techniques d’imagerie. Des études sont en cours a I’heure actuelle pour

découvrir et évaluer les possibilités apportées par ce nouvel outil.**
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Figure 13 : Schéma de 1’appareil IRM/PET intégré corps entier développé par Siemens.

Récemment 1’équipe de Caravan* a décrit I’utilisation d’un agent de contraste déja utilisé pour
I’IRM, en le fonctionnalisant par deux centres métalliques le gadolinium et le cuivre-64. La
molécule utilisée porte le nom de EP-2104R, il s’agit d’un peptide composé de six acides aminés
qui sont fonctionnalisés par quatre complexes de gadolinium dans un macrocycle dérivé du DOTA
(Schéma 11). Cet agent de contraste cible sélectivement la fibrine présente principalement dans les
caillots sanguins responsables des occlusions artérielles, des infarctus, des embolies ou des

accidents vasculaires cérébraux.
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Schéma 11 : Structure de I’EP-2104R.

En remplacant une partie, environ 5% d’apres les études HPLC, des atomes de gadolinium de
la molécule par des atomes de cuivre-64 cet agent de contraste devient bimodal. Les images et
études in-vivo menées montrent une bonne efficacité de 1’agent de contraste en terme de sélectivité
et de contraste pour les deux techniques I'IRM et la PET.*

L’équipe de Scolastico’ a récemment décrit plusieurs molécules a base d’un peptide
synthétique, le DB58 mimant une séquence naturelle d’acides aminés : Arginine-Glycine-acide

aspartique (Schéma 12). Ce peptide sert de vecteur pour la molécule puisqu’il présente une forte
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affinité, sous sa forme contrainte ici par un azabicycloalcane, pour l’intégrine o.f3; qui est

surexprimée sur les cellules des néovaisseaux qui irriguent les tumeurs.

> @\m);mﬂ“
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Schéma 12 : Structure du peptide biomimétique DB58 fonctionnalisé. D’apres 1’article de

Scolastico et al *®

Ce polypeptide cyclique a été fonctionnalisé par plusieurs macrocycles, afin de complexer une
grande variété de métaux utiles pour I’imagerie. Les résultats les plus prometteurs en termes de
sensibilité pour I'IRM et de stabilit¢ du complexe formé avec les métaux radioactifs utilisés pour la
PET, ont été obtenus en fonctionnalisant le polypeptide par un macrocycle dérivé de I’AAZTA

(Schéma 13) complexant du gallium-68 ou du gadolinium.
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Schéma 13 : Structure d’un macrocycle AAZTA (acide 6-amino-6-méthylperhydro-1.4-

diazépinetétraacetique).

En 2010 I’équipe de Caravan’ a synthétisé un agent de contraste sensible au pH des tissus. La
mesure du pH dans les tissus biologiques par une méthode non invasive est une mesure utile pour la
détection de certaines maladies ou le suivi de I’évolution d’un traitement. L’agent de contraste
employé est un complexe de gadolinium dérivé du DOTA marqué au fluor-18 grace a une réaction
de chimie “click” (Schéma 14).
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Schéma 14 : Structure d’un complexe de gadolinium sensible au pH, marqué au fluor-18. D apres

I’article de Caravan et al.’’
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La mesure du pH par I'IRM existait déja, le protocole nécessitait cependant I’enregistrement de
deux images avec deux complexes de gadolinium différents, en estimant que leur répartition était
équivalente et en considérant les variations d’intensité entre les deux images comme la variation du
pH dans les tissus. En effet, c’est la relaxivité du systeéme qui est modifiée par un changement de
pH, mais cette valeur varie aussi avec la concentration de gadolinium. Pour une mesure fiable il faut
donc évaluer la concentration en agent de contraste dans les tissus a analyser. L’introduction d’un
atome de fluor-18 sur la molécule permet de doser la concentration en agent de contraste avec une
précision de I’ordre de la millimole. De plus le développement d’insert PET adapté dans un imageur
IRM permet de mesurer simultanément la concentration et la relaxivité.*’

Plusieurs équipes ont envisagé d’utiliser des nanoparticules comme agent de contraste de
I’imagerie IRM/PET. Des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (SPION) ont été
fonctionnalisées par des macrocycles azotés adaptés pour complexer du cuivre-64.* Des
nanoparticules a base de gadolinium recouvertes d’une couche de silice ont été ensuite marquées
par de ’indium-111 par I’équipe de Billotey.” Des nanoparticules de fer dopées au manganése ont
été fonctionnalisées par de la tyrosine, un atome d’iode-124 a ensuite été substitué sur ce

groupement tyrosine par 1’équipe de Cheon.”

IV. Le projet d’imagerie médicale a Dijon

Depuis plusieurs années, la volonté de développer un pdle d’imagerie médicale de pointe a
Dijon s’est traduite par la mise en place de plusieurs projets regroupant des partenaires publics et
privés. Tout d’abord par la création du GIE (Groupement d’Intérét Economique) Pharmimage® qui
associe plusieurs entreprises privées a des laboratoires publics dont I'ICMUB. Le GIE
Pharmimage® est un projet transversal axé sur la mise au point de traceurs et la détermination de
biomarqueurs capables de permettre le suivi de D’efficacité des traitements et la sélection de
molécules plus actives. En parallele 'ICMUB est fortement impliqué, au méme titre que le conseil
régional de Bourgogne et le CNRS, dans la convention 3MIM (pour Marquage de Molécules par les
Meétaux pour I'Imagerie Médicale) qui a pour but de développer des agents chélatants destinés a une
utilisation en imagerie médicale. Récemment, le projet d’Equipex IMAPPI (pour Integrated
Magnetic resonance And Positron emission tomography in Preclinical Imaging) a été€ retenu et sera
développé a Dijon. Ce projet se base sur la collaboration des équipes de recherches et de la société
Bioscan et a pour but d’implanter un prototype d'IRM-TEP petit animal a Dijon. L’ICMUB
intervient dans ce projet au niveau de la synthése de molécules complexantes des métaux d’intérét

pour I’imagerie.
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V. Les complexes métalliques et la chimie des ligands.

Comme nous I’avons vu dans les différents exemples du paragraphe précédent (§II1.2), de
nombreux agents de contraste sont constitués de complexes métalliques. En effet, les
caractéristiques de certains métaux comme le gadolinium et son fort paramagnétisme sont a la base
des agents de contraste performants pour I’'IRM par exemple.

Pour I’imagerie nucléaire des éléments autres que des radiométaux sont fréquemment utilisés
comme le fluor-18, I’oxygene-15 ou le carbone-11. Les agents de contraste développés en majorité
jusqu'a présent sont de petite taille et de faible durée de vie biologique, ils sont donc bien adaptés a
I’utilisation de noyaux radioactifs qui possedent une faible durée de demi-vie, qui sont peu
encombrants stériquement et n’influencent pas fortement les caractéristiques de biodistribution de la
molécule marquée. Malgré les avancées amenées par les petites molécules comme le 18-FDG, ces
agents de contraste souffrent de quelques inconvénients li€s a la courte demi-vie des éléments
utilisés. Ils permettent d’imager uniquement des processus biologiques rapides de 1’ordre de la
minute jusqu’a quelques heures grace a des vecteurs a faible durée de vie biologique. L’isotope
radioactif doit étre incorporé par une réaction chimique sur la molécule vectrice ce qui peut poser
des problemes d’ordre synthétique, enfin 1’utilisation d’isotope a faible durée de vie implique que la
production d’éléments radioactifs par un cyclotron doit étre locale du fait des temps de transport
forcément limités.”' L’utilisation d’autres vecteurs comme des peptides, des anticorps ou des
fragments d’anticorps qui ne sont pas forcément compatibles avec les méthodes chimiques utilisées
pour le marquage implique le développement d’une autre stratégie de marquage. L’emploi des
métaux radioactifs représente une alternative viable qui nécessite 1’insertion d’un chélateur sur le
vecteur biologique.

Le fait de vouloir injecter un métal dans un organisme n’est pas anodin puisque la majorité des
métaux sont toxiques a des doses relativement faibles. Il faut donc rendre ces métaux inertes vis-a-
vis du milieu biologique, en utilisant un ligand organique qui va emprisonner fortement le métal qui
ne pourra pas étre libéré dans le milieu biologique et ne sera plus toxique. Il faut préter une
attention toute particuliere a la stabilité thermodynamique et cinétique du complexe formé et ainsi
éviter les phénomenes de transmétallation, de transchélation ou d’oxydo-réduction qui peuvent
mener au relargage du métal.

Dans ce paragraphe nous allons nous intéresser aux ligands organiques qui sont utilisés a

I’heure actuelle ainsi qu’a ceux qui pourraient I’€tre pour de futurs agents de contraste.
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V.1 Les macrocycles organiques

Les macrocycles sont une catégorie de molécules cycliques généralement composées d’une
répétition de sous-unités. A la différence des polymeres, la structure d’un macrocycle est toujours
finie et identique pour toutes les molécules.

Les macrocycles organiques se divisent en plusieurs familles (Schéma 15), les cyclodextrines
qui sont un assemblage de sucres, les éthers couronnes et les cryptands sont composés de fonctions
éther et sont respectivement des macrocycles et des polymacrocycles, les calixarenes ont pour unité

de base des phénols et les annulénes qui sont des hydrocarbures cycliques aromatiques.

0 o R o/ OH (l)H OH HO
HO 1 " on 3

OH o)

© OHCg) //\ /\\

OH o)

I vy

HO (0] OH O\_/O

4

Schéma 15 : Exemples des différentes familles de macrocycles. 1) Cyclodextrines, 2) Ethers

couronne, 3) Calixarenes, 4) Cryptands, 5) Annulénes.

Du fait de leur géométrie cyclique les macrocycles possedent une certaine rigidité qui en font
des briques élémentaires de choix pour la chimie supramoléculaire. Ils comportent aussi une cavité
dont la géométrie, la taille et I’accessibilité dépendent du type de macrocycle considéré. Cette cavité
peut accueillir une molécule organique ou inorganique, de ce fait les macrocycles sont des
molécules tres utilisées dans la chimie hote-invité. Les macrocycles trouvent des applications dans
des domaines tres différents comme le transport de principes actifs, le piégeage de composés, la
complexation de centres métalliques et peuvent étre utilisés pour augmenter la solubilité de certains
substrats ou trouvent des applications en catalyse.

Les macrocycles se différencient des ligands monodentates par le fait qu’ils incorporent
plusieurs atomes ou fonctions coordinantes sur la méme molécule. Les ligands polydentates
linéaires forment ainsi de complexes métalliques plus stables que les ligands monodentates, cet effet
est appelé effet chélate. Les macrocycles polydentates forment des complexes plus stables que les
chélates linéaires, cet effet est appelé 1’effet macrocyclique. Enfin les cryptands forment les
complexes plus stables du fait de la préorganisation du ligand qui forme une cage autour du centre

métallique. (Schéma 16).
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Schéma 16 : Augmentation de la stabilité des complexes formés avec 1’augmentation de la

préorganisation et des contraintes de symétrie sur le ligand. D’apres la revue de Busch.™

De maniere générale le gain de stabilit¢ d’un complexe peut étre relié au degré de

préorganisation du ligand, plus celui-ci sera contraint dans une symétrie treés adaptée pour le métal

en question, plus le complexe sera stable. L’effet associé est souvent li€¢ a la cinétique de

complexation qui peut étre plus longue dans le cas de ligands tres rigides.”

Prenons pour exemple la constante de la formation de complexes de cuivre (II) avec trois

ligands différents, I’acide iminodiacétique, le DTPA et le DOTA. La constante thermodynamique

de formation du complexe augmente avec le nombre de fonctions chélatantes sur le ligand ainsi

qu’avec le degré de préorganisation du ligand (Tableau 7).

Acide
iminodiacétique DTPA DOTA
O._OH o
Licand HOOC /—4
igan —COOH ﬁN g\NS OH
HN HOOC™ N~ >""~">N""COOH N
\—COOH L HO </N\)L
HOOC COOH )—/ Ho X0
Log K (Cu™) 10,6 21,5 223
M+1L)

Tableau 7 : Constantes de complexation du cuivre (II) avec I’acide iminodiacétique, le DTPA et le

DOTA. D’apres la revue de Popov et. al.”

Les macrocycles azotés peuvent €tre divisés en deux familles celle des cycles saturés avec

comme exemple le cyclene et le cyclame, et celle des macrocycles aromatiques azotés comme par

exemple les porphyrines ou les phtalocyanines. Dans le prochain paragraphe nous allons nous

intéresser plus particulierement a ces deux familles de macrocycles azotés saturés et insaturés.
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Schéma 17 : Exemples de macrocycles azotés 1) 1,4,7-Triazacyclononane, 2) 1,4,7,10-

I\ NHHN ‘

Tétraazacyclododécane, 3) Porphyrine, 4) Phtalocyanine.

V.2 Les ligands polyaminocarboxyliques

Les ligands azotés saturés dont il est question dans ce paragraphe sont des aminoacides
cycliques ou linéaires qui ont pour propriété principale de former des complexes tres stables et
solubles avec quasiment tous les ions métalliques connus. Les fortes valeurs de constantes de
stabilité sont dues au cumul de plusieurs effets, la basicité des fonctions amines, les charges
négatives des groupements carboxylates, la formations de plusieurs cycles a cinq chainons avec le
centre métallique et le caractere préorganisé et flexible des ligands qui s’adaptent ainsi a la taille du
métal.”” Les anions polyaminocarboxylates ont des applications dans de nombreux domaines
notamment pour la régulation de la concentration des métaux. La production annuelle d’EDTA et
des autres ligands polyaminocarboxyliques est de 1’ordre du millier de tonnes. En effet, leurs
utilisations sont multiples dans des domaines comme les détergents, le textile, les solutions de
développement photographique, les procédés de galvanisation ou la polymérisation.

Ces ligands ont trouvé des applications en médecine et en biologie. Depuis les années 40 et le
développement de la fission nucléaire, ils se sont révélés étre de bons décontaminants pour les
organismes pollués par des métaux lourds ou des éléments radioactifs. IlIs sont également tres
utilisés dans le domaine de I’imagerie médicale comme le montre les exemples cités dans ce

manuscrit.

V.2.1 Les agents bifonctionnels chélatants

La nécessité de créer des agents de contraste sensibles qui permettent d’obtenir des images avec
un bon rapport signal sur bruit ou qui ciblent un phénomene biologique particulier implique
’utilisation de vecteurs biologiques. Pour marquer une molécule plusieurs méthodes sont possibles,
le marquage direct par substitution d’un atome de la molécule par un atome radioactif par exemple,
cette méthode ne s’applique pas pour toutes les molécules du fait des conditions de radiomarquage
qui ne sont pas compatibles avec tous les vecteurs biologiques et se limite aux agents de contraste

de I’'imagerie nucléaire. De maniere plus générale I'utilisation d’un agent bifonctionnel chélatant
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donne acces a un tres grand nombre de combinaisons possibles entre les métaux utilis€s en imagerie

et les vecteurs.

Vecteur

hgand —

l

métal
lien
Figure 14 : Structure d’un agent de contraste vectorisé biologiquement

Un agent de contraste vectoris€ se compose de quatre parties auxquelles il faut porter une
attention particuliere lors de son élaboration. Le vecteur va déterminer quelle structure ou
phénomene biologique est ciblé par le produit de contraste. L’agent bifonctionnel regroupe le lien et
le ligand, c’est généralement un ligand dont la structure a été modifiée pour lui apporter une
fonction de greffage qui va créer une liaison covalente entre le vecteur et le ligand. Le métal
incorporé dans le ligand est bien entendu choisi en fonction du type d’imagerie visée.”

Les points importants dans 1’élaboration d’un agent de contraste vectorisé sont la conservation
de la stabilit¢é du complexe pour éviter tout relargage de métal en milieu biologique et la
conservation de I’efficacité et de la sélectivité du vecteur employé. En effet, la modification de la
structure du vecteur par un complexe organométallique peut completement modifier la
pharmacocinétique du vecteur notamment si ce dernier est de taille proche de celle du complexe. La
modification du ligand par 1’incorporation d’une fonction de greffage ne doit pas se faire au
détriment de la stabilité des complexes.

Les fonctions chimiques qui sont introduites sur les ligands sont choisies de maniére a pouvoir
réagir facilement avec les fonctions présentes sur les vecteurs envisagés, qui sont souvent des
structures composées de protéines ou d’acides aminés. Les stratégies les plus utilisées sont de créer
des liaisons avec les amines primaires ou les fonctions thiols présentes sur certains acides aminés.
Les fonctions utilisées le plus fréquemment sont donc des acides carboxyliques et leurs dérivés
activés, les anhydrides, les maléimides, la fonction isocyanate ou isothiocyanate qui vont former
respectivement des liaisons urées et thiourées avec les amines primaires. D’autres combinaisons

sont bien siir possibles mais moins courantes dans la littérature (Figure 15).**
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GD-COOH + HN—<D» — GB-CONH-D C-NH, + OCN—<D — (B-NHCONH-D
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Figure 15 : Exemples de liaisons utilisés pour des agents bifonctionnel chélatants. D’apres la revue
de Tei et al™

V.2.2 Les chélates linéaires

Le composé polyaminocarboxylique linéaire le plus utilisé en imagerie est le DTPA. Le sigle
DTPA est I’abréviation du nom IUPAC de la molécule a savoir diéthylenetriamine pentaacétate
(Schéma 18). La premiere synthese de ce composé fut décrite en 1956 par 1’équipe de Frost, il
s’agissait de la réaction de la diéthylenetriamine et du formaldéhyde en présence de cyanure de

sodium.”

HOOC
b

HOOC™ NN ~N"cooH
HOOC COOH

Schéma 18 : Structure du DTPA

Le complexe de gadolinium du DTPA est le premier produit autorisé pour I’utilisation en
clinique comme agent de contraste de I'IRM. Ce produit de contraste porte le nom de Magnevist® et
est toujours utilisé a I’heure actuelle. Grace a la grande variété de métaux que ce ligand peut
complexer, il a aussi été utilisé comme agent de contraste de I’imagerie nucléaire en formant des
complexes avec I’'indium-111, le technétium-99m ou le gallium-67/68. Dans les années 90, 1’équipe
de Lamberts a développé 1’Octreoscan® qui est un octréotide radiomarqué a I’indium-111 complexé
par un dérivé du DTPA.® Le lien entre le DTPA et 1’octréotide est en fait un des bras acide
carboxylique du DTPA qui a été utilisé pour créer une liaison amide.

L’un des premiers exemples d’agent bifonctionnel chélatant a base de DTPA a été décrit par
1’équipe de Colcher (Schéma 19).”
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Schéma 19 : Structure d’un agent bifonctionnel chélatant dérivé du DTPA. D’apres 1’article de

Colcher et al.”’

Ce dérivé incorpore une fonction benzylisothiocyanate sur un des ponts éthylene de la
molécule. Cette fonction va permettre de former une liaison thio-urée en réagissant avec les amine
primaire (Figure 15) de certains acides aminés, principalement les résidus lysine Une grande
avancée dans le domaine du DTPA fonctionnalisé a été apportée par Williams et Rapoport en
19937 La stratégie utilisée est rapide avec de bons rendements avec comme produit de départ des
acides aminés commerciaux.

Les dérivés linéaires présentent pour la majorité des métaux des cinétiques de complexation
tres rapides dans des conditions de réaction tres douces. Cet avantage certain se traduit aussi de
maniere logique par des cinétiques de décomplexation relativement rapides qui peuvent parfois

poser probleme en cas de relargage de métal dans I’organisme étudié.

V.2.3 Les macrocycles

L’utilisation des ligands polyaminocarboxyliques macrocycliques vient du fait qu’ils possedent
des propriétés de complexation et de stabilité excellentes vis-a-vis d’une large gamme de cations
métalliques de degré d’oxydation +II ou +III. Ils apportent surtout une tres grande amélioration par
rapport aux ligands polyaminocarboxyliques linéaires au niveau de la cinétique de formation et de
dissociation des complexes. En effet, d’'un point de vue cinétique les complexes a ligand
macrocyclique sont quasiment inertes dans les conditions physiologiques, ce qui les rend trés peu
sensibles aux réactions de transmétallation vis-a-vis des métaux endogenes comme le zinc (1) ou le
calcium (II). Cette propriété est tres importante notamment pour les agents de contraste de I'IRM

qui sont injectés a des concentrations élevées.”
o o) OHHO__O
o Oy OH ¢ ﬁ: j¢
[\ N OH
N N~>: [ ]
HO<;/N\%O ° HO<;J{V)]§
- IE)1
O

0 0”7 “OH HO
NOTA DOTA TETA

Schéma 20 : Structure des ligands polyaminocarboxyliques macrocycliques les plus courants
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Il existe une grande diversité de ligands polyaminocarboxyliques macrocycliques, dans ce
paragraphe nous nous intéresserons aux structures les plus courantes, les dérivés du NOTA, du
DOTA et du TETA.

Depuis leurs premieres méthodes de syntheése dans les années 80, les travaux sur les syntheses
et les fonctionnalisations de ces dérivés macrocycliques ont été nombreux. Les stratégies pour
synthétiser des agents bifonctionnels chélatants a partir des macrocycles de départ sont au nombre
de trois. L’utilisation d’une des fonctions acide carboxylique pour créer une liaison amide et
apporter une autre fonction sur la molécule est la seule méthode qui ne nécessite pas de changer la
voie de synthése du macrocycle de départ. Cependant la sphere de coordination du métal ne sera pas
la méme puisqu’une fonction acide carboxylique est transformée en amide, ce qui induit une baisse
de la stabilité thermodynamique du complexe. Les deux autres solutions consistent a introduire des
fonctions supplémentaires sur le squelette carboné de la molécule, soit sur les atomes de carbone du
cycle, on parle de C-fonctionnalisation, ou sur les atomes de carbone des bras acétates, on parle de
N-fonctionnalisation. De cette maniere le ligand conserve ses quatre fonctions acide carboxylique

disponibles pour la complexation du centre métallique.

V.2.3.1 Le NOTA (14,7-triazacyclononane-1,4,7-triacétate)

Le NOTA est le plus petit macrocycle de la famille des ligands polyaminocarboxyliques, c’est
un des dérivés du TACN, le triazacyclononane. La synthése du NOTA a été décrite pour la premiere
fois par I’équipe de Takamoto en 1977.% Depuis, beaucoup de méthodes de synthése de NOTA
fonctionnalisé ont vu le jours.”* La fonctionnalisation directe du NOTA en transformant un des bras
acide en liaison amide est relativement récente et pose des problemes de synthese et de stabilité des

complexes.

<COOH <COOH 2;
[\ [\ [\
N N—\ N N—\ N N BL
@NJ COOH @N COOH </N »o
HOOC Hooc—/ 0
NCS NCS XO COOH
a b Oc

Schéma 21 : Exemples d’agent bifonctionnels chélatants a base de NOTA.
l.54

D’apres la revue de Tei et a

Des agents bifonctionnels chélatants a base de NOTA ont été développés en utilisant les
méthodes de N- et C-fonctionnalisation en apportant diverses fonctions au ligand sans modifier la
sphere de coordination du métal.” Du fait de sa petite taille et de la présence de six fonctions
coordinantes le NOTA complexe de maniere plus forte les métaux comme le gallium ou I'indium.

Le complexe formé entre le gallium et le NOTA est plus stable que celui avec le DOTA et la
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formation du complexe peut se faire dans des conditions plus douces.”” L’équipe de Micke® a
développé un NOTA N-fonctionnalisé par une fonction acide carboxylique, les bras chélatants étant
protégés par des esters tert-butyliques (Schéma 21 (C)). Il est possible de mettre en jeu ce
précurseur dans des syntheses peptidiques sur support solide. Ce précurseur a été couplé a un

octréotide et la molécule a ét€ marquée a I’indium-111 ou au gallium-68.

V.2.3.2 Le TETA (1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane-1,4,8,11-tétraacétate)

Le TETA est un ligand polyaminocarboxylique tres similaire au DOTA, en effet, seule la taille
du cycle differe entre les deux macrocycles, ce qui implique des propriétés de complexation
différentes. Ceci permet d’élargir la gamme des métaux stabilis€és par les ligands
polyaminocarboxyliques. La premicre méthode de syntheése du TETA a été décrite en 1981 par
I’équipe de Stetter.** Dans la littérature il existe de nombreux exemples d’agents bifonctionnels
chélatants a base de TETA.>">

PN PN
HOOC” >N N7 >COOH Y
[ j N_ N7 >COOH
H N N H [ \L j
B CB-TE2A
A

NCS

Schéma 22 : Structures de TETA fonctionnalisé et du TE2A. D’aprés la revue de Zeglis et Lewis.”'

Plus récemment un bismacrocycle dérivé du TETA a été développé, il s’agit du CB-TE2A
(pour “Cross-Bridged” 4,11-acide diacétique-1,4,8,11-tétraazabicyclo[6,6,2]hexadécane) (Schéma
22). Ce macrocycle comporte six fonctions chélatantes et sa structure est fortement rigidifiée par la
présence du pont éthyléne entre deux azotes du cycle. Cette structure plus contrainte semble plus

adaptée 2 la stabilisation du cuivre en milieu biologique.”

V.2.3.3 Le DOTA (14,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétate)

La synthése du DOTA a été décrite pour la premicre fois par Stetter et Franck en 1976,% depuis
il est devenu I’un des macrocycles les plus utilisés du fait de la stabilité des complexes qu’il forme
avec beaucoup de centres métalliques et notamment avec les lanthanides. En effet, les complexes du
DOTA ont en commun une trés bonne stabilité thermodynamique et cinétique.” Cette stabilité
remarquable est due au fait que le DOTA est un ligand octadentate, macrocyclique et flexible, ce

qui lui permet de s’adapter a la taille du métal qu’il complexe et de conserver en permanence et
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quelle que soit la conformation du ligand un grand nombre de fonctions chélatantes a proximité du
centre métallique.

La fonctionnalisation directe en transformant une des fonctions acide en amide modifie la
sphere de coordination du métal. La stabilité thermodynamique diminue de deux ou trois ordres de
grandeur pour la majorité des métaux, néanmoins cette modification n’influe pas sur la stabilité
cinétique des complexes.® Cependant cette méthode de fonctionnalisation directe du DOTA
comporte plusieurs inconvénients. En effet, il est impossible de totalement empécher I’activation de
plusieurs fonctions acide et les esters activés employés pour former les liaisons amide sont tous

sensibles a I’hydrolyse ce qui peut nuire au rendement du couplage.

Schéma 23 : Structure du DOTA-tris-tBu

Une amélioration de la voie de synthese pour obtenir le dérivé DOTA-tris-tBu a été développée
en 1999 par I’équipe de Hennig.”® Cette voie de synthése avec pour produit de départ le cyclene se
compose d’une série de protections déprotections mettant en jeu des esters fert-butyliques et un
ester benzylique ce qui permet de déprotéger sélectivement une fonction acide carboxylique. Cette
méthode de synthese utilisant des esters tert-butyliques rend ce dérivé du DOTA soluble en milieu
organique (Schéma 23). De ce fait, leur utilisation devient possible pour des synthéses organiques
classiques ou pour de la synthese peptidique sur support solide.”® Un autre intermédiaire intéressant
pour apporter une fonctionnalisation par une liaison amide est le DO3AtBu, qui comporte une
amine secondaire sur le cycle qui peut facilement étre substituée par une molécule comportant une
fonction halogénoacétamide (Schéma 24). Le seul inconvénient de I’utilisation des ester tert-
butyliques est la déprotection qui implique un traitement acide qui est relativement long et qui peut

étre incompatible avec certaines molécules.
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Schéma 24 : Exemple de substitution du DO3AtBu.
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De nombreux dérivés C- et N-fonctionnalisés ont été développés pour former divers agents
bifonctionnels chélatants en faisant varier les fonctions de greffage compatibles avec les fonctions
chimiques présentes sur les vecteurs biologiques (Figure 15). Ces différents produits sont
disponibles sous forme protégée ou non de facon a pouvoir €tre utilisés aussi bien en milieu
organique qu’en milieu aqueux (Schéma 25). La plupart des agents bifonctionnels chélatants sont a

I’heure actuelle commercialisés par plusieurs sociétés, dont la société Chematech® a Dijon.
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Schéma 25 : Exemples d’agents bifonctionnels chélatants dérivés du DOTA **%

V.3 Les porphyrines

La syntheése de tétraazamacrocycles azotés est I’un des domaines de recherche de I’'ICMUB,
nous allons présenter dans ce paragraphe un autre domaine de recherche de notre laboratoire, la

synthese des porphyrines.

Les porphyrines font partie de la famille des macrocycles azotés aromatiques. La coloration
intense de ces macrocycles est a 1’origine de leur nom porphyrine (du grec porphyra) qui signifie
pourpre. La découverte des porphyrines remonte au milieu du XIX*™ siecle avec les études de
Verdeil qui a suggéré une relation structurale entre les pigments de la chlorophylle et de ’heme,
apres avoir transformé le pigment vert de la chlorophylle en pigment rouge. La structure exacte de
la porphyrine a été décrite par Fisher au début du XX siecle.”” Les dérivés porphyriniques
comportent tous une structure cyclique composée de quatre entités pyrroliques reliées entre elles par
des ponts méthenes. La structure la plus simple de cette famille de molécule est appelée porphine
(Schéma 26).

Schéma 26 : Structure de la porphine.

La structure méme de la porphyrine, son caractere de ligand macrocyclique tétradendate qui lui

permet de complexer une large variété de métaux et sa forte absorption des photons du spectre
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visible du fait de 1’aromaticité de la molécule, lui conferent des capacités dont la nature a tres
largement tiré partie. En effet, les porphyrines sont des intermédiaires clés de plusieurs processus
naturels fondamentaux et complémentaires, la photosynthése chez les végétaux et la respiration

chez de nombreuses especes animales.

7

=

Schéma 27 : Structures du site actif de ’hémoglobine et de la chlorophylle c2.

L’hémoglobine est la protéine responsable du transport de 1’oxygene, le site actif de la
molécule est une porphyrine de Fer. La chlorophylle est en charge de collecter 1’énergie lumineuse
pour la transformer en énergie chimique, il existe plusieurs types de chlorophylles avec un site actif

a base de porphyrines de magnésium.

V.3.1 Structure, nomenclature et propriétés

Les cycles porphyriniques non substitués ont une structure plane du fait de I’aromaticité du
cycle. En effet, une porphyrine comporte 11 liaisons doubles carbone-carbone, 22 électrons s, dont
18 participent a I’aromaticité du cycle, conformément a la regle de Hiickel (4n+2, ici n = 4). Les
doubles liaisons qui ne participent pas a 1’aromaticité du cycle peuvent étre réduites et forment ainsi
deux dérivés porphyriniques, les chlorines a 20 électrons s dont 18 aromatiques et les

bactériochlorines a 18 électrons .

H 1
1 2 H 3
Schéma 28 : Représentation de la délocalisation des électrons aromatiques pour une porphyrine (1),
une chlorine (2) et une bactériochlorine (3).
La nomenclature des porphyrines a évolué au cours du temps. Jusque dans les années 30, le

systtme de nomenclature de Fisher utilisait un grand nombre de noms triviaux pour la grande
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famille que forment les nombreuses structures porphyriniques. Ce systeéme trop compliqué a été
remplacé au fur et a mesure par la nomenclature systématique IUPAC qui a quand méme gardé
quelques nom triviaux essentiellement pour des dérivés naturels.” Par convention les porphyrines
substituées sur les atomes de carbone des pont métheénes (positions 5, 10, 15 et 20) sont appelées
porphyrines meso-substituées, celles qui portent des substituants sur les atomes de carbone
pyrroliques (positions 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 et 18) sont appelées f(3-substituées par analogie a la

nomenclature des positions a et 5 d’un pyrrole.

Schéma 29 : Nomenclature des porphyrines : (1) nomenclature de Fisher, (2) nomenclature [UPAC

Comme nous 1’avons vu précédemment dans ce chapitre les structures macrocycliques ont une
cavité qui peut accueillir un substrat. La cavité porphyrinique du fait de sa taille, de sa rigidité et de
la présence de quatre atomes d’azote coordinants est tres adaptée a la chélation de la plupart des
éléments du tableau périodique (Figure 16). Quand aucun métal n’est dans la cavité, on parle de
porphyrines bases libres, deux protons sont présents dans la cavité et partagés par les quatre atomes
d’azote suivant les différentes formes tautomeres. Classiquement les porphyrines sont représentées

sous leur forme tautomere la plus stable avec les protons sur les atomes d’azote 21 et 23.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Li B [C

Na | Mg Al [Si |P

K (Ca|Sc |Ti |V [Cr Mn|Fe |[Co|Ni |[Cu|Zn |Ga |Ge |As

Rb [Sr |Y |Zr |Nb|Mo|Tc |Ru|Rh |Pd|Ag |Cd|In |Sn|Sb

Cs |Ba|Ln [Hf [Ta |W [Re |[Os|ir [Pt |Au|Hg|Tl |Pb|Bi

Ac

Figure 16 : Tableau des élément qui forment des complexes stables avec les porphyrines, les
éléments en gris ont plusieurs d’états d’oxydations possibles dans un complexe porphyrinique.

D’apres le Porphyrin Handbook.”

Les propriétés des métalloporphyrines dépendent du métal présent dans la cavité de la
porphyrine. Comme la taille des ions d’'une méme ligne varie du plus gros au plus petit, et que la
cavité de la porphyrine a une taille constante du fait de la rigidité du cycle aromatique, certains

métaux de transition sont trop gros pour la cavité porphyrinique et se situent hors du plan défini par
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les quatre atomes d’azote du cycle (Schéma 30). Certains complexes métalloporphyriniques sont
suffisamment stables méme mis en présence d’acide sulfurique pur, alors que d’autres complexes se
décomposent en présence d’eau. La plupart des métaux a I’intérieur de la cavité porphyrinique
peuvent compléter leur sphere de coordination par des ligands axiaux, qui sont typiquement des

molécules de solvant et sont donc relativement labiles.”

L L L
\I\ AS o
< N= o
SN N
N N/:’ =
Il_

(1) (2)

Schéma 30 : Schéma de coordination de métal dans la cavité porphyrinique, (1) métal de taille

adaptée 2 la cavité, (2) métal plus gros que la cavité. D’apres le Porphyrin Handbook.”

La coloration caractéristique d’une porphyrine aussi bien a 1’état solide qu’en solution provient
des fortes interactions avec les photons du visible. Les spectres d’absorption UV-visible sont donc
caractéristiques a cette famille de molécule. Sur un spectre UV-visible de porphyrines on peut
distinguer deux types de bandes d’absorption qui ont pour origine des transitions électroniques
différentes. La bande de Soret tres intense entre 350 et 450 nm qui vient de la transition de 1’état S,
vers I’état S,. On peut parfois observer un épaulement vers le bleu sur cette bande, il s’agit de la
transition de I’état S, vers le premier état vibronique du second état excité singulet, S2 (1,0). Les
bandes d’absorption qui sont responsables de la couleur des porphyrines sont les bandes Q qui se
situent entre 500 et 650 nm. Selon la géométrie de la porphyrine, elles sont au nombre de deux pour
la forme la plus symétrique (de type D,,), quand la porphyrine est métallée et au nombre de quatre
quand la porphyrine base libre a perdu en symétrie (de type D,,). Dans le cas d’une porphyrine
métallée les deux bandes résultent des transitions de 1’état S, vers le premier état singulet excité S,
et son premier €tat vibronique, respectivement Q(0,0) et Q(1,0) (Figure 17). Dans le cas de
porphyrine base libre la perte de symétrie de la molécule induit un dédoublement de ces deux
bandes pour en former quatre, respectivement Q,(0,0), Q,(0,0), Q,(1,0) et Q, (1 0).7
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Figure 17 : Spectre UV-Visible de 1’octaéthylporphyrine de zinc

D’autres structures macrocycliques aromatiques azotées existent, on peut notamment citer les
corroles, les porphyrazines et les phtalocyanines. A I'instar des porphyrines tous ces macrocycles

ont des propriétés remarquables et particulieres en termes de complexation de centres métalliques et

(1) (2)

Schéma 31 : Structures d’un corrole (1) et d’une corrine (2)

de photophysique.

Les corroles ont une structure analogue a celle des porphyrines si ce n’est qu’un des ponts
métheénes entre deux pyrroles a été remplacé par une liaison directe entre les deux hétérocycles. Ces
macrocycles sont présents a 1’état naturel dans le site actif de la vitamine B12, dans ce cas il s’agit
d’une corrine, la forme réduite d’un corrole (Schéma 31 (2)).*

Les porphyrazines sont des porphyrines ou les atomes de carbone des ponts méthénes ont été
remplacés par des atomes d’azote. Les phtalocyanines sont des porphyrazines qui comportent des

cycles benzéniques géminés aux cycles pyrroliques (Schéma 32).
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Schéma 32 : Structures d’une porphyrazine (1) et d’une phtalocyanine (2).

V.3.2 Méthodes de synthese

Comme nous avons pu le voir précédemment dans ce chapitre les porphyrines sont des
molécules connues depuis le début du XX™ siecle, de nombreuses équipes ont développé des
méthodes de synthése donnant acces aux porphyrines. Malgré leur abondance dans le milieu naturel
et leur stabilité, les porphyrines sont des molécules relativement difficiles a synthétiser, ceci est du a
la réactivité particuliere du pyrrole et a divers phénomenes de réarrangement ou de statistique
durant la synthese. De nombreux facteurs restent difficiles a contréler et a 1’heure actuelle mis a
part quelques cas particuliers de porphyrines trés symétriques, les rendements sont en général de
I’ordre de 20 % pour I’étape de cyclisation de la porphyrine.

Dans ce paragraphe nous nous intéresserons aux différentes méthodes de synthese des
porphyrines meso-substituées qui n’ont pas d’équivalents naturels mais qui sont plus faciles a

synthétiser puis aux dérivés -substitués plus proches des composés naturels.

V.3.2.1 Les porphyrines meso-substituées

Les premiéres synthéses de porphyrines ont été décrites en 1935 par Rothemund.” La méthode
générale développée a cette époque était le mélange d’un aldéhyde, de pyrrole et d’un solvant dans
un réacteur scellé et chauffé a haute température. Les rendements obtenus €taient bas et allaient de 1
a 10% pour la synthese de la tétraphénylporphyrine. Dans la plupart des cas les syntheses de ce type
donnaient lieu a un second produit de structure trés proche, ce produit sera identifié plus tard
comme étant une chlorine. La méthode développée par Rothemund est donc une réaction a haute

concentration et haute température en absence d’oxydant dans un réacteur scellé.’®
y
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R

N chauffage

Schéma 33 : Méthode de Rothemund.”’

Dans les années 60, Adler et Longo ont mis au point une nouvelle méthode de synthese de
porphyrines meso-substituées (Schéma 34). La méthode utilisée met en présence une quantité égale
d’aldéhyde et de pyrrole dans un acide organique, classiquement de 1’acide acétique, propionique
ou butyrique, apres trente minute de reflux a I’air la porphyrine cristallise dans le milieu et peut étre
isolée par filtration.” Dans certains cas les rendements décrits sont relativement bons, de 1’ordre de
30 a 40%. Grace a plusieurs études pour améliorer le rendement de cette méthode de synthese,
plusieurs paramétres importants ont été identifiés.” L’oxygeéne joue un rdle prépondérant puisque
sous atmosphere d’azote les rendements chutent fortement. La concentration idéale se situe aux
alentours de 0,05 M et le choix de I’acide joue un rdle central. En effet, I’acide utilisé influe sur la

vitesse de réaction, joue le role de catalyseur et doit permettre au produit final de cristalliser.

R
O /A RCOOH, air
e L) o -
H H reflux, 30 min
R

Schéma 34 : Méthode d’Adler et Longo.”

Au cours des années 80 Lindsey met au point une méthode de synthese améliorée qui utilise
des conditions beaucoup plus douces que les méthodes précédemment décrites (Schéma 35).
L’élaboration de ce protocole part de plusieurs constatations, notamment que les pyrroles et les
aldéhydes sont généralement des composés tres réactifs et qu’il est fortement probable qu’ils n’aient
pas besoin de fortes températures pour réagir ensemble. De plus en observant les étapes de
biosyntheses des porphyrines il apparait qu'un des intermédiaires clé est le porphyrinogeéne, qui est
en fait une porphyrine non-aromatique. Lindsey met donc en place un protocole en deux étapes, la
premiere étant la formation du porphyrinogeéne par une catalyse acide dans des conditions douces et
de haute dilution. La deuxieme étape est 1’oxydation de ce porphyrinogéne par un oxydant
chimique.*® Les conditions générales de la méthode de Lindsey sont donc d’ajouter & une solution
de pyrrole et de benzaldéhyde a 10 mM dans le dichlorométhane une quantité catalytique d’acide
généralement de ’acide trifluoroacétique ou de 1’étherate de BF; et d’agiter le mélange durant

environ une heure. L’oxydation est ensuite réalisée par un ajout stoechiométrique de para-chloranil
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ou de dichlorodicyanobenzoquinone (DDQ). Les rendements de ces syntheses vont de 30 a 40%, le
principal avantage de cette méthode est I’utilisation de conditions plus douces qui sont compatibles

avec un plus grand nombre de substituants des aldéhydes et des pyrroles.

R H
R_/{O .\ {/ \5 TFA ou BF;(OEt), H R
H N CH,Cl, 25°C R H
porphyrinogene H R
R H R
H R CH,Cl, 25°C - o .
R H
H R o) OH R
porphyrinogéne Cl CN Cl CN
3
Cl CN Cl CN
o) OH
DDQ DDQH,

Schéma 35 : Méthode de Lindsey.”

Cette méthode de synthése permet aussi d’envisager la cyclisation a partir de produits plus
évolués que le pyrrole, donnant ainsi accés a des porphyrines différemment substituées sur les
positions meso. Un précurseur utile dans ce type de synthese est le dipyrrométhane qui résulte de la
réaction d’un aldéhyde avec un exces de pyrrole. Il est donc possible de mettre en jeu plusieurs
aldéhydes et plusieurs dipyrrométhanes dans la méme réaction, on parle dans ce cas de
condensation [2+2] de MacDonald (Schéma 36).*' Le principal inconvénient de ce type de
condensation est la formation de mélanges statistiques d’isomeres qui peuvent se révéler tres

difficiles a séparer et font forcément diminuer les rendements si un seul des isomeres est désiré.

R>

Ry

O 1) catalyse acide

S 2 R24/< 5 dat > Ry Ry
t

\ NH HN / H ) oxydation

Rz

Schéma 36 : Condensation [2+2] de MacDonald.*

-72-



Chapitre I : Contexte du sujet : imagerie médicale, agents de contraste et complexes organométalliques

V.3.2.2 Les porphyrines -substituées

L’introduction de groupements sur les positions S-pyrroliques d’une porphyrine implique de
préparer des précurseurs déja fonctionnalisés. Ces précurseurs sont tous des dérivés du pyrrole, il
s’agit soit de pyrroles simples, de dipyrrométhanes ou d’assemblages plus complexes comme par
exemples les a,c-biladieénes qui sont des oligomeres de quatre pyrroles (Schéma 39).

Les pyrroles sont les briques élémentaires des porphyrines aussi bien dans les cas des
biosyntheses naturelles que lors de synthéses au laboratoire. Un moyen pour obtenir une porphyrine
substituée par des fonctions différentes de maniere contrdlée est de construire le macrocycle par
étapes en utilisant les méthodes de syntheése de pyrroles qui ont été déja largement étudiées.

Un exemple de ces méthodes de synthese est la méthode de Knorr qui permet d’obtenir des
pyrroles hautement fonctionnalisés a partir de produit de départ relativement simples (Schéma 37).%
La réaction décrite par Knorr en 1886 est le mélange stoechiométrique d’acétoacétate d’éthyle et
d’une oxime préparée préalablement par un traitement au nitrite de sodium, qui est réduit par du

zinc en poudre dans de 1’acide acétique.

NOH
HSC\H/A\W/O\V// NaNO, H3C o
O O CH;COOH O O
o)
NOH
H,C O~ H.C e ¢, )O
DR o ﬁ)%( ~" " CH,COOH /' \ o
O O O O N
H o0~

Schéma 37 : Synthése d’un pyrrole substitué selon la méthode de Knorr.*

Cette réaction a été depuis largement utilisée sur de nombreux précurseurs et a permis d’obtenir
un grand nombre de pyrroles.

Une autre réaction importante pour la synthése de pyrroles précurseurs de porphyrine est la
méthode de Barton-Zard® (Schéma 38). Cette méthode de synthése met en jeu un nitroacétate qui
apres départ du groupement acétate en présence de base va former un nitroalcéne qui va réagir avec

un dérivé isocyanoacétate, pour former apres cyclisation et départ du groupement NO, le pyrrole

désiré
AcO  NO,  pase H  NO, Q Base
— —_— = + RhOJL\/NC - > H /N\ o
Rz R3 R2 RS H O\R
;

Schéma 38 : Synthése de pyrrole selon la méthode de Barton-Zard.®

Ces différentes méthodes de synthése donnent accés a de nombreux pyrroles substitués qui

peuvent étre utilis€s pour former des précurseurs qui sont généralement des oligomeres de pyrroles
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comprenant de deux a quatre entités pyrroliques qui pourront étre cyclisés pour former des

porphyrines (Schéma 39)*

Schéma 39 : Différentes méthodes envisageables pour la synthése d’une porphyrine a partir de

précurseurs oligopyrroliques. D’aprés le Porphyrin Handbook.*

V.3.3 Applications

Grice a leurs propriétés remarquables en terme d’interactions avec la lumiere, de complexation
de centres métalliques, de symétrie et du fait de leur role central dans le syst¢tme photosynthétique
et pour le transport de 1’oxygene, les porphyrines et leurs dérivés ont été utilisés dans des domaines
tres variés. Dans ce paragraphe nous nous intéresserons a certains de ces domaines d’applications
notamment ceux liés a la santé comme 1’utilisation des porphyrines en thérapie photodynamique ou
comme intercalants de I’ADN, ainsi qu’aux applications dans le domaine de 1’énergie puisque par
analogie aux systeémes naturels les porphyrines ont été utilisées pour transformer 1’énergie solaire en

énergie électrique.

La thérapie photodynamique ou PDT (pour PhotoDynamic Therapy) est une méthode de
traitement qui vise a détruire sélectivement des cellules d’un organisme. Cette technique repose sur
la production localisée d’oxygene singulet. La PDT a donc pour principe d’utiliser un produit
chimique (photosensibilisateur) et une source lumineuse pour produire de 1’oxygene singulet. Pris

séparément ces deux composants sont inoffensifs, mais 1’exposition du photosensibilisateur a la
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lumiere va produire de l’oxygeéne singulet et des especes réactives de 1’oxygene fortement
cytotoxiques. Le photosensibilisateur est choisi en fonction de sa capacité a passer de son premier
état excité singulet S, vers un état excité triplet T, par un croisement intersysteme (Figure 18). C’est
en effet cet état triplet excité T, qui va transférer son énergie a I’oxygene triplet fondamental et
former ainsi de ’oxygene singulet ou des radicaux libres dans le milieu, qui sont dans les deux cas
tres toxiques. La PDT permet donc de traiter par exposition au rayonnement approprié des zones
tres précises laissant les parties saines des tissus intactes si elles n’ont pas été exposées a la lumiere.

La profondeur de pénétration de la lumiere dans les tissus est un obstacle majeur de cette thérapie.

formation de :::> Cvtotoxicité
radicaux libres y

4 Type I

Type 11

Tl
/, — 0,
_

3()2
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Figure 18 : Diagramme de Jablonski d’un photosensibilisateur. (1) Absorption, (2) phénomenes non
radiatifs, (3) fluorescence, (4) Croisement intersysteme, (5) Phosphorescence, (6) transfert

d’énergie. D’apres le Porphyrin Handbook.*

Historiquement les porphyrines présentes dans un dérivé de I’heme appelé hématoporphyrine
ont été étudiées du début du XXeme siecle jusque dans les années 50 principalement pour la mise
en évidence de tumeurs grace a leur fluorescence. C’est dans les années 70 que le role d’agent
thérapeutique de dérivés de I’hématoporphyrine dite HpD (pour Hematoporhyrin Derivative) a été
plus largement étudié, notamment par I’équipe de Dougherty.*® Aprés plusieurs tests chez I’homme,
la fraction active de I’'HpD a pu étre isolée et a été commercialisée sous le nom de Photofrin® en
1985. Le médicament Photofrin® est un mélange complexe de monomeres et d’oligoméres
porphyriniques, dont le composé majoritaire est un oligomere constitué de trois cycles

porphyriniques (Schéma 40).
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Schéma 40 : Structure du composé majoritaire du Photofrin® (R : CH;CHOH ou -CH=CH,).*

L’utilisation du Photofrin® pour le traitement de diverses maladies comme certains cancers, la
dégénérescence maculaire liée a I’age ou certaines maladies dermatologiques a été autorisée dans
plusieurs pays dont les Etats-Unis, le Canada, les Pays-Bas, la France et le Japon.*

Depuis la fin des années 80 d’autres photosensibilisateurs a base de porphyrines ou de dérivés

86b, 87

porphyriniques ont été développés pour se rapprocher du médicament idéal qui doit répondre a
un cahier des charges strict. En effet, le photosensibilisateur idéal doit avoir un coefficient
d’extinction molaire élevé dans le rouge ou le proche infra-rouge, un rendement quantique en
oxygene singulet élevé, doit €tre tres peu, voire non toxique en absence de lumiere, doit étre sélectif
pour le tissu a traiter et doit étre éliminé rapidement de 1’organisme apres le traitement.

Pour les rendre encore plus performants et sélectifs, la prochaine génération de
photosensibilisateurs comportera des produits vectorisés en les greffant sur des molécules
biologiques ou des photosensibilisateurs activables, c’est a dire dont la production d’oxygene
singulet sera bloquée en permanence et sera activée uniquement par la reconnaissance de certaines

structures biologiques.*®

Dans le paragraphe précédent ['une des caractéristiques importantes pour un
photosensibilisateur était sont caractere inoffensif pour 1’organisme en 1’absence de lumiere.
D’autres travaux, dont le but est de développer de nouveaux outils pour le traitement du cancer par
chimiothérapie, se sont intéressés a la cytotoxicité que pouvait avoir une porphyrine ou un dérivé
porphyrinique.” En effet, les macrocycles porphyriniques ont la capacité d’interagir avec I’ADN™
et d’induire la mort cellulaire a la maniere du cisplatine, I'un des agents anti-cancéreux les plus
utilisés a 1’heure actuelle et dont I’efficacité est due a sa forte interaction avec I’ADN. Les
porphyrines ont des caractéristiques structurales adaptées a une bonne interaction avec ’ADN du
fait de leur symétrie plane et de leur caractére hydrophobe.” Sur certaines lignées cellulaires des
complexes de tétraphénylporphyrine d’or (III) ont montré des résultats prometteurs en terme de

toxicité.”
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Chapitre II : Synthése et caractérisation des ligands

I. Projet

I.1 Contexte du projet.

Le projet de thése que j’ai pu développer au sein de 'ICMUB s’inscrit dans le cadre de la
convention 3MIM (Marquage de Molécules par les Métaux pour I'Imagerie Médicale). Cette
convention implique le Conseil Régional de Bourgogne, le CNRS et 1’Université de Bourgogne.
L’un des enjeux de 3MIM pour I'ICMUB est de développer de nouvelles molécules complexantes
de centres métalliques en vue d’applications dans le domaine des agents de contraste pour
I’imagerie médicale. Le projet d’associer des porphyrines et des tétraazacycloalcanes a vu le jour
car 'ICMUB a une expertise reconnue dans les domaines de la synthese aussi bien des porphyrines
que des tétraazamacrocycles. De plus le laboratoire peut s’appuyer sur le savoir faire de la société
Chematech® qui commercialise des macrocycles azotés. Durant ma thése encadrée par le Pr Gros
Claude et le Dr Barbe Jean-Michel, je me suis intéressé a la synthese des précurseurs
porphyriniques ainsi qu’aux méthodes de couplages avec des dérivés du cyclene. Les dérivés des

tétraazacycloalcanes ont été fournis par la société Chematech®.

1.2 But du projet

Le domaine de I’imagerie médicale a été marqué par plusieurs avancées majeures notamment
au niveau des appareils et des méthodes de traitement de I’information.' En vue d’apporter des
améliorations pour des diagnostics toujours plus pertinents a des stades précoces des maladies ou
pour des suivis de l’efficacité de thérapies, le développement de 1’imagerie moléculaire et de
I’imagerie multimodale sont actuellement des axes de recherche majeurs.

Par nature, ces sujets de recherche pluridisciplinaires requierent des savoir-faire de domaines
différents. Les chimistes sont impliqués dans le développement de molécules aux propriétés
nouvelles qui peuvent potentiellement devenir des agents de contraste, si elles se révelent étre
performantes. Dans le chapitre précédent (§ Chap 1.III), nous avons vu que de nombreux exemples
d’agents de contraste multimodaux sont basés sur I’assemblage de deux fragments, une molécule et
un complexe métallique.

Le projet que nous souhaitons développer est basé sur 1’association non plus d’une molécule et
d’un ligand mais de deux ligands différents au niveau de la méme structure. Si les deux chélateurs
utilisés sont adaptés pour former des complexes avec plusieurs métaux, une large gamme de
complexes hétérobimétalliques est ainsi accessible. Dans la stratégie que nous avons utilisé les
métaux choisis sont a I’origine des propriétés de contrastes de la molécule. Ainsi a partir du méme
ligand, plusieurs agents de contraste multimodaux peuvent €tre obtenus et permettent de limiter le

travail de synthese trés lourd et souvent long a mettre en place pour des molécules tres élaborées.
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L’utilisation des métaux comme agents de contraste de I’imagerie médicale est dans le cas de I'IRM
bien établi, puisque la majorité des agents de contraste de I'IRM sont des complexes de gadolinium
(III). Pour I’imagerie nucléaire, il existe des agents de contraste qui n’utilisent pas de métaux, mais
la plupart des éléments radioactifs non métalliques ont des temps de demi-vie courts et impliquent
une réaction chimique pour €tre intégrés a une molécule injectable. De ce point de vue les métaux
radioactifs présentent un avantage car leurs temps de demi-vie plus longs leur permettent de cibler
des phénomenes biologiques inaccessibles avec les agents de contraste disponibles a 1’heure
actuelle.”' De plus, la formation d’un complexe métallique peut se faire dans des conditions douces,
mieux compatibles avec certains vecteurs biologiques a I’inverse de certaines réactions chimiques.

Dans notre projet les étapes de complexation ont donc un rodle central et devront étre
optimisées. En effet chaque centre métallique doit étre complexé par le ligand qui lui est destiné et
I’utilisation de plusieurs métaux implique forcément des phénomenes de compétition, de
transmétallation ou de transchélation. Pour réduire ces différents problemes, nous avons choisi
d’utiliser deux ligands aux propriétés de complexation tres différentes, d’une part des dérivés du
DOTA (pour 1.4,7,10-tétraazacyclododécane-1.4,7,10-tétraacétate) qui sont déja utilisés dans le
domaine de I’'imagerie médicale, et d’autre part des macrocycles porphyriniques qui possedent des
propriétés de complexation tres intéressantes. Du point de vue de la synthése 1’association de
tétraazacycloalcanes et de porphyrines sur la méme molécule pose quelques problemes, notamment
en terme de solubilité. En effet, les acides polyaminocarboxyliques sont dans leur grande majorité
solubles en milieux aqueux alors que les porphyrines sont solubles en milieu organique.

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre précédent, les agents de contraste bifonctionnels
chélatants développés a I’heure actuelle sont vectorisés en milieu biologique ou sont activables par
des processus biologiques particuliers. Les ligands que nous souhaitons développer devront aussi
comporter une fonction de greffage vers un vecteur biologique. Cette fonction de greffage, dans le

cas idéal, devra elle aussi €tre utilisable pour différents vecteurs biologiques.

1.3 Exemples de la littérature

Dans ce paragraphe nous allons détailler plusieurs exemples de structures dans lesquelles les
porphyrines ont été associées a des tétraazacycloalcanes. Depuis les années 90 les deux macrocycles
ont été utilisés presque exclusivement dans des systemes biomimétiques de protéines ou le site actif
est une métalloporphyrine. Au début des années 2000 d’autres themes de recherche se sont
intéressés a des assemblages de porphyrines et de tétraazamacrocycles. On peut notamment citer
leur utilisation comme systemes de ligand et d’antenne pour des études de luminescence impliquant

des lanthanides et comme agents de contraste et de thérapie pour le domaine de la santé.

Les métalloporphyrines notamment les porphyrines de fer sont présentes dans le site actif de
plusieurs protéines qui sont au centre de processus biologiques essentiels comme le transport du

dioxygene par ’hémoglobine, la réduction du dioxygene par la cytochrome ¢ oxydase, le transport
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d’électron par la cytochrome ¢ ou encore 1I’oxygénation de molécules organiques par la cytochrome
P-450. L’activité de ces protéines est en grande partie due a la symétrie aux alentours du site actif,
notamment au niveau des ligands axiaux du métal de la cavité porphyrinique.

Une stratégie de mimétisme du site actif des systemes naturels a été mise en place au début des
années 90 en synthétisant des porphyrines substituées par différents tétraazamacrocycles afin de
moduler I’environnement du métal de la cavité porphyrinique.

On peur citer par exemple les travaux de Véronique Bulach dans 1’équipe de Raymond Weiss®™
(Schéma 41) qui a synthétisé un dérivé de la tétraphénylporphyrine portant une fonction amine sur
une position ortho d’un des groupements phényle. Le dérivé cyclene de la molécule est introduit en
deux étapes, une substitution nucléophile sur le chlorure d’acryloyle suivi d’une addition de

Michaél du cyclene.

Schéma 41 : Structure du ligand développé par Véronique Bulach et al.”*

Un complexe hétérobimétallique a été obtenu a partir de la porphyrine de fer en incorporant
dans une derniere étape du cuivre dans la cavité du cyclene, afin de mimer le site actif de la
cytochrome ¢ oxydase, enzyme terminale de la chaine respiratoire, qui réduit le dioxygene en eau
selon un processus a quatre électrons. Les études faites sur ce complexe montrent que la structure
est trop flexible pour que les centres métalliques entrent en interaction.

Lors de sa these a ’'université de Bourgogne sous la direction du Pr Roger Guilard, Sylvain
Koeller a synthétisé des systemes composés d’un cyclame et d’une porphyrine (Schéma 42). Bien
que la structure du ligand soit relativement proche de celle décrite par Véronique Bulach,” la
synthese est différente. En effet le cyclame est introduit en deux étapes tout d’abord une réaction de
couplage peptidique entre la tétraphénylporphyrine portant une fonction amine et le bromure de
chloroacétyle suivi d’une substitution nucléophile du cyclame a la place de 1’atome de brome.” Ce
ligand a été utilisé pour former des complexes homo- ou hétérobimétalliques a base de cuivre, de
zinc ou de cobalt. La réactivité de ces complexes avec le dioxygene a été étudiée et les travaux ont
pu mettre en évidence la formation d’un complexe p-peroxo intermoléculaire dans le cas du

complexe homobimétallique de cobalt.”
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Schéma 42 : Structure du ligand synthétisé par Sylvain Koeller.”

Par la suite des systemes plus contraints et cofaciaux ont été synthétisés. Les travaux de
I’équipe de Collman® et de Bernard Boitrel”® a4 Dijon ont mené a 1’élaboration de structures
porphyriniques coiffées par un dérivé du cyclame. Ce type de molécule a pu étre synthétisé par

plusieurs additions de Michaél.

Schéma 43 : Structure d’une porphyrine de fer coiffée par un dérivé du cyclame. Tiré de I’article de

Collman et al

Les travaux de 1’équipe de Collman® ont montré qu’une porphyrine de fer coiffée par un dérivé
du cyclame (Schéma 43) était capable d’incorporer du dioxygene dans la cavité et ceci
sélectivement par rapport au dioxyde de carbone.

Les travaux de Boitrel”” ont quant a eux conduit a la synthése d’une porphyrine de fer coiffée
par un dérivé du cyclame incorporant du cuivre (II). Le macrocycle est lié seulement par deux
liaisons covalentes a la porphyrine, ce qui est suffisant pour maintenir les deux centres métalliques a
une distance trés courte. Dans cet exemple 'autre face de la porphyrine est encombrée
volontairement par un groupement aromatique lui aussi lié deux fois a la porphyrine, de maniére a

empécher les réactions parasites sur la face libre de la porphyrine (Schéma 44).
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Boc

Schéma 44 : Structure d’un complexe hétérobimétallique a base de porphyrines et de cyclame. Tiré
l 97

de I’article de Boitrel et al.
Plusieurs systémes de ce type ont été synthétisés notamment en faisant varier la longueur de la
chaine carbonée entre les macrocycles afin de trouver la configuration idéale pour que les métaux
soient en interaction et accueillent une molécule a I'intérieur de la cavité. Les études RMN 'H et
RPE menées sur ces structures ont montré de bonnes interactions entre les métaux pour des liaisons
composées de trois atomes de carbone.”
Selon une stratégie de synthése analogue mais a partir d’'une porphyrine substituée par huit
fonctions amines primaires sur les positions ortho des groupements phényle, 1’équipe de Rose a pu

synthétiser une porphyrine coiffée sur chaque face par des dérivés du cyclene (Schéma 45).

Schéma 45 : Structure d’une porphyrine coiffée par deux dérivés du cyclene. D’apres 1’article de

Rose et al ”®

Des systemes incorporant une porphyrine et un tétraazacycloalcane ont été utilisés pour
permettre la luminescence des lanthanides grace a I’effet d’antenne. En effet, les lanthanides sont
des chromophores particuliers du fait des transitions électroniques interdites entre leurs orbitales f.
Ils se caractérisent par de faibles coefficients d’absorption molaire et sont phosphorescents, ainsi

pour les exciter directement il est nécessaire d’utiliser des sources laser de forte puissance. Pour

-85-



Chapitre II : Synthése et caractérisation des ligands

palier a ce probleme, il est possible de tirer partie de I’effet d’antenne. Dans ce cas un chromophore
organique avec de bons coefficients d’absorption molaire et des niveaux d’énergie en adéquation
avec ceux du lanthanide peut étre utilisé pour capter I’énergie lumineuse et la transférer, depuis un
état excité triplet ou singulet, a I’état excité du lanthanide. Un des critéres essentiels de ce type de
systtmes est la proximité du chromophore et du lanthanide. Plusieurs systeémes utilisant des
porphyrines comme antennes pour capter 1’énergie lumineuse et la transférer a un lanthanide ont été
décrit,” nous allons nous intéresser aux structures qui utilisent des tétraazacycloalcanes et des
porphyrines sur le méme ligand.

100

L’équipe de Williams™ a synthétisé un systeme couplant une porphyrine de palladium a un
complexe d’ytterbium d’un dérivé du cyclene (Schéma 46). La porphyrine de palladium a été
utilisée du fait de la longue durée de vie de son état triplet; c’est en effet 1’état triplet de la
porphyrine qui doit transmettre son €nergie au lanthanide. Le systtme montre un bon transfert
d’énergie entre la porphyrine et le lanthanide sous atmosphere inerte, mais en présence d’oxygene
le transfert d’énergie de I’état triplet de la porphyrine vers I’oxygene entre en compétition avec le

mécanisme de luminescence de I’ytterbium.

Ar= --

Schéma 46 : Structure d’un complexe hétérobimétallique Pd/Yb. Tiré de I’article de Williams et

al.lOO

Un dérivé de la tétraphénylporphyrine substituée par du DTPA incorporant du lutétium a été
synthétisé par 1’équipe de Korovin (Schéma 47)."”' Les études photophysiques réalisées sur ce
dérivé porphyrinique ne mettent pas directement en évidence la luminescence du lanthanide, mais
les auteurs ont noté une augmentation de la durée de la fluorescence de la porphyrine base libre qui
s’apparente a un phénomene de fluorescence retardée. Ceci peut €tre du a un transfert d’énergie en
retour de I’état triplet du lanthanide vers 1’état triplet de la porphyrine et ensuite vers son état excité
singulet. Ce phénomene de transfert en retour peut étre observé si les différences d’énergie entre ces

différents états excités sont faibles.
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Schéma 47 : Structure d’un dérivé de la tétraphénylporphyrine substituée par un complexe de Lu.
l.]()]

D’apres 1’article de Korovin et a

Du fait de leurs propriétés de fluorescence et de complexation de centres métalliques
I’utilisation de structures incorporant des porphyrines et des tétraazacycloalcanes a aussi été
envisagée pour I’imagerie médicale.

L’équipe de Murugesan'” a synthétisé un ligand a base de tétraphénylporphyrine incorporant
quatre motifs cyclame autour de la porphyrine (Schéma 48). Dans cet exemple la partie cyclame de
la molécule a été utilisée pour complexer du technétium 99m et la partie porphyrinique comme
vecteur de la molécule. En effet, les dérivés porphyriniques ont tendance a s’accumuler dans les
tissus cancéreux comme nous avons pu le voir précédemment dans ce manuscrit (§ Chap 1.V.3.3).
Le radiotraceur obtenu a été injecté a deux séries de rats porteurs de tumeurs différentes. Dans les
deux cas les auteurs ont noté une accumulation préférentielle du produit dans les tumeurs et ont
mesuré le ratio entre la quantité de radiotraceur présente dans la tumeur et la quantité présente dans

les muscles. Ce ratio varie de 5,6 a 6,9 suivant le type de tumeur.

R

R

Schéma 48 : Structure d’une tétraphénylporphyrine substituée par quatre dérivés du cyclame.

D’apres I’article de Murugesan et al.'”
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L’équipe de Pandey'” a décrit la synthése d’une série de dérivés de type chlorine
fonctionnalisés par plusieurs complexes de gadolinium dans un chélateur linéaire dérivé du DTPA.
Dans cette structure la partie chlorine joue le role de vecteur pour cibler les zones cancéreuses et
aussi le role d’agent thérapeutique puisque des chlorines analogues ont été utilisées pour la thérapie
photodynamique. La partie DTPA de la molécule apporte le contraste en IRM grace aux complexes

de gadolinium (III). Cet assemblage permet donc d’apporter un suivi IRM de la répartition de

I’agent thérapeutique et de traiter les zones ciblées par la thérapie photodynamique.

\_(O

R= --

Schéma 49 : Structure d’une chlorine substituée par des complexe de Gd-DTPA. D’apres I’article

de Pandey et al.'”

II. Syntheses des ligands

I1.1 Voie de synthese

Dans les différents exemples de la littérature cités dans le paragraphe précédent la synthese de
molécules qui incorporent une porphyrine et un tétraazacycloalcane est basée dans la majorité des
cas sur la création de liaisons amide. Les liaisons amide sont tres courantes dans les molécules
biologiques puisqu’elles sont présentes comme lien entre la majorité des acides aminés pour former
des protéines. Elles sont naturellement trés utilisées en chimie organique et de nombreuses
conditions pour les créer sont disponibles dans la littérature.'” La réaction d’un fragment acide
carboxylique et d’une fonction amine pour former une liaison amide commence par la conversion
du fragment hydroxyle en un meilleur groupe partant comme par exemple un halogénure d’acide,
un anhydride ou un ester activé.

De par sa stabilité, sa compatibilité avec les milieux biologiques et la palette de conditions de
syntheése qui sont décrites a 1I’heure actuelle, la liaison amide nous a semblé tout a fait en adéquation
avec les molécules que nous souhaitions développer. De plus, les porphyrines et les
tétraazacycloalcanes sont tous deux fonctionnalisables par des groupements amine ou acide

carboxylique et différentes voies de syntheses de ces dérivés sont maitrisées au laboratoire.
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I1.2 Syntheses des ligands

Nous avons vu précédemment dans ce manuscrit (§ Chap [.V.2.3) que les bras acide
carboxylique des dérivés du DOTA pouvaient étres utilisés pour créer des liaisons amide. La
transformation d’un des bras acide, qui sont a 1’origine présents pour stabiliser les complexes
formés, en amide entraine une baisse de deux ou trois ordres de grandeur de la stabilité

thermodynamique des complexes mais n’affecte en rien leur stabilité cinétique.*

Schéma 50 : Structure du DOTA-tris(rBu).

Nous avons donc choisi d’utiliser comme produit de départ une porphyrine substituée par une
fonction amine primaire et un dérivé du DOTA fonctionnalisé comportant une fonction acide libre
le DOTA-tris(fBu) (Schéma 50).

I1.2.1 Synthese d’une série de ligands par couplage peptidique

Nous avons tout d’abord choisi de mettre en place un protocole de synthese qui nous
permettrait d’avoir facilement acces a une petite série de ligands. En effet grace aux précurseurs des
tétraazacycloalcanes commerciaux et une fois le protocole du couplage peptidique maitrisé,
plusieurs ligands sont accessibles en préparant des précurseurs porphyriniques différemment
substitués par des fonctions amine primaire. De plus, en gardant a I’esprit que les ligands que nous
souhaitons synthétiser devront étre solubles en milieu aqueux, nous avons choisi d’utiliser les bras
acide carboxylique des tétraazamacrocycles pour rendre nos ligands solubles. De ce fait il nous a
semblé opportun de multiplier les fonctions acide carboxylique des systemes afin d’augmenter cette
solubilité. Nous avons donc décidé de synthétiser trois ligands composés d’une porphyrine et

respectivement d’un, deux ou quatre macrocycles dérivés du DOTA (Schéma 51).
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Schéma 51 : Ligands synthétisés par couplage peptidique.

11.2.1.1 Synthese du ligand composé d’une porphyrine et d’un dérivé du DOTA.

Parmi les voies de syntheses qui permettent d’obtenir des porphyrines mono fonctionnalisées,
nous avons choisi de nous affranchir des méthodes statistiques qui forment plusieurs produits
secondaires et qui impliquent le plus souvent des étapes de purification assez longues. La méthode
que nous avons choisie a pour intermédiaire clé un a,c-biladiene qui est un composé tétrapyrrolique
non cyclisé (Schéma 52), dont la synthése a été décrite dans les années 80 par I’équipe de Harris.'”
Cet intermédiaire synthétique est utilis€é au laboratoire car il permet d’avoir acceés facilement a
plusieurs structures porphyriniques mono substituées en faisant varier I’aldéhyde mis en jeu lors de
I’étape de cyclisation. Les rendements de cyclisation sont généralement bons et peuvent atteindre
90% pour les aldéhydes les plus réactifs.'” L’étape de purification est relativement facile puisque
les produits secondaires de la réaction sont généralement des polymeres de pyrrole ainsi que le

corrole qui peut se former par condensation de 1’a,c-biladiene sur lui-méme et 1’aldéhyde de départ.

Schéma 52 : Rétrosynthése d’une porphyrine meso substituée par une amine primaire.
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La syntheése de 1’a,c-biladiene 10 que nous avons utilisé est une synthése convergente qui
comporte deux voies (Schéma 53). La premiere est la synthése en sept étapes du dipyrrométhane 7
disubstitué par deux groupements formyle sur ses positions a.. L’étape clé de cette voie de synthese
est la formation du pyrrole 2 selon la méthode de Knorr. La seconde voie est basée sur la méthode
de syntheése de Barton-Zard pour former le pyrrole 8 qui fournira apres saponification le pyrrole 9.
Ces étapes de synthese suivent des protocoles bien établis au laboratoire et sont généralement
réalisées sur des quantités importantes de produit de départ, ce qui permet d’obtenir les précurseurs
7 et 9 dans des quantités de I’ordre de la dizaine de grammes. La derniere étape de formation de
I’a,c-biladiene 10 est la condensation des deux précurseurs dans 1’éthanol a reflux, sous atmosphere
inerte en présence d’acide bromhydrique. Dans ces conditions, la formation de I’a,c-biladieéne est
tres rapide et la réaction est généralement stoppée apres cinq minutes afin d’éviter la formation de
corrole par cyclisation intramoléculaire. Le produit est ensuite précipité dans I’éther et peut étre
conservé sous cette forme au congélateur. Les rendements de cette étape sont relativement bons
(80 %) et la synthese est généralement réalisée de manicre a obtenir une quantité d’a,c-biladiene de
I’ordre d’une dizaine de grammes.

Méthode de Knorr

o 0 KoCOj

M, o 2 OBz Mﬁ \

acétone 2) ZnOAc, NaOAc 2 N OBz
Pb(OAc),
H, Pd/C M EOH, HC % J ACOH, AG,0
THF NEt et
S da N
1) POCl5, DMF
nooc— | | M cooH ono—(_ | o
ethanolamlne 2) NaOH, H,0 H
5 N 160°C 7 N

Méthode de Barton-Zard

cooet . " \é/COOEt 1) NaOH, EtoH \6/COOH
—/ * |sopropanol THF 2) CH3COOH, H,0O NH 9

NO, NH 8

N

@)
11
+2Z

COOH HBr, CH;COOH
—_—
NH 9 EtOH

Schéma 53 : Synthese de 1’a,c-biladiene.
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La formation de la porphyrine amino 11 est une syntheése en deux étapes mise au point au
laboratoire par Benoit Habermeyer durant sa thése (Schéma 54).'° La premitre étape est la
condensation de 1’a,c-biladiecne 10 sur le para-nitrobenzaldéhyde commercial en solution dans
I’éthanol a reflux grace a un ajout lent d’une solution de sept équivalents d’acide para-
toluenesulfonique dans I’éthanol durant 48h. Apres purification, la porphyrine mono nitro obtenue
est introduite dans 1’étape de réduction en présence d’un exces de chlorure d’étain et d’acide
chlorhydrique dans un mélange d’éther et de chloroforme. Apres purification par une colonne
chromatographique de silice avec comme €luant un mélange DCM : MeOH (100 : 5) la porphyrine

amino 11 est obtenue avec un rendement de 38 % en deux étapes.'"

1) 7 éq APTS, EtOH
> H2N
2) 7 éq SnCl,;2H,0
HCI/Et,0 1M, CHCl;
11

Schéma 54 : Synthese de la 8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-
para(amino)phénylporphyrine 11.

NO,

La porphyrine amino 11 a ensuite été mise en jeu dans une étape de couplage peptidique en
présence d’un équivalent de DOTA-tris(zBu)NHS dans le dichlorométhane (Schéma 55). Le
mélange a été porté a reflux et agité durant 24 h. Le produit désiré a pu étre observé par
spectrométrie de masse MALDI-TOF, mais n’a jamais été isolé.

Ce résultat peut s’expliquer par le fait que la fonction amine que nous utilisons est un mauvais
nucléophile du fait de la présence du cycle porphyrinique qui a un effet électro attracteur fort et que
le doublet non liant de 1’azote est conjugué avec les doublets 7 du noyau aromatique. L’utilisation
d’un ester activé durant cette synthése ne semble pas compenser la perte de nucléophilie de
’aniline. De plus cette perte de nucléophilie avait déja été observée au laboratoire durant la these de

Gabriel Canard lors de la synthése de dérivés corroles substitués par une fonction aniline.'”’
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Schéma 55 : Essai de couplage entre la porphyrine amino 11 et le DOTA-tris(/Bu)NHS.

Nous avons donc choisi de préparer un précurseur porphyrinique ou la fonction amine ne serait
plus directement reliée au cycle aromatique mais espacée d’un carbone. Nous avons utilisé le
précurseur para-(azidométhyl)benzaldéhyde 13 (Schéma 56) dont la synthese a été mise au point
par Gabriel Canard durant sa these. La premicre étape de cette syntheése est la réduction de la
fonction nitrile en aldéhyde par le DIBAL-H pour former le para-(bromométhyl)benzaldéhyde 12.
La deuxiéme étape est la substitution nucléophile de ’atome de brome par le groupement azoture
pour former ’aldéhyde 13 désiré avec un rendement global de 88%. Cette derniere étape s’effectue
dans le DMSO afin de solubiliser aussi bien 1’azoture de sodium que 1’aldéhyde 12. Le produit peut

facilement étre extrait du DMSO par des lavages a I’éther.

1) DIBAL-H, toluéne 0 NaN; 0
NC4< >ﬁ > \>_< >ﬁ — >—< >—\
Br 2) HCI, THF Br  DMSO H Ng
12 13

Schéma 56 : Synthese du para-(azidométhyl)benzaldéhyde 13.

Dans ce travail nous avons utilisé le groupement azoture comme une protection d’amine. La
fonction azoture permet d’accéder a de nouveaux dérivés porphyriniques, notamment grace a la
cycloaddition 1,3-dipolaire d’Huisgen, qui seront décrits dans le quatrieme chapitre (§ Chap IV) de
ce travail. La synthése de la porphyrine mono azoture 14 a été développée au laboratoire durant la
these de Mohammed Chkounda'® et a donné lieu a des assemblages moléculaires obtenus par
chimie “click”.'”

Une fois I’aldéhyde 13 synthétisé nous avons pu le mettre en jeu dans I’étape de formation de

la porphyrine mono-fonctionnalisée 14 en le faisant réagir comme précédemment avec le précurseur
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a,c-biladiene 10 (Schéma 57). Dans cette réaction un équivalent d’aldéhyde est utilisé par rapport a
I’a,c-biladiene. Un exces d’aldéhyde permet généralement d’augmenter le rendement de la réaction
mais dans notre cas I’aldéhyde est difficile a séparer de la porphyrine. Le milieu est agité a reflux et
sept équivalents d’acide para-toluenesulfonique en solution dans I’éthanol sont additionnés

lentement grace a une pompe péristaltique.

1) 7 éq APTS EtOH Q
2) Zn(OAc), ; 2H,0 N,

CHCly/MeOH

Schéma 57 : Synthese de la 8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-
para(azidométhyl)phénylporphyrine 14

Le traitement de cette réaction débute par une filtration du brut réactionnel sur silice afin
d’éliminer des sous-produits tres polaires ou insolubles. Un atome de zinc est ensuite introduit dans
la cavité porphyrinique afin de diminuer la polarité de la porphyrine et faciliter la purification. Le
zinc présente 1’avantage de pouvoir étre, par la suite, facilement et quantitativement retiré de la
cavité porphyrinique. La porphyrine base libre est ainsi traitée par un exces d’acétate de zinc en
présence d’acétate de sodium dans un mélange chloroforme/MeOH. Apres lavage a I’eau de la
phase organique, la porphyrine peut facilement étre séparée des sous-produits de réaction par une
colonne de silice avec pour éluant du DCM.

La porphyrine mono azoture 14 a pu étre caractérisée par spectroscopie UV-visible, par
spectroscopie RMN 'H et par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Malgré le fait que le mode
d’ionisation MALDI (pour Matrix Assisted by Laser Desorption Ionization) soit une méthode
d’ionisation relativement douce on peut observer sur le spectre de la porphyrine 14 plusieurs amas
isotopiques qui proviennent de la fragmentation de la molécule, du fait de la présence de la fonction
azoture. Sur la Figure 19 on peut noter la présence du pic moléculaire [M]™ a 643,023 et des
fragmentations, [M-N,]™ a 615,017, [M-N,]* a 604,005 et [M-(C,H,-CH,-N;)]*a 511,927.
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Figure 19 : Spectre de masse MALDI-TOF de la porphyrine 14.

L’étape suivante de notre voie de synthese est la réduction de la fonction azoture en amine.
Nous avons tout d’abord essayé de réduire la fonction azoture par hydrogénation catalytique, en
suivant un protocole décrit en 1992 par I’équipe de Corey.'” Nous avons mis la porphyrine 14 en
solution dans 1’acétate d’éthyle en présence de 10 % molaire de palladium sur charbon sous
atmosphere de dihydrogene. Malgré plusieurs essais, en changeant de lot de catalyseur et en
augmentant la quantité de palladium nous n’avons pas observé la formation du produit désiré. Nous
avons donc décidé d’utiliser la méthode décrite par Gabriel Canard dans sa thése qui consiste a
réduire la fonction azoture par la méthode de Staudinger.'””""

Avant de réduire la fonction azoture de la porphyrine 14, nous I’avons mis en solution dans du
chloroforme et traitée par une solution aqueuse d’acide chlorhydrique 1M afin de retirer I’atome de
zinc de la cavité porphyrinique. Une agitation forte est dans ce cas suffisante pour acidifier la phase
organique et retirer I’atome de zinc en 2h. L’avancement de la réaction peut facilement étre suivi
par chromatographie sur couche mince. La phase organique est lavée plusieurs fois a 1’eau distillée

et la porphyrine base libre obtenue est directement mise en jeu dans 1’étape de réduction.

1) HCI 1M, CH,Cl, O
Q 2) PPhg, H,O, THF N
Ny 2
14

Schéma 58 : Synthese de la 8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-
para(aminométhyl)phénylporphyrine 15

15
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La porphyrine base libre est mise en solution en présence d’un léger exces de
triphénylphosphine et d’eau dans le THF. Le mélange est porté a reflux durant 7h. Apres
évaporation, le brut réactionnel est chromatographié sur colonne d’alumine. En effet, la porphyrine
amino 15 se révele trop polaire pour pouvoir étre purifiée sur colonne de silice. Cette réaction
fonctionne avec un rendement de 40% pour les deux étapes de démétallation et de réduction, ce
faible rendement est probablement lié a une trop grande stabilit¢ de [I’intermédiaire
iminophosphorane.

Nous avons ensuite envisagé de coupler la porphyrine amino 15 a un dérivé du DOTA, le
DOTA-tris(rfBu). Parmi les nombreuses conditions d’activation de la fonction acide carboxylique
lors d’un couplage peptidique,'®
polyvalents, comme le couple EDC, BtOH (EDC pour 1-éthyl-3-

nous avons décidé d’utiliser des agents de couplage assez

(diméthylaminopropyl)carbodiimide et BtOH pour Hydroxybenzotriazole, Schéma 59).

= N
H - "N
/\N:C:N/\/:"\l cl S~ | N'
EDC BtOH OH

Schéma 59 : Structure des agents de couplage EDC et BtOH.

Les conditions de réaction sont assez simples puisque la porphyrine est mise en solution dans le
DMF en présence d’un équivalent de DOTA-tris(Bu) et d’un 1éger exces d’EDC et de BtOH. Le
mélange réactionnel est agité a température ambiante durant 24 h. La réaction est suivie par
chromatographie sur couche mince et par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Une fois que la
réaction n’évolue plus, le brut réactionnel est repris dans du chloroforme et la phase organique est
lavée a I’eau distillée afin d’éliminer 'EDC. Le produit 16 est ensuite purifié par une colonne
chromatographique d’alumine avec comme €luant tout d’abord un mélange DCM/MeOH (100/10),
le produit désiré est ensuite décroché par un mélange DCM/AcOH (4/1).

tBu-O
=
N/_\N/ﬁ]/OH . Q EDC, BtOH
o HoN DMF
HAon v ° i
tBu-O v e

tBu-O
52 -
[\
o [N Nj\[of NH
tBu-O)K/N N

/
o

16

O-tBu
Schéma 60 : Synthese de la 8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-((DO3AtBuAM)N-
méthylene)phényl) porphyrine 16.
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La formation du composé 16 a été mise en évidence par spectrométrie de masse MALDI-TOF

(Figure 20) et par spectroscopie RMN 'H a une et deux dimensions et a différentes températures.

[M+Na]*
. \ [M-3tBu+3H+Na]* &
o 3 T
/B NH Q 3
orN er 8
tBu-O N\_/N
o
O-tBu
CesHo;NgO, M = 1109,70
[M+Na]*théorique
CesHoyNgO,Na : 1132.693
i |
il
il et dni Whlauial A | ¥ TPvi——
200 400 600 800 1000 1200 miz

Figure 20 : Spectre de masse MALDI-TOF du composé 16.

Sur le spectre de masse MALDI-TOF de la molécule 16, on peut noter la présence de 1’amas
isotopique correspondant a un adduit de sodium sur la molécule, [M+Na]* a 1132,602 et a un amas
isotopique correspondant a la perte de toutes les fonctions ester fert-butylique et d’un adduit de

sodium, [M-3tBu+3H+Na]" a 964 430.
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Figure 21 : Spectre RMN 'H (DMSO D6, 400 K, 600 MHz) du composé 16.
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Le spectre RMN 'H du composé 16 a été enregistré a 400 K de maniére a obtenir la meilleure
résolution possible pour les signaux des protons du tétraazamacrocycle. En effet, a température
ambiante, les protons aliphatiques sont mal résolus du fait de I’existence de nombreux conformeres
en solution en échange lent a 1’échelle de temps de la RMN. Sur la Figure 21, on peut noter
quelques uns des signaux caractéristiques du composé 16, comme les deux singulets intégrant pour
deux protons et un proton a respectivement 10,18 ppm et 10,02 ppm qui correspondent aux protons
des positions meso de la porphyrine. Le signal triplet intégrant pour un proton a 8,71 ppm
correspond au proton de la fonction amide qui couple, avec une constante de 6 Hz, avec le signal
doublet intégrant pour deux protons a 4,75 ppm (CH, du groupe benzyle de la porphyrine). Le
signal singulet a -3,16 ppm intégrant pour deux protons correspond aux protons de la cavité

porphyrinique.

La derniere étape de la synthese de notre ligand est la déprotection des esters fert-butyliques en
acides carboxyliques du dérivé du DOTA afin de rendre la molécule soluble en milieu aqueux et de
permettre au macrocycle de complexer fortement les centres métalliques qui nous intéressent. Le
composé 16 est solubilisé dans du dichlorométhane et un large exces d’acide trifluoroacétique est
ajouté a la solution, qui passe d’une coloration rouge a une couleur verte caractéristique des
porphyrines protonées. L’agitation est maintenue a température ambiante durant 24 h. Le milieu
réactionnel est ensuite évaporé a sec. Tous les sous-produits tels que le terz-butanol ou réactifs de
cette syntheése sont volatils. Les résidus sont a nouveau dissouts dans du dichlorométhane et le
mélange est évaporé a sec. Cette procédure est répétée quatre fois. A ce stade le produit est
généralement dissout directement dans du DMSO deuterié anhydre pour une analyse RMN en

température variable.

tBu-O
G i O
? [

o

/_\

tBu- O \_/
0]

O-Bu CH,Cl,, TFA

|
2:/_0\ NH Q
Hoj)\EN Nj\g/ 17

o

OH

Schéma 61 : Synthese de la 8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-((DO3AAM)N-
méthylene)phényl) porphyrine 17
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Figure 22 : Spectre RMN 'H (DMSO D6, 400 K, 600 MHz) du composé 17, zoom a différentes

températures sur la zone des protons aliphatiques.
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De la méme maniere que précédemment, le spectre RMN du composé 17 a été enregistré a
400 K afin d’obtenir la meilleure résolution possible. Sur la Figure 22 on peut voir un
agrandissement de la région des protons aliphatiques enregistrée a 300, 340, 380 et 400 K qui
illustre bien le gain de résolution lors de 1’augmentation de la température d’analyse. Sur ce spectre
on peut noter la présence d’un pic résiduel a 1,5 ppm correspondant aux protons des esters fert-
butyliques. Ce pic inteégre pour environ un proton au lieu de vingt-sept ce qui correspond a une
déprotection quasi quantitative des fonctions ester. On peut aussi noter la disparition du signal
correspondant aux protons de la cavit¢ porphyrinique a 400 K, ceci est seulement du a
I’augmentation de la température puisque le singulet a -3,5 ppm qui integre pour deux protons est

tout a fait visible a température ambiante.

11.2.1.2 Synthese du ligand composé d’une porphyrine et de deux dérivés du DOTA

Une fois le protocole de synthése mis au point pour 1’association d’un dérivé du DOTA et
d’une porphyrine, il a suffi de synthétiser un autre précurseur porphyrinique substitué par deux
fonctions benzylamine pour avoir facilement acces a un autre ligand de structure assez proche du
composé 17.

La synthese d’une porphyrine substituée par deux fonctions identiques est d’ailleurs plus
simple que la synthése d’une porphyrine mono fonctionnalisée. En effet, par la cycloaddition [2+2]
de type McDonald, on peut obtenir en une seule étape une porphyrine substituée par deux
groupements différents en position frans sur les positions meso. Les produits de départ de la
synthese d’une porphyrine trans-A,B, sont un dipyrrométhane substitué sur le carbone du pont (A)
et un aldéhyde (Schéma 62).

A
A
2 + 2 B
B B —— S o>/_
A

Schéma 62 : Rétrosynthése d’une porphyrine trans-A,B,

La premiere étape de cette synthese est la préparation du mésityldipyrrométhane selon la
112

méthode décrite par 1’équipe de Lindsey en 1999 (Schéma 63)."° L’utilisation du mésitaldéhyde,
encombré sur les positions ortho du cycle aromatique permet de limiter les réarrangements qui
peuvent avoir lieu durant la synthése de la porphyrine, ce qui facilite le traitement et permet
d’obtenir de bons rendements.*' Le groupement mésityle joue aussi un rdle dans la solubilité de la

porphyrine en milieu organique.
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Le mésityldipyrrométhane est préparé en mettant le mésitaldéhyde en solution a une
concentration de 0,2 M dans du pyrrole fraichement distillé, sous atmosphere inerte. La réaction est
catalysée par 10% molaire d’acide trifluoroacétique. Apres deux heures d’agitation I’acide est
neutralisé par ajout d’un exces de soude en poudre qui n’est pas soluble dans le pyrrole et peut donc
étre facilement éliminée par filtration. Le pyrrole est ensuite évaporé et peut ainsi étre récupéré. Le

produit 18 est purifié par une colonne chromatographique de silice avec comme éluant du DCM.

Schéma 63 : Synthese du mésityldipyrrométhane 18.

Le mésityldipyrrométhane 18 est ensuite mis en jeu avec le para-(azidométhyl)benzaldéhyde
13 pour former la porphyrine trans-A,B, 19 selon les conditions classiques de cycloaddition [2+2]
de type McDonald (Schéma 64). Les réactifs 13 et 18 sont mis en solution dans du chloroforme a
une concentration d’environ 0,2 M sous atmosphere inerte. La réaction est catalysée par I’étherate
de BF; a une concentration d’environ 3 mM. Apres deux heures d’agitation a température ambiante
le porphyrinogene formé est oxydé par I’addition dans le milieu de para-chloranil. Le solvant est

ensuite évaporé et la porphyrine 19 est purifiée par une colonne chromatographique de silice avec

Q3D

comme éluant du DCM.

N3

1) BF3(OEt),, CHCly
2) p-Chloranil, CHCI4

Schéma 64 : Synthese de la 5,15-bis(4-(azidométhyl)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 19.

N3

Comme la réaction de Staudinger utilisée précédemment pour réduire la porphyrine 14
substituée par une seule fonction azoture a donné un rendement moyen de 40%, nous avons décidé
d’utiliser des conditions de réduction un peu plus fortes grace au tétrahydruroaluminate de lithium.
La porphyrine 19 est donc mise en solution dans du THF distillé et additionnée lentement sur un
large exces de LiAlH, en solution dans le THF sous atmosphere inerte a -80°C. Le mélange est
ensuite agité durant une heure a température ambiante puis a nouveau refroidi a -80°C pour
I’hydrolyse de la réaction par ajout d’eau dans le milieu. Le produit 20 est extrait du milieu par du

chloroforme puis purifié par colonne de silice avec comme éluant un mélange DCM/MeOH
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(100/10). Le produit se révele étre trop polaire pour €luer correctement sur silice. Il est décroché par

ajout d’ammoniac dans I’éluant, ce qui peut expliquer le rendement moyen de 44% de cette étape.

O A O

5 éq, LiAlH,
THF

N3

Schéma 65 : Synthese de la 5,15-bis(4-(aminométhyl)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 20.

La formation de la porphyrine 20 qui porte deux fonctions benzylamine peut €tre mise en
évidence par spectroscopie RMN 'H (Figure 23), notamment grice au blindage des protons voisins
de I’atome d’azote, de 4,73 ppm pour la fonction azoture a 4,16 ppm pour la fonction amine. Les
protons échangeables des fonctions amines ne sont pas visibles sur le spectre du composé 20, ceci
est du a la présence de traces d’eau dans le tube RMN comme le montre le pic a 1,56 ppm. Les

autres signaux du spectre restent trés peu affectés par la réaction.
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Figure 23 : Spectres RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) des composés 19 (en vert) et 20 (en noir).
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L’étape suivante de la voie de synthese est le couplage peptidique entre la porphyrine 20 et le
DOTA-tris(rfBu)NHS, I’ester activé par un groupement succinimide du DOTA-tris(rfBu) (Schéma
66). L’utilisation d’un ester activé permet de s’affranchir de la présence en solution de deux agents
de couplage en exces par rapport aux produits de départ. Ces agents de couplage peuvent étre
difficiles a séparer durant le traitement de la réaction. Ici, le sous produit de la réaction de couplage,
le N-hydroxysuccinimide, peut €tre éliminé par un lavage avec un acide faible qui sera suffisant
pour protoner la fonction amine et rendre le sous-produit soluble dans la phase aqueuse.

La porphyrine 20 a été mise en solution dans du dichlorométhane en présence d’un léger défaut
(1,9 éq) de DOTA-tris(/Bu)NHS de maniere a faciliter les purifications. En effet le produit désiré 21
et le DOTA-tris(sBu) ont des polarités voisines et sont difficiles a séparer. Le milieu réactionnel est
agité durant trois heures a température ambiante. L’avancement de la réaction est contr6lé par
chromatographie sur couche mince. Lorsque la réaction n’évolue plus, la phase organique est lavée
par une solution d’acide citrique a pH = 5. Le produit 21 est purifi€é par une colonne

chromatographique de silice avec pour éluant un mélange DCM/MeOH (100/5).

S S

HoN

21 :R=1tBu

CH,Cl,, TFA

22:R=H

Schéma 66 : Synthese de la 10,15-bis((DO3AtBuAM)N-méthylene)phényl)-10,20-
dimésitylporphyrine 21 et de la 10,15-bis((DO3AAM)N-méthylene)phényl)-10,20-
dimésitylporphyrine 22.
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Comme précédemment les six fonctions acide sont déprotégées par un traitement a 1’acide

trifluoroacétique du produit 21 pour donner le ligand 22.

8.77
8.77

8.64
8.63
—2.50 DMSO

\'3.63 THF
3.25

X179 THF
—1.45 tBu

wn n n oy
%) ~ 0 N
~ < m m

L3.70
315
~3.09
—2.62
1.82

/3
3.

1
0
4.0

=T
o
<

4.0

T T T T

1.5 1.0 0.5 0.0

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

Figure 24 : Spectre RMN 'H (DMSO D6, 400 K, 500 MHz) du composé 22.

Le ligand 22 a été caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF et Electrospray et par
spectroscopie RMN 'H a 400 K. Sur la Figure 24 on peut noter la présence de signaux
caractéristiques, notamment le doublet a 4,75 ppm intégrant pour quatre protons correspondant au
CH, benzylique qui couple avec le proton de la fonction amide, lui-méme confondu avec le signal
correspondant aux protons des positions § de la porphyrine a 8,63 ppm. On peut aussi noter la
présence d’un pic résiduel des groupements fert-butyle a 1,45 ppm intégrant pour 2,5 protons au

lieu de 56, ce qui correspond a une déprotection quasi quantitative.

11.2.2 Synthese du ligand composé d’une porphyrine et de quatre dérivés du DOTA

Une fois les ligands 17 et 22 préparés, nous nous sommes intéressés a la synthése d’une
porphyrine portant de quatre fonctions benzylamine, de manicre a pouvoir incorporer quatre dérivés
du DOTA autour de la porphyrine.

La synthese de la tétra-para-(benzylamine)porphyrine a été décrite en 1993 par I’équipe de
Pina avec un rendement global de 10 %.'" Le groupe de Pina a mis au point une synthése ou la

fonction amine est protégée grace a l’introduction d’une fonction phtalimide sur un précurseur
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aldéhydique qui a ensuite ét€ mis en jeu dans une synthése de porphyrines de type Adler-Longo.”
C’est I’étape de déprotection de la fonction amine qui s’est révélée €tre I’étape limitante de cette
voie de synthese.

Pour notre part, nous avions a notre disposition le précurseur para-(azidométhyl)benzaldéhyde
13, déja utilisé pour la synthese des ligands 17 et 22. Nous avons donc décidé de former la tétra-
para-(benzylazoture)porphyrine comme précurseur de la porphyrine substituée par quatre fonctions
benzylamine. La synthese de la tétra-para-(benzylazido)porphyrine 24 a été décrite en 2011 par
I’équipe d’Harriman avec un rendement global de 12% par la condensation du para-
(azidométhyl)benzaldéhyde sur du pyrrole catalysée par 1’étherate de trifluorure de bore dans le
dichlorométhane.'"*

Pour la synthese de la tétra-para-(benzylazoture)porphyrine 24, nous avons décidé, pour notre
part, d’explorer deux voies de synthéses différentes A et B (Schéma 67). La voie A passe par une
cycloaddition [2+2] de type McDonald, mettant en jeu un dipyrrométhane qu’il faudra synthétiser

au préalable. La voie B est la synthese directe selon la méthode d’ Adler-Longo de la porphyrine A,.

A
A
) e e nee=> e ()
\_NH HN-/ J 0 N
A

Schéma 67 : Voies de syntheses envisagées.

Le 5-(para-(azidométhyl)phényl)dipyrrométhane 23, dont la synthése a déja été décrite par
notre groupe,'” est préparé en mettant le para-(azidométhyl)benzaldéhyde 13 en solution & une
concentration de 0,2 M dans du pyrrole fraichement distillé, sous atmosphere inerte. La réaction est
catalysée par 10% molaire d’acide trifluoroacétique. Apres deux heures d’agitation I’acide est
neutralisé par ajout d’un exces de soude en poudre qui n’est pas soluble dans le pyrrole et peut donc
étre facilement éliminé par filtration. Le pyrrole est ensuite évaporé et récupéré. Le dipyrrométhane
23, apres purification par une colonne chromatographique de silice avec comme €éluant du DCM, est

obtenu avec un rendement de 82%.

N3

\_NH HN
23

Schéma 68 : Synthese du 5-(para-(azidométhyl)phényl)dipyrrométhane 23.
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Nous avons comparé deux méthodes de cyclisation de la porphyrine tétra-para-
(benzylazoture)porphyrine 24, (Schéma 69). Pour retenir la meilleure méthode, nous avons tenu
compte du rendement, de la facilité¢ de purification ainsi que du temps nécessaire pour obtenir le
produit.

Au niveau du rendement les deux méthodes se valent, puisque si 1’on tient compte de la
formation du dipyrrométhane 23, la voie A opere avec un rendement global de 26% et la voie B de
24% . Au niveau du temps nécessaire pour obtenir la porphyrine 24, la voie B est un peu plus rapide
puisqu’elle est composée d’une seule étape. C’est cependant au niveau de la facilité de purification
que la voie A est bien supérieure a la voie B. En effet, pour la voie B, apres avoir chauffé le pyrrole
et ’aldéhyde au reflux de 1’acide propionique, la porphyrine a beaucoup de mal a précipiter méme
apres neutralisation de 1’acide a froid. Le brut réactionnel ainsi formé est relativement dur a purifier.
En revanche la voie A, qui consiste a condenser 1’aldéhyde 13 sur le dipyrrométhane 23 par une
catalyse a I’étherate de trifluorure de bore dans le chloroforme, permet une purification plus facile

de la porphyrine 24.

Voie A :

1) BF3(OEt),, CHCI; N3

2) p-Chloranil, CHCI5 O Q

rdt = 32%

Voie B :

CH5CH,COOH O 24 O

reflux
rdt = 24% N3

Schéma 69 : Voies de synthese de la tétra-para-(benzylazoture)porphyrine 24.

Nous avons donc mis au point une nouvelle méthode de synthése de la tétra-para-
(benzylazoture)porphyrine 24 en deux étapes avec un rendement global de 26%. Ce rendement est
plus de deux fois supérieur a celui référencé dans la littérature.'"*

L’étape de réduction des fonctions azoture en fonctions amine a comme précédemment été
effectuée par traitement de la porphyrine 24 avec un exces de tétrahydruroaluminate de lithium dans
le THF distillé (Schéma 70). Cette étape de réduction est réalisée avec un rendement de 70%. La
difficulté majeure de la purification vient du fait que les traces d’acidité des solvants chlorés, tels
que le dichlorométhane ou le chloroforme, sont suffisantes pour protoner une ou plusieurs fonctions
amine de la molécule, la rendant rapidement insoluble en milieu organique. Pour palier a ce
probleme les solvants chlorés ont ét€¢ mis en contact avec du K,CO, et filtrés juste avant d’étre

utilisés.
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N3 H2N
e ) e g
5 éq, LiAIH,
THF }
O 24 O O 25 O
N NH,

NH,
Schéma 70 : Synthese de la tétra-para-(benzylamine)porphyrine 25.

La formation de la porphyrine 25 a été mise en évidence par spectroscopie RMN 'H (Figure
25), notamment griace au blindage des protons voisins de 1’atome d’azote, de 4,73 ppm pour la
fonction azoture a 4,24 ppm pour la fonction amine. Les autres signaux du spectre sont tres peu
affectés par la réaction. Les spectres RMN 'H des porphyrines A, comportent généralement peu de

signaux du fait de la symétrie de la molécule.
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Figure 25 : Spectres RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) des composés 24 (en vert) et 25 (en noir).
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Comme précédemment le couplage peptidique est effectué entre la porphyrine 25 qui porte
quatre fonctions amine et le DOTA-tris(/Bu)NHS (Schéma 71). Dans cette synthése nous avons
utilisé un exces de ’ester activé dérivé du DOTA pour augmenter le rendement de la réaction.
Malgré cet exces et apres une purification délicate du fait de la polarité proche des produits a

séparer, nous obtenons le produit 26 avec un rendement de 25% pour cette étape.

HoN
HoN
) ()
& 0
o.
N N N
.o MY ;\J>
AN N T o
tBu-O )
() % O o~
NH, O-tBu
NH, ’
CH,Cl, i

26 : R=1tBu

CH,Cl,, TFA

27:R=H
Schéma 71 : Synthese de la 5,10,15,20-tétrakis((DO3AtBuAM)N-méthylene)phényl)porphyrine 26
et de la 5,10,15,20-tétrakis((DO3AAM)N-méthylene)phényl)porphyrine 27.

Les fonctions acide de la molécule, protégées sous forme d’esters tert-butyliques, ont été
libérées par un exces d’acide trifluoroacétique dans le dichlorométhane a température ambiante et
durant 24h.
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Figure 26 : Spectre RMN 'H (DMSO D6, 400 K, 500 MHz) du composé 27.

Le ligand 27 a été caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF et Electrospray et par
spectroscopie RMN 'H a 400 K dans le DMSO deutérié anhydre. Sur la Figure 26, on peut noter la
présence de signaux caractéristiques, notamment le doublet a 4,75 ppm intégrant pour huit protons
correspondant au CH, benzylique qui couple avec le signal de la fonction amide, a 8,71 ppm. On
peut aussi noter la présence d’un pic résiduel des groupements tert-butyle a 1,46 ppm intégrant pour

5,6 protons au lieu de 108 ce qui correspond a une déprotection quasi quantitative.

11.2.3 Améliorations de la voie de syntheése

Une fois les ligands 17, 22 et 27 synthétisés nous nous sommes intéressés aux améliorations
pouvant étre apportées a la voie de synthese. En effet, les syntheéses développées jusqu’a présent
souffrent de plusieurs points faibles, les rendements globaux sont relativement faibles, la structure
des ligands n’integre pas de fonction de greffage vers un vecteur biologique, ce qui est une
caractéristique indispensable pour pouvoir qualifier nos ligands d’agents bifonctionnels chélatants.
Enfin le précurseur para-(azidométhyl)benzaldéhyde 13 utilis€ comme protection d’amine n’est pas
commercial et le produit de départ permettant de I’obtenir est relativement cher (environ 90€ les
10 g pour le para-(bromométhyl)benzonitrile).

Nous avons mis au point une nouvelle voie de synthése ou la porphyrine joue le réle de ligand
et en méme temps le role d’espaceur pour intégrer une fonction activable et lier de fagcon covalente
un dérivé du DOTA (Figure 27).
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HO
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N/_\N OH \
j)\EN Ni\’O( 1 D -

HO \_J/
038 vecteur biologique
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Figure 27 : Plateforme porphyrinique jouant le role de ligand et d’espaceur.

La porphyrine que nous voulons utiliser doit étre substituée par des fonctions différentes. Il
existe plusieurs solutions pour créer une porphyrine asymétrique. On peut envisager soit une
cyclisation statistique qui implique un lourd travail de purification, soit une synthése multi-étapes
qui ne fournit que le produit désiré lors de la cyclisation et qui implique un travail de synthese
important. Nous avons privilégié une troisieme approche qui se base sur la cyclisation d’une
porphyrine symétrique dont une seule des deux fonctions peut étre substituée par une méthode
statistique. Cette approche est viable si nous mettons au point une synthése qui comporte peu
d’étapes et dont les purifications sont faciles et rapides.

Lors de la synthese des ligands 17, 22 et 27, nous avons vu que pour créer une liaison amide a
partir d’une porphyrine substituée par une amine et d’'un macrocycle substitué par une fonction
acide 1l fallait employer des agents de couplage ou une forme activée de la fonction acide
carboxylique, et que les porphyrines substituées par une fonction aniline étaient trop désactivées
pour pouvoir étre utilisées dans ce type de synthese. Nous avons donc choisi une autre approche
rétrosynthétique afin de former le méme produit, en passant cette fois par une substitution

nucléophile sur le dérivé du DOTA et non plus par un couplage peptidique (Schéma 72).
tBu-O._O O-tBu tBu-0. -0 -
f(\ /ﬂ tBu-O.__0O S \EN(\N//?O
HN
N o n
o N N
>_/ \);\ o) </N Nil\ >—/

tBu-O

Schéma 72 : Changement de stratégie dans la voie de synthese.
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11.2.3.1 Synthese d’un ligand composé d’une porphyrine, d’'un dérivé du DOTA et
d’une fonction de greffage

Dans la voie de synthése suivante, nous avons choisi d’utiliser la fonction acétamide comme
précurseur de fonction amine. La synthése de la 5,15-bis(4-(amino)phényl)-10,20-
dimésitylporphyrine 29 a été décrite en 2006 par I’équipe de Lee.'"® La premicre étape est une
cyclisation [242] de type McDonald entre le 4-(acétamido)benzaldéhyde et Ile
mésityldipyrrométhane 18 précédemment décrit (Schéma 73). Apres purification et recristallisation
dans un mélange DCM/heptane, la porphyrine A,B, 28 désirée est obtenue avec un rendement de
13%.

Yy A

1) BF3(OEt),, CHCI;
2) p-Chloranil, CHCl,

O 28 sz

Schéma 73 : Synthese de la 5,15-bis(4-(acétamido)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 28.

Lors de la déprotection des fonctions amine nous n’avons pas utilisé le protocole décrit dans la
littérature qui utilise de grandes quantités d’acide chlorhydrique (160 mL d’HCI concentré pour
500 mg de produit de départ) qu’il faut ensuite neutraliser. Nous avons préféré utiliser un léger
exces d’acide para-toluenesulfonique, 4,4 équivalents par rapport a la porphyrine 28 a reflux dans
I’éthanol durant 24 h (Schéma 74). Apreés neutralisation, purification par une colonne
chromatographique de silice et recristallisation la porphyrine A,B, 29 est obtenue avec un

rendement de 83%.

Yy A "

APTS
EtOH, reflux

28N/[Z 29

Schéma 74 : Synthese de la 5,15-bis(4-(amino)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 29.

NH,
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La formation du composé 29 a été mise en évidence par spectroscopie RMN 'H. On peut noter
sur la Figure 28, la disparition des signaux des fonctions acétamide équivalentes, les singulets a
748 et 2,36 ppm intégrant respectivement pour deux et six protons, ainsi que l’apparition du
singulet a 4,01 ppm intégrant pour deux protons correspondant aux fonctions amine équivalentes.
La transformation des fonctions amide en amine modifie aussi la richesse électronique des cycles

aromatiques, les doublets sont blindés de 8,17 a 8,00 ppm et de 7,88 a 7,05 ppm respectivement.
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Figure 28 : Spectres RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) des composés 28 (en vert) et 29 (en noir).

L’étape clé de cette voie de synthese est la fonctionnalisation d’une seule fonction aniline de la
porphyrine 29. Nous avons décidé de créer une fonction amide en faisant réagir la porphyrine 29
avec du chlorure de chloroacétyle. Nous espérions lors de cette synthése que la formation de la
premiere fonction aniline aurait une influence sur la réactivité de la seconde. Malheureusement,
cette réaction est purement statistique. Nous avons tenté de modifier les conditions de réaction, en
refroidissant et en faisant varier le nombre d’équivalents de chlorure de chloroacétyle. Le meilleur
compromis que nous ayons trouvé est 1’ajout d’un équivalent de chlorure de chloroacétyle a la
porphyrine 29 en présence de diisopropyléthylamine dans le dichlorométhane a température
ambiante (Schéma 75). Cette réaction est rapide et le suivi par chromatographie sur couche mince
montre I’apparition des produits en quelques minutes et au bout de 2h la réaction n’évolue plus. Les

produits formés lors de cette réaction sont donc les produits de mono et bis-addition avec des
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rendements respectifs de 33% et 32%. On récupere aussi 35% du produit de départ suite a

I’utilisation de chlorure de chloroacétyle en défaut.

HoN

2 )

Cl Cl DIPEA
+ 1é&q _—

S CH,Cl,

O 29 O

NH,

R R s RIS

ZT

29\// 30 310

NH, o NH, o N/[%
35% 33% 32% H

Schéma 75 : Synthese des composés 30 et 31.

Puisque nous n’avons pas pu optimiser les conditions de réaction pour former un seul produit
mais que cette réaction est rapide, nous avons décidé d’optimiser les conditions de purification de
maniere a pouvoir obtenir des quantités raisonnables de la porphyrine 30. Les trois produits 29, 30
et 31 présents dans le brut réactionnel peuvent étre séparés en une seule colonne chromatographique
sur silice fine avec pour éluant un mélange ternaire de chloroforme, d’heptane et d’acétate d’éthyle.
Le produit de départ 29 peut donc étre réutilisé pour une nouvelle réaction et bien que le produit de
bis addition 31 soit lui aussi intéressant et que nous 1’ayons utilisé pour développer un nouveau
ligand, il est possible de reformer le produit de départ a partir de la porphyrine 31 (Schéma 76) en

utilisant le protocole de déprotection des fonctions acétamide précédemment décrit (Schéma 74).
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Cl

° Q) Q)

APTS
EtOH, reflux

O 31 HJ% O 29 NHZ

Cl

Schéma 76 : Retour au produit de départ 29 depuis le composé 31.

Nous avons effectué la méme réaction en remplacant le chlorure de chloroacétyle par son
analogue bromé (Schéma 77). Lors de cette réaction nous n’avons pas observé le produit de mono
addition bien que nous ayons refroidi le milieu réactionnel a 0°C afin de ralentir la vitesse de
réaction. La porphyrine 32 nous a quand méme été utile puisque la présence de brome permet un

meilleur rendement de 1’étape de substitution nucléophile que nous décrirons plus loin dans ce
BF/YO
HN

Br Br DIPEA

r— CH,Cl,

98°Re s8"Ae}
0=

Schéma 77 : Synthese de la 5,15-bis(4-(bromométhene)amidophényl)-10,20-dimésitylporphyrine
32.

manuscrit.

HoN

Pour la suite de la syntheése, nous allons d’abord décrire les réactions réalisées a partir de la
porphyrine AB,C 30 et ensuite les réactions qui utilisent les porphyrines A,B, 31 et 32.

L’étape de couplage entre la porphyrine AB,C 30 et le DO3AtBu commercial a été faite dans le
diméthylformamide en présence d’un exces de carbonate de potassium. Apres purification sur

colonne chromatographique de silice le produit désiré 33 est isolé avec un rendement de 90%.
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O.__0O-tBu

g\N//§<O-tBu
S,

tBu-O

Schéma 78 : Synthese de la 5-(4-(amino)phényl)-15-(N-(DO3AtBuAM)phényl)-10,20-
dimésitylporphyrine 33.

Le composé 33 posséde peu de protons équivalents, le spectre RMN 'H de la molécule
comporte donc plusieurs signaux caractéristiques. Il a été enregistré dans le DMSO D6 a 400 K
pour obtenir la meilleure résolution possible pour les protons aliphatiques du tétraazamacrocycle
(Figure 29). On peut noter la présence du singulet intégrant pour un proton a 10,24 ppm
correspondant a la fonction amide, ainsi que le singulet intégrant pour deux protons a 5,14 ppm
correspondant a la fonction amine. Les protons des positions 3 de la porphyrine sortent sous forme
de trois doublets avec une constante de couplage caractéristique de 4,8 Hz a 8,88, 8,77 et 8,59 ppm
et integrent respectivement pour deux, deux et quatre protons. Les protons des cycles aromatiques
apparaissent sous forme de deux groupes de deux doublets intégrant pour deux protons chacun, a
8,15 et 8,04 ppm pour le cycle portant la fonction amide et a 7,85 et 7,04 ppm pour le cycle portant
la fonction amine. Les protons du groupement mésityle apparaissent sous forme de trois singulets a
7,33, 2,61 et 1,82 ppm intégrant respectivement pour quatre, six et douze protons. Les protons
aliphatiques des bras portant des fonctions amides et des ester tert-butyliques apparaissent sous
forme de trois singulets a 3,42, 3,31 et 3,27 ppm et integrent pour respectivement deux, quatre et
deux protons. Les protons aliphatiques du tétraazamacrocycle sont moins bien résolus et
apparaissent sous forme d’un signal large intégrant pour seize protons entre 2.4 et 2,8 ppm. Les

protons des tert-butyles résonnent sous forme de deux singulets a 1,47 et 1,41 ppm et integrent
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respectivement pour dix-huit et neuf protons. Enfin les protons de la cavité porphyrinique

apparaissent en un singulet intégrant pour deux protons avec un déplacement caractéristique de
-2,40 ppm (Figure 29).
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Figure 29 : Spectre RMN 'H (DMSO D6, 400 K, 500 MHz) du composé 33.

Comme pour les syntheses des ligands précédents, les fonctions acide carboxylique de la partie
tétraazacycloalcane de la molécule sont libérées par un traitement a I’acide trifluoroacétique dans le
dichlorométhane et les sous-produits volatils sont éliminés par des évaporations successives du

milieu réactionnel (Schéma 79).
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Schéma 79 : Synthese de la 5-(4-(amino)phényl)-15-(N-(DO3AAM)phényl)-10,20-
dimésitylporphyrine 34.

La formation du ligand 34 a été mise en évidence par spectroscopiec RMN 'H et par
spectrométriec de masse Electrospray haute résolution. Sur la Figure 30, on peut noter que le
composé 34 apparait sous forme dichargée avec plusieurs adduits mettant en jeu du sodium et du
potassium qui sont en contact avec la molécule a plusieurs étapes de la préparation des échantillons

et dans 1’appareil d’analyse en lui méme.
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Figure 30 : Spectre de masse ESI du composé 34.
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Chapitre Il : Synthese et caractérisation des ligands

Les amas isotopiques des espéces dichargées [M+K+Na]** et [M+2Na+K-H]** ont été
comparés avec les amas isotopiques théoriques correspondant a la formule brute envisagée,
respectivement C,H,(N,,O.KNa** et C,H,N,,0,KNa,” (Figure 31). Les écarts relatifs entre les
amas théoriques et expérimentaux sont de 83 et 8,5 ppm respectivement. Cette tres faible

différence est la preuve que les amas isotopiques correspondent bien a des adduits du ligand 34.
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Figure 31 : Comparaison du spectre de masse ESI expérimental du composé 34 et les spectres

théoriques.

11.2.3.2 Synthese d’un ligand composé d’une porphyrine et de deux dérivés du DOTA

Les porphyrines A,B, substituées par des halogenes, du chlore pour le composé 31 et du brome
pour le composé 32 ont été mises en jeu dans une étape de substitution nucléophile avec le
DO3AtBu commercial, comme précédemment en présence d’un exces de carbonate de potassium
dans le diméthylformamide (Schéma 80). Nous avons observé une grande différence de rendement
entre ces deux porphyrines de départ. En effet, le composé chloré a beaucoup de mal a réagir avec
le DO3AtBu et le meilleur rendement de 26 % a été obtenu par chauffage de la solution a 70°C
durant douze heures et ceci apres plusieurs essais infructueux. Ce résultat est surprenant puisque

lors de la synthese du ligand précédent nous n’avions pas observé de problemes de réactivité pour la
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porphyrine AB,C 30 substituée par un atome de chlore. Nous n’arrivons toujours pas a expliquer
cette différence de réactivité.
Le composé bromé donne quant a lui le produit désiré avec un tres bon rendement de 94% et un

temps de réaction d’une heure a température ambiante.

° ( 5-os

N/‘\N o
¥ [ H Nj\f)-tBu

N
/
tBu-O
o o)
31:X=Cl NJ% O.__0O-tBu 0o
32:X=Br H K,CO f—/<
2 3
X (\N/> O-tBu
DMF N N
Of </N\)
O.__O-tBu HN O NH 1Bu-O” ~O

X =Cl, rdt =26 %
X =Br, rdt =94 %

Schéma 80 : Synthese de la 5,15-bis(DO3AtBuAMphényl)-10,20-dimésitylporphyrine 35.

Une structure cristallographique du composé 35 a pu étre obtenue et sera décrite en détail dans
le prochain paragraphe (§ I1.2.3.3). La derniére étape de synthese pour obtenir le ligand 36 est la
déprotection classique des fonctions acide carboxylique par traitement a 1’acide trifluoroacétique
(Schéma 81).

35:R =1Bu
CH,Cl,, TFA

36:R=H =<=———

Schéma 81 : Synthese de la 5,15-bis(DO3AAMphényl)-10,20-dimésitylporphyrine 36.
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Figure 32 : Spectre RMN 'H (DMSO D6, 400 K, 600 MHz) du composé 36.

Le spectre RMN 1H du ligand 36 a été enregistré dans le DMSO D6 a 400 K pour obtenir la
meilleure résolution possible pour les protons aliphatiques du tétraazamacrocycle (Figure 32). On
peut noter la présence du singulet intégrant pour deux protons a 10,35 ppm correspondant a la
fonction amide. Les protons aliphatiques des bras portant des fonctions amide et des esters fert-
butylique apparaissent sous forme de trois singulets a 3,97, 3,79 et 3,76 ppm et integrent pour
respectivement deux, quatre et deux protons. Les protons aliphatiques du tétraazamacrocycle sont
relativement bien résolus et apparaissent sous forme d’un multiplet intégrant pour trente-deux
protons entre 3,1 et 3,3 ppm. Les protons des esters fert-butyliques ne sont plus visibles sur le

spectre.

11.2.3 .3 Structure cristallographique du composé 35.(NaBr),

Des cristaux ont pu étre obtenus par diffusion de cyclohexane dans une solution saturée du
composé 35, dans le chloroforme, dans des tubes de cristallisation a température ambiante. La
molécule cristallise dans un groupe d’espace P2,/c avec dix molécules de chloroforme qui ne sont
pas représentées par souci de clarté sur les Figures 33 et 34. La structure montre clairement la

formation de la liaison amide entre les dérivés du DOTA et la porphyrine centrale.
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Figure 33 : Vue ORTEP de dessus du composé 35.(NaBr),.

Le composé 35.NaBr cristallise autour d’un centre de symétrie situé a 1’intérieur de la cavité
porphyrinique et de fait la partie asymétrique de la structure est composée de seulement la moitié€ de
la molécule. La cavité du tétraazamacrocycle est tournée vers la porphyrine et les dérivés du DOTA

sont de part et d’autre du plan formé par le cycle porphyrinique.

Figure 34 : Vue ORTEP de c6té du composé 35.(NaBr),.

Le cycle aromatique porphyrinique est plan et n’est donc pas du tout influencé par la présence
des dérivés du DOTA. Le tétraazamacrocycle, qui coordine un atome de sodium avec un atome de
brome comme contre-ion, cristallise selon une géométrie que nous avons comparé avec la structure
de la littérature du NaBr(DOTAtBu) (Figure 35).'"” Le sodium Les deux structures sont
superposables, la porphyrine ne modifie donc en rien la symétrie de coordination du

tétraazamacrocycle.
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Figure 35 : Superposition de la partie du dérivé du DOTA du composé 35 en bleu et la structure du
NaBr(DOTAtBu) en jaune.

Les données des mesures cristallographiques ainsi que les données de traitement et de

résolution de la structure du composé 35 sont disponibles dans le Tableau 8.
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Formula

M

Crystal system
Space group

a; A

b; A

c; A

B:

oV: A3

Z

F(000)

Dcalc; g/cm’
Diffractometer
scan type

A A

w; mm'

Crystal size; mm’
sin(0)/A max; A
T; K

Index ranges

RC = Refl. Collected

IRC = independent RC
IRCGT =IRC and [I>20 (1)]
Refinement method

Data / restraints / param.

R for IRCGT

R for IRC

Goodness-of-fit

A, max, min; e.A”

C\06H ;44N 1,Na,0,4,10(CDCl5),2(Br)
3237.84

monoclinic

P2,/c

27.3358(9)

12.1925(4)

24.1057(8)
110.1920(10)

7540.5(4)

2

3324

1.426

Nonius KappaCCD

¢ rot. and w scans
0.71073

1.133

0.35x0.25x0.05

0.65

115

h:-33; 33

k:-12; 14

1:-29; 29

24913

14130 [R (Int) = 0.0427]
10121

Full-matrix L.S. on F?
14130/0 /806
R1=0.124, wR2 =0.304
R1=0.163, wR2 =0.335
1.117

1.491 and -1.229

Tableau 8 : Données cristallographiques pour le composé 35.
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III. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté la synthese d’une série de cinq ligands composés d’une
porphyrine et d’un ou plusieurs macrocycles dérivés du DOTA. Cette association va nous permettre
de former des complexes hétérobimétalliques incorporant des métaux d’intérét pour 1’imagerie
médicale qui seront décrits dans le chapitre suivant de ce manuscrit.

Une premiere méthode de synthése basée sur le couplage peptidique entre des précurseurs
porphyriniques fonctionnalisés par des fonctions benzylamine et un dérivé commercial du DOTA
fonctionnalisé par une fonction acide carboxylique nous a permis de synthétiser les ligands 17, 22 et
27, formés d’une porphyrine et de respectivement un, deux et quatre macrocycles dérivés du DOTA
(Schéma 82).

Schéma 82 : Ligands développés grace a des précurseurs porteurs de fonctions benzylamines.

Une seconde méthode de syntheése de ligands associant des porphyrines et des macrocycles
dérivés du DOTA a été développée de maniere a optimiser les étapes de synthese pour les rendre
plus faciles et améliorer les rendements obtenus précédemment. Ces nouveaux protocoles de
synthese nous ont permis de développer deux nouveaux ligands 34 et 36 qui incorporent
respectivement un et deux macrocycles dérivés du DOTA autour d’une porphyrine (Schéma 83).
Cette nouvelle voie de synthese nous a aussi permis de synthétiser le ligand 34 qui incorpore une
fonction amine libre. Cette fonction pourra €tre utilisée par la suite pour créer une fonction réactive
afin d’ajouter a ce ligand une molécule vectrice qui va permettre de cibler et de visualiser une

structure ou un phénomene biologique particulier.
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Schéma 83 : Ligands développés a partir de précurseurs porteurs de fonctions anilines.
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Chapitre 111 : Synthése, caractérisation et études des complexes

Dans ce chapitre nous allons nous intéresser aux travaux effectués a partir des cinq ligands
présentés dans le chapitre précédent. Nous aborderons tout d’abord le choix des métaux que nous
avons utilisés pour former des complexes aux propriétés intéressantes pour 1’imagerie médicale.
Nous décrirons ensuite les travaux de synthese et les analyses qui ont été effectués pour caractériser
et évaluer les propriétés des complexes formés. Enfin nous conclurons et présenterons les

perspectives de ce travail.

I. Choix des métaux et de I’ordre de complexation

Nous avons décidé de viser en priorité des complexes hétérobimétalliques pour des applications
dans le domaine de I’imagerie nucléaire et de 'IRM. Plusieurs raisons ont motivé ce choix.

Premierement, I'ICMUB est impliqué dans le projet Equipex IMAPPI (Integrated Magnetic
resonance And Positron emission tomography in Preclinical Imaging) dont le but est I’implantation
a Dijon d’un imageur intégrant la technologie PET a un imageur IRM. L’ICMUB est I'un des
acteurs de ce projet au niveau du développement de sondes détectables par les deux techniques
d’imagerie IRM et PET. De maniere plus triviale, les macrocycles dérivés du DOTA que nous
avons utilisés sont particuliecrement adaptés pour la chélation des lanthanides, notamment du
gadolinium (III) et sont déja utilisés comme agents de contraste en IRM. Enfin nous avons aussi
choisi de viser des applications dans le domaine de 1’imagerie nucléaire puisque les métaux
utilisables comme agents de contraste sont relativement nombreux (§ Chap [.11.2.4).

La plus grande partie de ma these a été dédiée a la synthese des ligands et 'ICMUB ne possede
ni ’équipement, ni les autorisations nécessaires a la manipulation de composés radioactifs. De ce
fait, nous avons décidé de mettre au point les conditions de complexation avec des centres
métalliques non radioactifs dit “froids”.

Le cuivre nous a semblé particuliecrement intéressant notamment son isotope radioactif, le
cuivre-64. Ce dernier présente des propriétés de décroissance radioactive intéressantes, ainsi qu’une
demi-vie relativement longue (12,7 h). A I’heure actuelle les méthodes de production du Cuivre-64
en cyclotron se développent et il fait I’objet d’un intérét croissant dans la littérature."® Nous
souhaitons aussi tirer partie du fait que les porphyrines de cuivre (II) sont trés stables,'" ce qui n’est
pas le cas des complexes de cuivre (II) utilisés a ’heure actuelle pour I’imagerie qui souffrent de
problemes de stabilité vis-a-vis des réducteurs biologiques qui transforment le cuivre (II) en
cuivre (I)."° Des macrocycles rigidifiés de type cross-bridged cyclame et cycléne ont d’ailleurs été
développés dans le but de stabiliser le cuivre (IT) en milieu biologique.''

Les complexes hétérobimétalliques que nous souhaitons synthétiser dans un premier temps
devront donc complexer du gadolinium (III) et du cuivre (II). Pour choisir I’ordre d’introduction des
métaux dans nos molécules, nous avons tenu compte de I’affinité de chaque ligand pour les centres
métalliques mis en jeu. Nous avons imaginé notre voie de synthése pour qu’elle puisse étre adaptée
a D’utilisation de métaux radioactifs, 1’étape de radiochimie devra étre la derniere étape.

Les tétraazamacrocycles sont déja utilis€és comme chélateurs du gadolinium (III) dans des

produits de contraste commerciaux, nous avons donc choisi de complexer le gadolinium (III) dans
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la partie dérivée du cyclene de nos ligands. Le macrocycle porphyrinique sera utilisé pour
complexer le cuivre (II). Il est intéressant de noter que dans notre cas 1’affinité des deux ligands
pour le gadolinium est trés différente et nous pouvons en tirer un avantage. En effet les conditions
utilisées pour insérer un atome de gadolinium dans un macrocycle dérivé du DOTA sont douces, en
termes de température et de pH. En revanche les exemples de porphyrines de gadolinium sont
beaucoup moins nombreux et les conditions de métallation (température et pH) sont beaucoup plus
dures.”” Nous avons donc complexé en premier le gadolinium (III) dans la cavité du
tétraazamacrocycle. Dans les conditions que nous souhaitons utiliser, le gadolinium ne pourra pas
étre complexé par la porphyrine. Nous introduirons ensuite le cuivre (II) dans la cavité
porphyrinique en utilisant les conditions les plus douces possibles afin de ne pas remplacer le

gadolinium par du cuivre dans le tétraazamacrocycle.

II. Synthese des complexes

Dans un premier paragraphe nous allons détailler les méthodes de synthése des complexes de
gadolinium (III) que nous avons formés, puis dans un second les complexes hétérobimétalliques a

base de gadolinium (III) et de cuivre (II) que nous avons synthétisés.

II.1 Complexes de Gd

Nous avons choisi, pour les raisons évoquées précédemment, des conditions douces de
formation des complexes de gadolinium. Le ligand 17 a été mis en solution dans de 1’eau ultrapure,
les fonctions acide carboxylique sont dans ce cas suffisantes pour solubiliser le ligand. Le pH de la
solution a été ajusté a une valeur de 8 par une solution de soude 1M. Une fois le léger exces de
nitrate de gadolinium ajouté dans le milieu réactionnel, la valeur du pH chute a 6 du fait de la
libération de protons venant des fonctions acétate qui contribuent a la chélation du gadolinium (III).
La valeur du pH est ramenée a 7 de maniere a éviter de se trouver dans des conditions trop acides
ou les protons entrent en compétition avec le métal ou trop basiques qui pourraient entrainer la
formation d’hydroxyde de gadolinium insoluble (Schéma 84). Une fois que le ligand et le métal
sont en solution et que la valeur du pH a été ajustée, le milieu réactionnel est chauffé a 50°C durant
une nuit de maniére a augmenter la cinétique de la complexation et s’assurer ainsi qu’elle soit

totale.
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OH | 1,1 69 GA(NOg)s.5 H,0
H,O pH = 7 l

Schéma 84 : Synthese du complexe de gadolinium (III) 37.

Apres une nuit a 50°C, nous avons laissé le milieu réactionnel revenir a température ambiante
et nous avons constaté la formation d’un précipité en solution. En effet les fonctions acide
carboxylique qui assuraient la solubilit¢ du ligand sont impliquées dans la complexation du
gadolinium (III), le complexe n’est donc plus soluble dans le milieu réactionnel. Ce manque de
solubilité est un inconvénient pour les applications que nous visions pour ces complexes puisque
nous pensions qu’ils garderaient les mémes propriétés de solubilité que les ligands. Cependant d’un
point de vue synthétique le traitement de la réaction est facilité. Nous pouvons filtrer ce précipité et
le laver a I’eau ultrapure afin d’éliminer les sels présents en solution.

Le gadolinium (III) étant fortement paramagnétique, nous ne pouvons pas utiliser la RMN pour
caractériser le complexe formé. Nous avons analysé le complexe 37 par spectroscopie de masse
MALDI-TOF, Electrospray haute résolution et par spectroscopie UV-visible afin de s’assurer que la
porphyrine n’a pas complexé le gadolinium. En effet, la spectroscopie UV-visible est une méthode
de choix pour mettre en évidence la formation de complexes porphyriniques. En effet I’introduction
d’un métal dans la cavité d’une porphyrine modifie la symétrie de la molécule. Le complexe est
plus symétrique qu’une porphyrine base libre. Ce changement de symétrie se traduit en
spectroscopie UV-visible par la présence de quatre bandes Q dans le cas d’une porphyrine base
libre et de deux bandes Q dans le cas d’une porphyrine métallée.

Le spectre de masse MALDI-TOF du complexe 37 (Figure 36) a été enregistré en utilisant
I’acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) comme matrice en raison de la solubilité du complexe dans
des solvants polaires protiques comme le méthanol. Sur le spectre de masse on peut voir clairement
la présence de I’amas isotopique a 1097 Daltons correspondant a un adduit d’un proton sur le

complexe [M+H]" (Ia masse calculée pour la formule brute Cs;H,,GdN,O," est de 1097 ,425), I’amas

-131-



Chapitre IlI : Synthése, caractérisation et études des complexes

isotopique est lui aussi caractéristique de la présence de gadolinium dans la molécule comme le
montre le zoom de la Figure 36. Il est aussi important de noter 1’absence de pics correspondant au

ligand libre.
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Figure 36 : Spectre de spectrométrie de masse MALDI-TOF du complexe 37.

Pour la syntheése des autres complexes, nous avons modifié légerement le protocole de
synthese. En effet, nous avons tout d’abord solubilisé le ligand dans une petite quantité de DMSO,
environ un dixieme du volume d’eau de la réaction. Nous avons utilisé cette petite quantité de
DMSO pour faciliter la solubilisation du solide dans I’eau ultrapure.

Pour former le complexe 38 (Schéma 85), nous avons placé le ligand 22 en solution dans un
mélange H,O/DMSO (10/1) en présence d’un exces de nitrate de gadolinium a pH contrdlé a une
valeur de 7. Le milieu réactionnel a été agité a 50°C durant une nuit et refroidi a température
ambiante, le complexe précipite en solution. Le complexe 38 a été filtré et lavé a 1’eau ultrapure

afin de se débarrasser des sels en solution.
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| 2,2 6q GA(NO3)3.5 H,0
H,0:DMSO (10:1) pH = 7 l

Schéma 85 : Synthese du complexes de gadolinium (III) 38.

La formation du complexe 38 a été mise en évidence par spectrométrie de masse Electrospray
haute résolution, 1’amas isotopique dichargé a 942,2645 Daltons correspond a un adduit de deux
ions sodium 2 la molécule [M+2Na]* (la masse exacte calculée pour la formule brute
CgHo,Gd,N,,0,,Na,”" est de 942,2683). Sur le spectre on ne détecte pas de pics correspondants au
ligand 22 de départ. Malgré plusieurs tentatives, la spectrométrie de masse MALDI-TOF n’a donné
aucun résultat aussi bien avec une matrice de dithranol que d’acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB).
Le spectre UV-visible du complexe est caractéristique de celui d’une porphyrine base libre avec la

présence d’une bande de Soret et quatre bandes Q.
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Figure 37 : Spectre électrospray haute résolution du complexe 38.

Pour la formation du complexe 39 1’ajout de DMSO avant d’ajouter I’eau ultrapure pour
pouvoir controler le pH de la réaction était indispensable. Etrangement c’est le ligand avec le plus
de fonctions acide carboxylique qui est le moins soluble. Apres solubilisation dans 10% de DMSO,
le ligand est soluble en milieu aqueux. La complexation du gadolinium a été effectuée comme
précédemment a pH contrdlé en présence d’un exces de nitrate de gadolinium (IIT) a 50°C durant

une nuit (Schéma 86). Le complexe a pu étre filtré et lavé a 1’eau ultrapure.

4,4 6q GA(NO3)3.5 H,0

H,0:DMSO (10:1)
pH=7

HN
o
Nj\‘\// N
OH 0-<--G4
N PR
O 1

Schéma 86 : Synthese du complexe de gadolinium (III) 39.

Une fois le complexe formé, il a été caractérisé par spectrométrie de masse €lectrospray haute

résolution. Le spectre obtenu montre la présence de nombreux adduits de proton et de sodium
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trichargés qui correspondent au complexe 39 (Figure 38). L’analyse des amas isotopiques ne montre
pas de ligand libre ou partiellement métallé. Le complexe n’a pas pu €tre détecté par spectrométrie
de masse MALDI-TOF.
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Figure 38 : Spectre électrospray haute résolution du complexe 39.

Le ligand 34 qui présente une porphyrine asymétrique fonctionnalisée par un dérivé du DOTA
et par une fonction amine libre est soluble dans I’eau quand les fonctions acide ne sont impliquées
dans des liaisons de coordination. Par sécurité, nous avons appliqué le méme protocole que pour les
autres ligands. Nous avons donc tout d’abord solubilisé notre ligand dans une petite quantité de
DMSO et avons dilué cette solution avec de ’eau ultrapure. Le ligand a été mis en présence d’un
exces de nitrate de gadolinium a pH contr6lé et chauffé a S0°C durant une nuit (Schéma 87). Apres
centrifugation de la solution a 4000 tr/min durant dix minutes, le surnageant est remplacé par de
I’eau ultrapure et la solution est a nouveau centrifugée. Cette opération est renouvelée trois fois.
Une fois isolé le complexe 40 a été purifié par HPLC semi-préparative avec une colonne de type
C18 et un gradient d’éluant débutant par un mélange H,0:MeOH (10:90) et se terminant par du
MeOH pur. L’installation de ’HPLC au laboratoire s’est faite apres la synthese et les études des

complexes précédents, qui n’ont donc pas pu étre purifiés par HPLC.
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Schéma 87 : Synthese du complexe de gadolinium (III) 40.

Apres purification par HPLC semi-préparative, le complexe 40 a été analysé par HPLC
analytique. Le chromatogramme obtenu, présenté en Figure 39, ne montre que le pic du composé
désiré. Le complexe a aussi été caractéris€ par spectrométriec de masse Electrospray haute
résolution, par spectrométrie de masse MALDI-TOF et par spectroscopie UV-visible.
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Figure 39 : Chromatogramme du complexe 40.

Le complexe 41 a été préparé comme précédemment a partir du ligand 36 (Schéma 88). Le
ligand a été solubilisé dans du DMSO complété par de I’eau ultrapure afin de former un mélange de
DMSO : H,O (1 : 10). Le ligand a ensuite été mis en présence d’un léger exces de nitrate de
gadolinium a 50°C durant une nuit. Le complexe qui précipite en solution est isolé par
centrifugation et lavé trois fois a I’eau ultrapure. Le complexe n’a pas été purifié par HPLC car il a
été mis en jeu dans I’étape suivante peu de temps avant que les lignes HPLC soient installées au

laboratoire. Nous avons tout de méme pu analyser le complexe par HPLC analytique.
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Schéma 88 : Synthese du complexe de gadolinium (III) 41.

Le chromatogramme du complexe 41 (Figure 40) nous montre que la pureté du composé est de

83 %. Le complexe a aussi pu €tre mis en évidence par spectrométrie de masse Electrospray haute
résolution et par spectroscopie UV-visible.
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Figure 40 : Chromatogramme du complexe 41.
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I1.2 Complexes hétérobimétalliques

Pour la synthese des complexes hétérobimétalliques incorporant du gadolinium (III) et du
cuivre (II), nous avons essayé de travailler dans les conditions les plus douces possible afin d’éviter
les problemes de transmétallation qui peuvent avoir lieu quand plusieurs centres métalliques sont
mis en présence de plusieurs ligands. Cependant, les complexes de gadolinium (III) dans un dérivé
du cycléne sont stables thermodynamiquement et inertes cinétiquement.'’ De plus, les porphyrines
ont une forte affinité pour le cuivre.”” Les propriétés de nos ligands semblent étre adéquates pour
obtenir facilement des complexes hétérobimétalliques a base de gadolinium (III) et de cuivre (I).

Nous avons travaillé sur seulement trois complexes de gadolinium. En effet, nous avons mis en
jeu dans 1’étape de complexation du cuivre uniquement les complexes les plus faciles a obtenir en
quantité suffisante. Les complexes 38 et 39 ont ainsi été écartés du fait de leurs problemes de
solubilité et parce que les quantités que nous avions a disposition ne permettaient pas de poursuivre
en méme temps les analyses et une étape de complexation supplémentaire.

La synthese du complexe hétérobimétallique 42 a été effectuée en mettant le complexe de
gadolinium (III) 37 en solution dans du DMSO. Une solution titrée de nitrate de cuivre a été utilisée
étant donné les petites quantités mises en jeu qui deviennent tres difficiles a peser précisément.
Nous avons choisi pour cette syntheése de travailler avec un défaut de cuivre afin d’étre siir que tout
le cuivre présent en solution soit complexé rapidement par la porphyrine et qu’il n’y ait pas de
cuivre en exces pouvant entrer en compétition avec le gadolinium. Le mélange réactionnel a été
chauffé a 50°C durant 2 h, I’avancement de la réaction a été€ suivi par spectroscopie UV-visible, la

réaction étant stoppée quand le spectre n’évolue plus.

[-Gd:--]-0
N/ 'N-T, H
O \_‘I_‘/{ “\O/
o H
5 | 0,9 éq Cu(NO3),.5 H,0

DMSO l

Schéma 89 : Synthese du complexe hétérobimétallique 42.
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Du fait du défaut de cuivre que nous avons mis en jeu dans la réaction de complexation, nous
avons obtenu dans le brut réactionnel un mélange d’especes entre le produit de départ 37 et le
complexe hétérobimétallique 42 désiré. Apres évaporation du DMSO, le solide obtenu a été lavé
avec du méthanol, le surnageant 1égerement coloré a été retiré et nous avons pu isoler uniquement le

complexe hétérobimétallique comme le montre le spectre Electrospray (Figure 41).
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Figure 41 : Spectres de masse Electrospray du brut réactionnel et du complexe 42.

Pour les deux complexes suivant nous avons suivi un protocole un peu différent. Nous avons
utilisé comme auparavant une solution de nitrate de cuivre titrée afin de contréler tres précisément
la quantité de cuivre mise en jeu. Nous avons retiré I’eau de cette solution par lyophilisation et nous
avons mis un équivalent de cuivre et de ligand en solution dans du méthanol. Nous avons remplacé
le DMSO par le méthanol puisqu’il permet de solubiliser les réactifs et est plus facile a manipuler
que le DMSO notamment pour 1’évaporation du milieu réactionnel. Dans les deux cas nous avons
suivi I’avancement de la réaction par spectroscopie UV-visible.

Pour le complexe 43 (Schéma 90) la réaction est rapide, puisqu’au bout d’une demi-heure
d’agitation a 50°C le spectre UV-visible n’évolue plus. Le solvant a été€ évaporé et le solide résiduel
a été lavé par centrifugation dans de I’eau ultrapure afin de se débarrasser des sels. Le complexe

hétérobimétallique est obtenu sous la forme d’une poudre fine apres lyophilisation.
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Schéma 90 : Synthese du complexe hétérobimétallique 43.

Sur la Figure 42 sont superposés les spectres des complexes 40 et 43 enregistrés dans 1’eau. Le
spectre de la porphyrine base libre du complexe 40 montre clairement une bande de Soret a 427 nm
et quatre bandes Q a 521, 559, 595 et 652 nm. Le spectre de la porphyrine de cuivre 43 ne montre
cette fois que la bande de Soret a 420 nm et deux bandes Q a 543 et 580 nm.

La formation du complexe hétérobimétallique 43 a aussi ét€ mise en évidence par spectrométrie
de masse MALDI-TOF et Electrospray haute résolution. Le complexe n’a pas pu étre purifié par
HPLC semi-préparative du fait de la quantité obtenue, cependant la pureté du complexe a été

mesurée a une valeur de 80% par HPLC analytique.
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Figure 42 : Spectres UV-visible dans I’eau des complexes 40 (en bleu) et 43 (en rouge).

Le complexe hétérobimétallique 44 a été obtenu selon le méme protocole de synthese que le
complexe précédent (Schéma 91). La métallation au cuivre de la porphyrine a nécessité dans ce cas
un peu plus de temps puisque 1’agitation et le chauffage ont été maintenus durant 2 h, jusqu'a ce que
le spectre UV-visible du brut réactionnel n’évolue plus. Le complexe formé a également été lavé a
I’eau ultrapure et isolé sous forme d’une poudre fine apres lyophilisation.

Le complexe hétérobimétallique 44 a été caractérisé par spectrométrie de masse Electrospray
haute résolution, par spectroscopie UV-visible et sa pureté d’une valeur de 80% a été mesurée par

HPLC analytique.

1 éq Cu(NO3),.5 H,0
MeOH

Schéma 91 : Synthese du complexe hétérobimétallique 44.
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Dans ce paragraphe nous avons vu qu’il était facile de complexer du cuivre dans la partie
porphyrinique des ligands que nous avons synthétisés. Cette étape de métallation est rapide et
douce, au maximum d’une durée de deux heures a seulement 50°C dans le méthanol ou le DMSO.

Nous avons donc développé des ligands et une méthode de synthése compatible avec I’emploi
de cuivre-64 dont la demi-vie est de 12,7 heures. De plus, la métallation au cuivre intervient en
derniere étape de la voie de syntheése ce qui est compatible pour transposer ce protocole en synthese

radiochimique.

III. Etudes de la relaxivité des complexes de Gd

Dans ce paragraphe nous allons détailler les études que nous avons effectuées sur les
complexes de gadolinium (III) et les complexes hétérobimétalliques gadolinium (III)/cuivre (II).
Comme nous n’avons travaillé qu’avec des métaux froids, nous n’avons pas pu réaliser d’études en
rapport avec l’efficacité des complexes en imagerie nucléaire. Nous avons donc choisi de
commencer par étudier les propriétés de relaxivité de nos complexes afin d’avoir une premiere idée
de leur efficacité en vue d’applications dans le domaine de I’IRM. En effet la relaxivité est un
parametre propre aux agents de contraste de I’IRM, c’est un moyen de mesurer I’influence d’un
complexe de gadolinium (III) sur les molécules d’eau qui I’entourent. C’est aussi une valeur utile
pour comparer les agents de contraste de I'IRM entre eux. Plus de précisions sur la relaxivité sont

disponibles dans ce manuscrit dans le chapitre d’introduction (§ Chap I.I1.1.3).

I11.1 Techniques mises en ceuvre

La relaxivité s’exprime en mM"'.s". La détermination de la relaxivit¢ d’un complexe de
gadolinium nécessite deux mesures, la mesure de la vitesse de relaxation des molécules d’eau de la
solution ou est présent le complexe ainsi que la mesure précise de la concentration en gadolinium. I1
est plus aisé de faire ces mesures a plusieurs concentrations et de tracer le graphe 1/T, observé en
fonction de la concentration en gadolinium. En effet selon 1’équation de la vitesse de relaxation

(Equation 3), la relaxivité est le coefficient directeur de la droite 1/T, = f([Gd]).’

1 =7, [Gd]
n / para
L +r,[Gd]|avec n=1,2
Tn obs n / dia

Equation 9 : Vitesse de relaxation paramagnétique pour un agent de contraste a base

de gadolinium (I1I).
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1/T, observée est mesurée directement sur un spectrometre RMN par une séquence d’inversion
récupération spécifique a cette mesure. Nous avons effectué deux mesures de la relaxivité une a
haut champ, 300 MHz (7 T) sur un spectromeétre RMN Bruker et [’autre a bas champ, 20 MHz
(0,5 T) sur un appareil Minispec Bruker. Les séquences d’inversion récupération sont dans les deux
cas basées sur des régressions polynomiales calculées a partir de six points.

Pour la mesure de la concentration des solutions nous avons utilis€ un appareil de
spectrophotométrie par torche plasma a détecteur optique (ICP-AES). Les solutions sont nébulisées
dans I’appareil en tres fines gouttelettes, en arrivant dans le plasma d’argon a plusieurs milliers de
Kelvin les molécules sont détruites et les métaux ionisés €mettent des photons a des longueurs
d’onde trés caractéristiques.'” Gréice a une droite d’étalonnage spécifique pour chaque élément il
est possible de mesurer avec une précision de 1’ordre du ppb la concentration en élément métallique

d’une solution donnée.

I11.2 Protocole de mesure de la relaxivité des systémes

Dans ce paragraphe, nous allons décrire la méthodologie de mesure de relaxivité en prenant
pour exemple le complexe 40 qui a pu étre purifié par HPLC semi-préparative. Les valeurs pour les

autres complexes présentés dans ce manuscrit ont ét€ obtenues selon le méme protocole de mesure.

11.2.1 Solubilité des complexes

Les complexes de gadolinium (III) que nous avons synthétisés ont été€ isolés par précipitation
dans le milieu réactionnel. Pour la mesure de la relaxivité il est impératif que les complexes soient
solubles dans 1’eau. Nous avons donc utilisé une petite quantité DMSO pour les solubiliser. Cette
solution est ensuite complétée par de 1’eau ultrapure. La présence de DMSO en petite quantité n’est
pas gé€nante pour la mesure de la relaxivité dans une certaine mesure. En effet il est important que la
solution garde des propriétés de viscosité et de diffusion tres proches de celles de 1’eau pure pour
que les valeurs soient comparables avec celles de la littérature.'> Nous avons utilisé un pourcentage
volumique de 5 % de DMSO dans 1’eau, ce qui, rapporté en fraction molaire, donne une valeur
faible de xpyso = 0,013. Pour nous assurer que la petite portion de DMSO dans les solutions ne
modifie pas les propriétés de 1’eau de manicre significative, nous avons mesuré la relaxivité, dans
ces conditions, du complexe DOTA(GA), principe actif du DOTAREM®, connu dans la littérature.
Nous avons mesuré pour le complexe de DOTA(Gd) une valeur de 3,6 mM's" (300 MHz, 7 T,
25°C), les valeurs de la littérature de 4,2 mM's" (60 MHz, 1,5T, 37°C) a champ moyen sont

cohérentes avec ce résultat.'**

De ce point de vue nous pensons que 1’ajout d’une fraction molaire de
DMSO dans les solutions ne modifie pas de maniere significative les valeurs de relaxivité des

complexes.
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111.2.2 Test au xylénol orange

Nous avons vérifi€é 1’absence de gadolinium libre en solution par un protocole décrit dans la

littérature, le test au xylénol orange (Schéma 92).'”

D’autres méthodes de mesure du gadolinium
libre sont décrites dans la littérature,'* cependant ce test nous a semblé le plus pertinent, notamment
par sa facilité de mise en ceuvre.

Le xylénol orange est un indicateur coloré dont la couleur varie du jaune (a pH acide ou neutre)
au violet (a pH basique). Le méme changement de couleur est observé en mettant le xylénol orange

en présence de lanthanides en milieu tamponné (Figure 43).

HO4S ‘ COO-
CRSHY
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‘O0C” N

k - 4Na*
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Schéma 92 : Structure du xylénol orange. D’apres 1’article de Fedeli et al.'

Comme la stabilité thermodynamique des complexes de lanthanides avec le xylénol orange est
bien plus faible que celle des complexes de dérivés du DOTA, cet indicateur coloré est un outil de

choix pour détecter la présence de lanthanides libres en solution.
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Figure 43 : Changement de couleur du xylénol orange avec I’augmentation de la concentration en
l.125

gadolinium. D’apres 1’article de Fedeli et a

Pour les complexes de gadolinium avec des macrocycles incolores en solution, ce test peut étre
effectué en regardant a I’ceil nu la couleur de la solution de complexe et de I’indicateur coloré en
milieu tamponné. Pour les complexes €tudiés, du fait de la forte absorption des porphyrines dans le
visible, nous n’avons pas pu observer de changement de couleur de la solution a I’ceil nu. Nous
avons donc utilisé un spectrophotometre UV-visible pour mesurer les spectres d’absorption du

complexe 40 seul et en présence de xylénol orange a pH = 6 dans un milieu tamponné (Figure 44).
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Schéma 93 : structure de 1’urotropine.

Nous avons utilisé 1’'urotropine pour former cette solution tampon, 1’urotropine est une base
faible connue aussi sous le nom d’hexaméthylenetétramine (Schéma 93), elle possede un pKa
de 5.1.
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Figure 44 : Spectres UV-visible du composé 40 seul et en présence de xylénol orange dans 1’eau a

pH = 6 (tampon urotropine).

Sur le spectre UV-visible du complexe 40 on peut noter la présence des bandes d’absorption
caractéristiques d’une porphyrine base libre, a savoir une bande de Soret intense a 420 nm et quatre
bandes Q entre 500 et 700 nm. La présence de la porphyrine rend la lecture du spectre du complexe
40 en présence de xylénol orange compliqué. En effet, il est difficile d’identifier clairement quelles
bandes d’absorption ont pour origine la porphyrine, le xylénol orange ou les deux superposés. Pour
pouvoir établir avec certitude I’absence de gadolinium en solution nous avons donc préparé et
utilisé comme référence une solution de xylénol orange seul et une solution de xylénol orange en

présence d’un exces de gadolinium a pH = 6 dans un tampon urotropine (Figure 45).
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Figure 45 : Spectres d’absorption UV-visible du xylénol orange seul et en présence d’un exces de

gadolinium.

Le spectre d’absorption du xylénol orange seul nous montre une bande intense a 440 nm et une
bande d’intensité moindre a 575 nm. L ajout d’un exces de gadolinium en présence de 1’indicateur
coloré nous donne un spectre UV-visible caractéristique avec une bande centrée a 571 nm. Ces
données sont conformes a celles décrites dans la littérature.'”

Nous avons ensuite traité les spectres obtenus avec le complexe 40 par une opération de
soustraction entre les deux spectres de la Figure 44. Cette soustraction devrait nous donner
uniquement le spectre d’absorption du xylénol orange en solution avec le complexe 40. Nous avons
comparé le résultat de la soustraction avec le spectre de 1’indicateur coloré seul (Figure 46).
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Figure 46 : Spectres UV-visible du xylénol orange seul comparé a la soustraction entre les spectres

du complexe 40.

Sur la Figure 46, on voit clairement la présence d’une bande d’absorption intense a environ
450 nm et d’une bande d’intensité plus faible vers 570 nm. On peut conclure que 1’espece présente
en solution avec le complexe 40 a le méme spectre d’absorption que le xylénol orange seul en
solution. La diminution de 1’absorbance entre 400 et 450 nm est un artefact du a la soustraction des
bandes de Soret tres intenses dans cette région du spectre, ou le xylénol orange a trés peu
d’influence du fait de son coefficient d’extinction molaire beaucoup plus faible que celui de la
porphyrine. De plus sur les spectres originaux, les valeurs d’absorption des bandes de Soret sont
légerement supérieures a 1, du fait des concentrations des solutions que nous avons utilisées. La loi
de Beer-Lambert ne s’applique plus pour des absorbances supérieures a 1, ce qui est a I’origine des
aberrations dans la zone de la bande de Soret lors de la soustraction entre les spectres de la Figure
44.

Le test au xylénol orange nous a permis d’affirmer qu’il n’y avait pas de gadolinium libre dans

les solutions que nous avons utilisées pour les mesures de relaxivité.

111.2.3 Mesure de la concentration en gadolinium

Pour mesurer avec précision la concentration en gadolinium de nos solutions, nous avons
utilisé I’ICP-AES (pour Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectrometry).
Nous avons du faire face a quelques difficultés pour ces mesures puisque les solutions dans un

mélange d’eau et de DMSO (100 : 5) a pH = 7, que nous avons préparées pour les mesures de
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relaxivité se sont révélées incompatibles avec les mesures d’ICP-AES puisque les échantillons
doivent étre préparés dans une solution d’acide nitrique a 2 %. De plus, quand nous avons ajouté la
petite quantité d’acide nitrique nécessaire a la mesure par ICP-AES les complexes ont précipité. 11
n’est pas possible de faire un dosage d’ICP-AES sur une solution inhomogene, étant donné les
risques d’obstruer les capillaires de 1’appareil et des erreurs de mesure entrainées par la présence de
particules en solution.

Pour contourner ce probléme, nous avons prélevé un volume connu de la solution préparée
pour la mesure de la relaxivité et nous 1’avons lyophilisé. Le solide obtenu a été minéralisé sous
micro-ondes, dans un mélange d’acide nitrique et d’eau oxygénée grace a un minéralisateur micro-
ondes. Le laboratoire n’étant pas équipé de minéralisateur micro-ondes nous avons effectué cette
étape au Pole de Chimie Analytique Welience situé a la Facult¢ de Pharmacie de Dijon. Apres ce
traitement toute la partie organique du complexe est détruite et il ne reste que du nitrate de
gadolinium en solution dans 1’acide nitrique. Cette solution a été diluée dans I’eau jusqu’a un
volume connu et la solution de gadolinium obtenue a été dosée par ICP-AES par le Pole de Chimie
Analytique Welience. Pour les complexes hétérobimétalliques, nous avons dosé le gadolinium et le

cuivre simultanément, les valeurs n’ont pas révélé d’anomalies et sont conformes aux résultats

attendus.
1.2 4 Mesure de la vitesse de relaxation longitudinale 1/T, et calcul de la
relaxivité

Pour la mesure de la relaxivité nous avons choisi de mesurer la vitesse de relaxation
longitudinale 1/T, a trois concentrations différentes pour chaque complexe. Nous avons donc
préparé une solution mere, sur laquelle nous avons effectué toutes les analyses précédemment
décrites. A partir de cette solution mere nous avons facilement obtenu deux autres solutions filles,
I’une diluée deux fois et I’autre diluée cinq fois.

Pour chaque solution, nous avons mesuré la vitesse de relaxation longitudinale par des
séquences RMN classiques d’inversion récupération a bas champ (20 MHz, 0,5 T, 25°C et 40°C) et
a haut champ (300 MHz, 7 T, 25°C).

Une fois les valeurs de vitesse de relaxation longitudinale obtenues nous avons tracé la droite
(1/T1) = f([Gd]) et la relaxivité du complexe considéré, qui est le coefficient directeur de la droite,

est obtenue par régression linéaire.

I11.3 Analyse des valeurs de relaxivité

Les valeurs de relaxivité que nous avons obtenues peuvent €tre divisées en deux groupes, un
groupe de valeurs conformes a ce que nous attendions, qui concerne les complexes 37, 40, 41, 42,

43 et 44 (Schéma 94, Tableau 9) et un groupe de valeurs inattendues qui concerne les complexes 38
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et 39 (Schéma 95, Tableau 10). Dans les deux paragraphes suivants nous allons détailler séparément

ces deux groupes en commencant par les valeurs en accord avec ce que nous attendions.

111.3.1 Relaxivité des complexes 37,40,41,42,43 et 44

Les structures de complexes de gadolinium (III) 37, 40 et 41 ainsi que celles des complexes
hétérobimétalliques associant du gadolinium (III) et du cuivre (1I) 42, 43 et 44 sont rappelées sur le
Schéma 94.

0._0 EO
N"’\N\{\ \‘\\

° L'Q o T N\ Lo
‘ T 37:M=2H N
© 5 H 42:M=cu O,/—/Cﬁ?‘N

\\/NE\‘\\)L

HoN NH » 0”70
/O\

H"H

40:M=2H
43 : M =Cu

Schéma 94 : Structure des complexes 37,40, 41,42, 43 et 44.

Les valeurs de relaxivité des complexes enregistrées a haut champ (300 MHz, 7 T, 25 °C) vont
de 3,6 26,1 mM™".s" et sont du méme ordre de grandeur que la valeur mesurée pour le complexe de
référence, 3,6 mM's"' pour le DOTA(Gd). Ces valeurs de relaxivité a haut champ sont
caractéristiques de complexes de gadolinium avec une molécule d’eau dans leur premiere sphere de

coordination.
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Les valeurs de relaxivité a bas champ (20 MHz, 0,5 T) a 40°C sont supérieures a celles
enregistrées a 25°C. Cette différence provient de I’augmentation de la température d’analyse. Nous
pouvons voir que I’introduction de cuivre (II) paramagnétique ne modifie pas significativement la
relaxivité des complexes. Ceci s’explique par le fait que les molécules d’eau n’ont pas acces a la
premiere sphere de coordination du cuivre dans le macrocycle porphyrinique. La relaxivité des
complexes utilisés en imagerie médicale A bas champ est comprise entre 4 et 8 mM™"'.s™ (§ Chap
I.II.1.5.2). Pour les complexes étudi€s, les valeurs sont de deux a quatre fois supérieures a celles des
agents de contraste commerciaux utilisés a I’heure actuelle. Ceci est un résultat encourageant qui
signifie que les complexes utilisés a la méme concentration qu’un agent de contraste commercial

fourniraient théoriquement un contraste quatre fois plus intense.

Relaxivité r, (en mM™'.s™)

20 MHz,0,5 T 20 MHz,05T 300 MHz,7 T
Complexe 25°C 40°C 25°C
[Gd] 37 189 - 42
[Gd] 40 195 25,7 3,6
[Gd,] 41 19,8 222 54
[Gd-Cu] 42 18,8 ---- 39
[Gd-Cu] 43 16,1 18,5 6,1
[Gd,-Cu] 44 212 245 5,5
DOTA(Gd) 42 2a60MHz, 15T et 37°C** 3,6

Tableau 9 : Relaxivité des complexes 37, 40, 41, 42, 43 et 44 a différents champs et températures.

La relaxivité plus élevée des complexes que nous avons obtenus, par rapport aux complexes de
gadolinium commerciaux peut étre expliquée par la taille des ligands que nous utilisons. En effet,
quand la masse molaire du ligand augmente, le parametre de corrélation rotationnel T, diminue. Tty
traduit la vitesse de rotation du complexe sur lui-méme. Selon la théorie développée par Solomon,
Bloemergen et Morgan’ si le complexe tourne moins vite, I’échange des molécules d’eau devient
plus efficace et la relaxivité augmente. Plus le ligand est encombrant et moins il tourne vite sur lui
méme et plus la valeur de la relaxivité augmente.

Nous avons comparé les valeurs que nous avons obtenues avec celles de complexes de structure
voisine décrits dans la littérature. En effet, plusieurs équipes ont développé des complexes de
gadolinium couplés a des dérivés porphyriniques.

L’équipe de Simonneaux a mesuré une valeur de r, de 14,8 mM's' a2 20 MHz pour une
porphyrine porteuse de quatre complexes de DTPA(Gd).'”” L’équipe de Pandey a développé des
composés associant des chlorines substituées par plusieurs complexes de DTPA(Gd) avec des
valeurs de relaxivité allant de 13,5 2 25,09 mM™".s" 4 200 MHz."” L’équipe de Meade a décrit des
systetmes incorporant une porphyrazine substituée par plusieurs complexes de DOTA(Gd) qui
présente des valeurs de r, allant de 4,2 2 12,8 mM's' a 60 MHz."”® Les valeurs de relaxivité
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présentées dans ces exemples sont du méme ordre de grandeur que celles que nous avons observées
pour les complexes 37,40,41,42,43 et 44.

111.3.2 Relaxivité des complexes 38 et 39

Les valeurs observées pour les complexes 38 et 39 sont, a haut champ comme a bas champ,
plus faibles que pour les autres complexes que nous avons développés. Plusieurs facteurs peuvent
étre responsables de cette diminution des valeurs de r, pour des composés dont la structure est tres

proche de celle des complexes précédents.

H-O, 2\*,0
~ A

0- =N /. O
“-Gd-._]

"Gd-.__
Oé"\/N",' \N/“O
\i_/
O’ —
NH
39:R= ©_/

Schéma 95 : Structure des complexes 38 et 39.

Relaxivité r, (en mM ™" s™)

20 MHz,0,5 T 20 MHz,0,5 T 300 MHz, 7 T

Complexe 25°C 40°C 25°C
[Gd,] 38 73 9.1 4,1
[Gd,] 39 50 6.7 2.8

DOTA(Gd) 42260 MHz, 1,5 T et 37°C'%* 36

Tableau 10 : Relaxivité des complexes 38 et 39 a différents champs et températures

Cette baisse est plus sensible pour le composé 39 qui incorpore quatre complexes de
DOTA(Gd) que pour le complexe 38 qui n’en comporte que deux. Une des explications est que ces
complexes sont moins rigides du fait de la présence d’un atome de carbone en plus entre le ligand
dérivé du DOTA et la porphyrine. Cette flexibilité pourrait induire une gene stérique de la partie
hydrophobe de la molécule. La porphyrine pourrait géner I’approche de la molécule d’eau vers les
complexes de gadolinium. Cette baisse de la relaxivité peut aussi avoir comme origine un manque

de solubilité de ces complexes entrainant une légere précipitation durant ’analyse.
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IV. Conclusions et perspectives de ce travail

IV.1 Perspectives

Dans ce paragraphe nous avons choisi de présenter les travaux en cours au laboratoire et qui
n’ont pas pu étre terminés au moment de la rédaction de ce manuscrit. En effet encore beaucoup de
travail reste a accomplir dans cette thématique d’imagerie médicale relativement récente au
laboratoire.

Nous avons délibérément choisi de mettre au point des complexes hétérobimétalliques a base
de gadolinium (III) et de cuivre (II) mais d’autres combinaisons sont toutes aussi pertinentes et
restent a mettre au point et a étudier. Les porphyrines sont notamment connues pour former des
complexes stables avec 1’'indium dont 1’isotope radioactif 1’indium-111 est utilis€ en imagerie
nucléaire. Les porphyrines de manganése sont aussi intéressantes de par leur potentiel en IRM'> '
' et les macrocycles de la famille du DOTA sont connus pour complexer de nombreux centres
métalliques utiles pour 1’imagerie nucléaire.” '

Nous avons vu qu’a partir des étapes de complexation, nos complexes présentaient des
problemes de solubilité. Il y existe plusieurs solutions a ce probleme. L’une des solutions est de
préparer une nouvelle voie de synthése dans laquelle des fonctions seront ajoutées a la structure des
ligands. Ces fonctions seront en charge de rendre hydrosoluble la partie porphyrinique des
molécules."’

L’autre possibilité est de se focaliser sur la vectorisation des complexes, en les greffant sur des
biomolécules de taille importante, comme des anticorps, en présumant que le vecteur pourra
solubiliser correctement les complexes en milieu biologique.”' Les travaux d’activation de la
fonction amine libre de notre ligand seront détaillés dans ce paragraphe.

Enfin des tests de cytotoxicité in vitro et d’efficacité des complexes en IRM sur petit animal
sont prévus pour certains composés. Dans 1’avenir il faudra bien entendu envisager d’utiliser des

métaux radioactifs et évaluer leurs performances en imagerie nucléaire.

IV.1.1 Essai de complexation d’indium dans la cavité porphyrinique

Afin d’enrichir la variété des métaux que nous avons inséré dans les ligands et d’obtenir un
autre exemple de complexe hétérobimétallique, nous avons essayé d’introduire de 1’indium dans la
cavité porphyrinique du complexe de gadolinium (III) 41. En effet son isotope radioactif, I’indium
111, est émetteur de rayons vy et est utilisé en tant qu’agent de contraste de la SPECT.*® De plus les
porphyrines ont déja été utilisées pour marquer des anticorps par de I’'indium 111 par 1’équipe de

Pereyre.'”
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Les conditions expérimentales disponibles dans la littérature sont relativement drastiques
puisque 1’équipe de Pereyre a mis en présence la porphyrine et du chlorure d’indium en solution
dans un mélange d’acide acétique avec une petite quantité d’acide trifluoroacétique a 140 °C durant
trois heures sous atmosphére inerte."”* Ces conditions sont beaucoup trop dures pour pouvoir étre
utilisées sur des complexes de gadolinium, qui se dissocieraient en solution dans 1’acide a haute
température.

Nous avons trouvé un autre exemple dans la littérature, qui permet de s’affranchir de
’utilisation d’acide puisque la porphyrine d’indium est obtenue en plagant du chlorure d’indium et
la porphyrine en solution dans le DMF et en chauffant a 140°C durant 40 h."” Nous avons décidé
d’utiliser cette méthode de synthese. Comme la température requise pour la complexation de
I’indium dans la cavité porphyrinique est relativement élevée, nous avons préféré utiliser un défaut
d’indium afin d’essayer d’éviter les phénomenes de transmétallation. Nous avons utilisé le
complexe 41 pour ce test puisqu’il était disponible en quantité suffisante pour faire quelques essais
de complexation.

Nous avons mis le complexe 41 en solution dans le DMF en présence de 0,2 équivalents de

chlorure d’indium et nous avons chauffé la solution a 140°C (Schéma 96).

Schéma 96 : Essai de complexation de I’indium dans la cavité porphyrinique du complexe 41.

L’avancement de la réaction a été suivi par spectrométrie de masse Electrospray. Le chauffage
a été maintenu durant 2 h et nous avons pu identifier sur le spectre de masse des amas isotopiques

appartenant au complexe hétérobimétallique indium-gadolinium.
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Figure 47 : Spectre de masse Electrospray de la métalation a I’indium du complexe 41.

Sur le spectre de masse Electrospray (Figure 47) on peut identifier trois amas isotopiques
correspondant a des adduits du complexe hétérobimétallique désiré. On peut noter la présence de
I’amas isotopique dichargé a 969,20 Daltons qui correspond a une perte de I’atome de chlore axial
de I’indium et a I’ajout d’un proton [M-CI+H]**. Deux autres amas isotopiques dichargés peuvent
étre identifiés a 972,22 et 981,68 Daltons correspondant respectivement aux formules brutes
[M-Cl+Na]** et [M-CI+K]**. Ces amas ne sont pas clairement définis puisqu’ils sont confondus
avec des amas isotopiques d’adduits du complexe 41 de départ. En effet du fait du défaut d’indium
nous retrouvons beaucoup de produit de départ dans le brut réactionnel. On peut clairement
identifier les amas isotopiques correspondant a des adduits de sodium du complexe de départ a
028,26, 938,25 et 949,74 qui correspondent respectivement aux formules brutes [M+2Na]**,
[M+3Na-H]** et [M+4Na-2H]*". Les autres amas isotopiques du produit de départ sont confondus
avec ceux du complexe hétérobimétallique final.

Il est important de noter qu’aucune transmétallation n’a ét€ observée et qu’il semble que
I’indium soit complexé uniquement par la porphyrine sans affecter les complexes de gadolinium de

départ.
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Ce résultat est tres prometteur, mais nous n’avons malheureusement pas eu le temps de
poursuivre ces travaux et d’isoler le complexe hétérobimétallique incorporant de 1’indium (III) et du
gadolinium (III). La métallation de la porphyrine a I’indium semble tout a fait possible en présence
de complexes de gadolinium sans que ceux-ci soient détruits par les conditions réactionnelles a

haute température.

IV.1.2 Amélioration de la solubilité des complexes

Dans ce paragraphe, nous allons décrire une voie de synthése que nous avons utilisée pour
obtenir une porphyrine A;B substituée par un groupement aniline et trois fonctions sulfonates qui
permettent de solubiliser la porphyrine en milieu aqueux. La syntheése de cette porphyrine A;B a
déja été décrite par le groupe de Mahy en 2010."* Dans cette voie de synthése la fonction aniline est
amenée grice a une fonction nitro. Cette fonction nitro est elle méme introduite sur la
tétraphénylporphyrine par un protocole décrit par I’équipe de Smith (Schéma 97)."> Cette méthode
de synthése permet de nitrer en position para un seul des quatre cycles aromatiques avec un

rendement annoncé d’environ 80%.

NaN02
TFA

Schéma 97 : Synthese de la 5-(4-(nitro)phényl),10,15,20-triphenylporphyrine 45.

La tétraphénylporphyrine est un produit courant au laboratoire qui est synthétisé, grace a un
réacteur de 20 L, dans des quantités de 1’ordre de la centaine de grammes, par la méthode d’Adler et
Longo, en mettant du pyrrole et du benzaldéhyde en solution dans I’acide propionique.

La tétraphénylporphyrine est mise en solution dans 1’acide trifluoroacétique et 1,8 équivalents
de nitrate de sodium sont ajoutés dans le milieu réactionnel (Schéma 97). La réaction est tres rapide
et est interrompue apres seulement trois minutes. Le milieu réactionnel est versé sur une grande
quantité d’eau pour stopper la réaction. L’acide est neutralisé et les résidus porphyriniques sont
extraits et évaporés. Le brut réactionnel comporte trois produits, le produit de départ, la porphyrine
45 désirée et le produit provenant de la bis-addition de la fonction nitro. La porphyrine A;B nitro 45
est isolée avec un rendement de 59% par une colonne chromatographique de silice avec comme
éluant un mélange DCM : heptane (60 : 40).
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La fonction nitro de la porphyrine 45 a ensuite ét€ réduite en amine par la méthode utilisant du
chlorure d’étain et de 1’acide chlorhydrique (Schéma 98). Apres une purification par une colonne

chromatographique de silice la porphyrine A;B 46 est isolée avec un rendement de 62 %.

SnC|2.2H20
HCI, CHCl,

Schéma 98 : Synthese de la 5-(4-(amino)phényl)-10,15,20-triphenylporphyrine 46.

La formation du composé 46 a été mise en évidence par spectrométrie de masse MALDI-TOF,
Electrospray et par spectroscopie RMN 'H. Sur la Figure 48, sont superposés les spectres de la

porphyrine A;B nitro 45 et de la porphyrine A;B amino 46.
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Figure 48 : Spectres RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) des composés 45 (en vert) et 46 (en noir).

Sur les deux spectres, on peut noter la présence des pics caractéristiques des protons des
positions 3 qui résonnent sous la forme d’un multiplet de 8,83 a 8,94 ppm. Les protons aromatiques

des groupements phényles apparaissent sous la forme de deux multiplets intégrant pour six et neuf
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protons a 8,21 et 7,76 respectivement. Les protons de la cavité porphyrinique résonnent sous la
forme d’un singulet a -2,73 ppm. La formation de la fonction amine est mise en évidence par
I’apparition du singulet a 4,02 ppm intégrant pour deux protons. La réduction de la fonction nitro
induit aussi un blindage des doublets, intégrant pour deux protons chacun, du cycle aromatique de
8,62 a7,99 ppm et de 8,41 a 7,05 ppm respectivement.

L’étape suivante de cette voie de synthese est ’introduction de trois fonctions acide sulfonique
sur les positions para des trois cycles aromatiques non substitués. La méthode de fonctionnalisation
que nous avons utilisée a déja été décrite dans la littérature sur la tétraphénylporphyrine par

plusieurs groupes (Schéma 99)."*

Schéma 99 : Synthese de la 5-(4-(amino)phényl)-10,15,20-tri(4-(sulphonato)phényl) porphyrine 47.

La porphyrine 46 est solubilisée dans un minimum d’acide sulfurique et la solution est chauffée
a 80°C durant une nuit. La solution est versée dans un grand volume d’eau et 1’acide est neutralisé
par de I’oxyde de calcium. La phase aqueuse est filtrée et lyophilisée pour donner la porphyrine 47.
Le composé 47 a été caractérisé par spectroscopie RMN 'H dans le DMSO D6, par spectroscopie
UV-visible, par spectrométrie de masse MALDI-TOF et Electrospray haute résolution. Sur le
spectre de masse Electrospray en mode négatif, on peut clairement voir deux amas isotopiques a
288,7015 et 444,5465 Daltons correspondant respectivement aux formules brutes [M]* et [M+Na]*
(Figure 49). L’amas isotopique a 288,7015 correspond exactement a 1’amas isotopique théorique
calculé pour la formule brute C,,H,;O,N;S;.
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Figure 49 : Spectre de masse Electrospray haute résolution du composé 47.

Nous ne connaissons pas avec certitude la nature des cations associés aux fonctions sulfonates.
Nous avons essayé de controler la nature du contre-ion par chromatographie sur une résine
échangeuse d’anions (Amberlite® IRA-458) mais le produit n’a pas pu étre décroché de la résine
lors de ce traitement. La suite de la synthése n’a pas pu €tre réalisée a temps pour étre présentée

dans ce manuscrit, mais des travaux sur cette voie de synthese sont en cours au laboratoire.

1V.1.3 Activation de la fonction amine libre

Nous avons décrit dans le chapitre précédent la synthése d’un ligand comportant une fonction
amine libre en vue d’utiliser cette fonction pour greffer le ligand sur un vecteur biologique. Parmi
les moyens synthétiques disponibles pour activer une fonction amine,"”” nous avons choisi d’utiliser
la fonction isothiocyanate qui peut réagir avec les fonctions amine primaire présentes sur les acides

aminés lysines des polypeptides.'

L’activation d’un groupement aniline en groupement
isothiocyanate d’une porphyrine a déja été décrite dans la littérature par I’équipe de Vicente."’ Pour
former la fonction isothiocyanate ce groupe a utilis€ comme réactif la 1,1’-thiocarbonyldi-
2(1H)pyridone. Pour notre part, nous avons utilisé le thiophosgene pour des raisons de disponibilité
au laboratoire et pour des raisons de prix, le thiophosgene est bien meilleur marché que la 1,1°-
thiocarbonyldi-2(1H)pyridone. En revanche la manipulation du thiophosgene doit se faire avec plus

de précaution, du fait de sa plus grande toxicité, mais donne d’aussi bons résultats.*
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Nous avons décidé de commencer a mettre au point ’activation de la fonction amine sur le
ligand soluble en milieu organique. En effet, afin de faciliter la manipulation et le traitement nous
avons préféré réaliser les syntheses en milieu organique.

La manipulation que nous avons mis au point pour obtenir le dérivé activé 48 consiste a mettre
en présence le composé 33 avec un large exces de thiophosgene en présence d’une base pour capter
les deux équivalents d’acide chlorhydrique qui se forme durant la formation du groupement
isothiocyanate (Schéma 100). Apres différents essais, avec de la triéthylamine ou de la
diisopropyléthylamine, il nous a semblé plus facile d’utiliser du carbonate de potassium solide en
suspension dans le chloroforme puisqu’une simple filtration permet d’éliminer les sels en

suspension dans la phase organique.

O._O-tBu

N(\N//§<O-t8u
e

tBu-O

Schéma 100 : Syntheése du composé 48.

Etant donné le large exces de thiophosgene et de carbonate de potassium, le traitement de la
réaction consiste en une évaporation sous rampe a vide, avec un piege d’azote liquide pour piéger le
thiophosgeéne en exces, et une filtration. Le produit 48 est obtenu quantitativement et a été

caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF et par spectroscopie RMN 'H.
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Figure 50 : Spectre RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) du composé 48.
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Figure 51 : Spectre RMN 'H (DMSO D6, 400 K, 500 MHz) du composé 33.

La comparaison des spectres RMN 'H des composés 48 et 33 (Figure 50 et Figure 51) nous
montre clairement la transformation de la fonction amine en groupement isothiocyanate. On
observe le déblindage des signaux du cycle aromatique porteur de la fonction en question. En effet
les deux doublets se déplacent respectivement de 7,85 a 8,20 et de 7,04 a 7,60. Bien que les deux
spectres aient €t€ obtenus dans des solvants différents, ce déblindage significatif est du a la
transformation de la fonction amine en fonction isothiocyanate. Sur le spectre du composé 48 les
signaux correspondant aux protons du cycle tétraazoté non aromatique sont bien résolus bien que le
spectre ait été enregistré a 300 K. La protonation d’un ou plusieurs atomes d’azote du macrocycle

durant la réaction est a I’origine de ce phénomene.
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O tBu

N/> O-tBu

O- tBu

T(\Nx O-tBu
0 </N L

Schéma 101 : Essai de couplage du composé 48 avec la propylamine.

Dans une derniere étape, nous avons voulu tester la réactivité de cette fonction de greffage sur
une amine linéaire basique, comme la propylamine. Nous avons mis en solution le composé 48 dans
le chloroforme en présence de propylamine. Le produit désiré a pu €tre observé par spectrométrie de
masse MALDI-TOF dans le brut réactionnel, mais nous n’avons pas pu ’isoler pour le caractériser
correctement, et ce malgré plusieurs tentatives. Nous avons remplacé la propylamine par de la
benzylamine sans obtenir de meilleurs résultats. Par manque de temps nous n’avons pas pu

optimiser cette étape.
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IV.2 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons vu que nous pouvions, a partir des ligands décrits dans le
chapitre II, obtenir des complexes de gadolinium (III) et des complexes hétérobimétalliques
incorporant du gadolinium (III) et du cuivre (II). Nous avons mis au point un protocole de mesure
de la relaxivité longitudinale de ces complexes. Les valeurs de r, qui ont été obtenues sont, pour la
majorité des complexes, en accord avec les valeurs de la littérature pour des complexes de méme
nature et sont deux a quatre fois supérieures aux valeurs des agents de contraste commerciaux
utilisés a I’heure actuelle en IRM. Ce résultat tres prometteur nous incite bien entendu a continuer
les travaux de recherches sur des complexes de ce type. Cependant nous sommes conscients que
plusieurs points, comme la cytotoxicité ou la solubilité restent a étudier et a améliorer pour pouvoir
tester ces complexes hétérobimétalliques en imagerie sur petit animal.

Ce travail a aussi donné lieu a deux publications, la premiere a été publiée en 2011'* et la

seconde sera soumise cette année.
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Chapitre IV : Synthése, caractérisation et étude de systemes BODIPY-Porphyrines

I. Projet

I.1 Contexte du projet

Depuis quelques années, un nouveau théme de recherche autour des dérivés du 4 4-difluoro-4-
bora-3a4a-diaza-s-indacene a vu le jour au laboratoire. Ces molécules, plus connues sous
I’acronyme BODIPY (pour difluoroBOron DIPYrromethene), sont développées pour des
applications dans le domaine de I’imagerie optique. Ce projet est réalisé dans notre équipe P2DA
par le Pr Franck Denat, le Dr Christine Goze, le Dr Claire Bernhard et Bertrand Brizet (Doctorant).

Dans la littérature, des porphyrines et des BODIPY ont déja été associés en tant que couple
donneur-accepteur pour étudier les transferts d’énergie possibles entre ces composés tant a travers
les liaisons qu’a travers 1’espace.'"'

Nous avons décidé de partager nos savoir-faire respectifs et de développer de nouvelles voies
de synthese pour obtenir des systemes donneur-accepteur associant des porphyrines et des
BODIPY. Bien que ce projet soit plus orienté vers la recherche fondamentale et le développement
de voies de syntheses originales, les systemes obtenus peuvent avoir un intérét en imagerie optique.
En effet, ’utilisation d’un systéme donneur-accepteur, dans lequel un donneur absorbe de 1’énergie
lumineuse et la transfére a un accepteur, qui va émettre un photon a une longueur d’onde plus
longue, permet d’augmenter artificiellement le déplacement de Stokes d’un chromophore. Cette
caractéristique peut €tre utile par exemple pour déplacer I’émission d’un systeme vers la fenétre

optique ol les tissus biologiques absorbent le moins, entre 650 nm et 1450 nm.*®

1.2 Caractéristiques générales des BODIPY

Bien que la structure de base d’un BODIPY soit identique a celle d’un dipyrrométheéne, leur
nomenclature TUPAC est différente (Schéma 102). La nomenclature des positions meso, o et

pyrroliques reste cependant valable.

meso
1 8 7 !
2 N g /= A \Z
NS, N-NH N~/ |
F'F 1 11 10 9
BODIPY Dipyrrométhéne

Schéma 102 : Nomenclature [UPAC des BODIPY et des dipyrrométhenes.

D’apres la revue de Burgess.'*!
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La premiére synthése d’un BODIPY a été réalisée en 1968 par Treibs et Kreuser.'* Depuis le
milieu des années 90, les BODIPY sont devenus tres populaires du fait de leurs caractéristiques
particulieres. En effet, leurs longueurs d’ondes d’absorption et d’émission sont, pour la majorité des
systtmes, dans le domaine du visible. Ils possedent des coefficients d’extinction molaire
relativement élevés, (&€ = 50 000 L.mol".cm™) ainsi que des rendements quantiques de fluorescence
proche de 80 %. Les BODIPY ont une bonne solubilité en milieu organique, ils ne souffrent pas de
problemes d’agrégation en solution et leurs propriétés photophysiques peuvent étre fortement
modifiées par ajout de substituants sur les différentes positions disponibles.'*’ Ces caractéristiques
ont participé a I’attrait suscité par les BODIPY et leurs applications potentielles dans de nombreux
domaines, allant du marquage de molécules biologiques,'** aux capteurs solaires,'*> en passant par

' ou les détecteurs fluorescents.'” Les synthéses de BODIPY

les dispositifs électroluminescents
utilisent couramment comme produits de départ des dérivés pyrroliques ; la chimie mise en jeu est
tres proche des réactions utilisées pour la synthése de porphyrines. Une voie de synthése classique
pour I’obtention d’un BODIPY substitué sur les positions meso, a et B pyrroliques, passe par la
condensation catalysée en milieu acide d’un aldéhyde sur un dérivé du pyrrole pour former un
dipyrrométhane. Le dipyrrométhane peut étre oxydé en dipyrrométhéne en présence de DDQ ou de
para-chloranil. Le dipyrrométhene mis en présence de base et de trifluorure de bore étherate

conduit a la formation du BODIPY.

R R
R
/szRs Rj Rs R3
7\ H+ = = oxydation =77 N
+ _— —_— > R
Rq H Ro—\_NHHN_/ 2 Re™\_NH N= 2
Hx0 R, R, R, R

Dipyrrométhane Dipyrrométhéne

BF3(OEty)

base

Dipyrrométhéne BODIPY
Schéma 103 : Voie de synthese d’un BODIPY substitué en positions meso, a et  pyrroliques.
Les dérivés BODIPY obtenus sont relativement robustes et peuvent €tre fonctionnalisés apres
formation. De plus, la modification de la richesse électronique des substituants autour du noyau

aromatique du BODIPY entraine des modifications importantes des propri€tés photophysiques de la

molécule.'*
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I.3 Quelques exemples de la littérature

Plusieurs exemples de systemes qui incorporent des BODIPY et des porphyrines sont
disponibles dans la littérature,"' nous avons choisi de présenter deux exemples en particulier. Pour
chaque cas on note la présence d’un transfert d’énergie du BODIPY vers la porphyrine. Dans le
premier exemple ce transfert a lieu a travers 1’espace (Figure 52) et dans le deuxiéme a travers des
liaisons (Figure 53).

La Figure 52 est un exemple de systeme auto-assemblé griace a la forte affinité entre une
porphyrine de zinc coiffée par une phénanthroline et un groupement imidazole. Dans cette structure
le groupement BODIPY transfert I’énergie qu’il recoit a la porphyrine de zinc qui va elle méme
transférer cette €nergie a la porphyrine base libre. Dans cet exemple, le BODIPY est le donneur
d’énergie et la porphyrine I’accepteur. L’efficacité du transfert du BODIPY vers la porphyrine base
libre est de 1’ordre de 80%.

Energie

Figure 52 : Exemple de systeme associant BODIPY et porphyrines avec transfert d’énergie a travers
1.147

I’espace. D’apres 1’article de Weiss et a
La Figure 53 nous montre un systeme ‘“d’interrupteur optoélectronique moléculaire” puisque la
fluorescence du systéme peut étre allumée ou éteinte, respectivement, par réduction ou oxydation de

la porphyrine de magnésium.

Figure 53 : Exemple de systeme associant BODIPY et porphyrines avec transfert d’énergie a travers

les liaisons. D’apres article de Bocian et al.'*®

Quand la porphyrine de magnésium est sous forme neutre, 1’énergie captée par le BODIPY

donneur du systeme est transférée a travers les liaisons jusqu’a la porphyrine base libre qui
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fluoresce, ce transfert d’énergie a une efficacité de 74 %. Lorsque la porphyrine de magnésium est
oxydée en radical cation stable, elle devient 1’accepteur du systeme et 1I’énergie est dissipée par des

processus non radiatifs, le systeme est éteint.

I1I. Systémes obtenus par substitution des atomes de fluor sur I’atome de bore

II.1 Contexte du projet

Lors de ce projet, la syntheése du BODIPY de départ ainsi que les études photophysiques des
systemes ont été effectuées par Bertrand Brizet, étudiant en these en cotutelle entre notre laboratoire
et I’'Université de Sherbrooke au Canada sous la direction du Pr Franck Denat, du Pr Pierre Harvey
et du Dr Christine Goze. Nous nous sommes intéressés a la syntheése des porphyrines, aux réactions
de couplages et a la caractérisation des produits.

Dans ce projet nous avons voulu utiliser une réaction spécifique aux BODIPY, la substitution

des atomes de fluor au niveau de 1’atome de bore. En effet, plusieurs équipes ont décrit des

conditions de synthese qui permettent de créer des liaisons bore-oxygene en traitant un BODIPY
149

par du méthanolate de sodium par exemple (Schéma 104).

MeONa
MeOH, reflux

Schéma 104 : Substitution des atomes de fluor d’un BODIPY par du méthanolate de sodium.
l.l49

D’apres I’article de Nagano et a

De maniere surprenante la substitution des atomes de fluor du BODIPY n’induit pas de

changement dans les propriétés d’absorption et d’émission du composé, il semble donc que les
atomes de fluor aient trés peu d’interactions électroniques avec le cycle aromatique de la molécule.

Une autre méthode de substitution des atomes de fluor est de mettre en présence un BODIPY et

du chlorure d’aluminium puis une molécule portant une fonction alcool. Cette méthode a permis a

"% d’obtenir facilement une dizaine de composés substitués par différents alcools

I’équipe de Hibert
commerciaux. Le mécanisme de cette réaction reste inconnu a 1’heure actuelle mais la formation
d’un intermédiaire avec un cycle a quatre chainons entre les deux atomes de fluor et les atomes

d’aluminium et de bore semble probable (Schéma 105).
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Schéma 105 : Mécanisme proposé pour la formation des liaisons bore oxygene. D’apres I’article de
Hibert et al."™

Nous avons décidé d’utiliser cette réaction pour synthétiser des composés originaux associant
des BODIPY et des porphyrines. En effet les conditions de syntheses semblent tout a fait en accord

avec des dérivés porphyriniques substitués par une fonction alcool.

I1.2 Syntheses et caractérisations des systemes

Nous avons utilisé comme produit de départ le BODIPY A dont la synthese a été décrite

récemment par notre équipe.”’

Le BODIPY A est formé par condensation de deux équivalents de
2 A-diméthyl-3-éthylpyrrole sur du 4-formylbenzoate de méthyle, le dipyrrométhane formé est
oxydé par de la 2,3-dichloro-5,6-dicyanobenzoquinone et le BODIPY est obtenu apres traitement du
dipyrrométhéne par du trifluorure de bore étherate. L’ester méthylique a été choisi sur cette
molécule pour pouvoir post-fonctionnaliser le BODIPY apres déprotection de la fonction ester en

acide carboxylique.

O._OMe

O.__OMe

1/—\{ .\ 1) TFA, CH,Cl, 2) DDQ
N -
H

3) NEts, BF5(OEt),

Schéma 106 : Synthese du 2,6-diéthyl-1,3,5,7-tétraméthyl-8-(para-méthylbenzoy ) BODIPY A.

Au laboratoire nous avions a disposition la 5-(4-(hydroxy)phényl)-10,15,20-tri(para-
(tolyl))porphyrine de zinc dont la synthése a été décrite selon plusieurs méthodes.” ** Nous avons
donc décidé de faire un test de couplage avec le BODIPY A. Ce dernier a ét€ mis en solution dans
du dichlorométhane préalablement distillé, en présence de trichlorure d’aluminium et sous
atmosphere inerte. L’activation du BODIPY par le trichlorure d’aluminium se traduit par un
changement de couleur de la solution de 1’orange au rouge caractéristique. La porphyrine a ensuite

été ajoutée en exces dans le milieu réactionnel. L’évolution de la réaction a été suivie par
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spectrométrie de masse MALDI-TOF et nous avons observé dans le brut réactionnel 1’addition
d’une seule porphyrine sur le BODIPY. Malgré plusieurs tentatives, ce produit de mono-addition
n’a pas pu étre isolé. Cette mono-addition peut s’expliquer par I’encombrement stérique de la

premiere porphyrine qui empéche la seconde de venir former une liaison bore-oxygene.

Schéma 107 : Essai de couplage entre le BODIPY A et la 5-(4-(hydroxy)phényl)-10,15 ,20-tri(para-
(tolyl))porphyrine de zinc.

Pour diminuer ’encombrement stérique autour de l’atome de bore nous avons choisi de
synthétiser une porphyrine portant une fonction alcool benzylique. L’ajout d’un carbone entre le
cycle aromatique et la fonction alcool devrait apporter suffisamment de flexibilité au systeéme sans
trop éloigner les porphyrines du BODIPY. En effet, la proximité du donneur et de 1’accepteur est un
parametre important lors d’un transfert d’énergie a travers 1’espace. La syntheése d’une porphyrine
substituée par trois groupements mésityle et une fonction alcool benzylique a été décrite par
I’équipe de Bocian.'” Du fait de son indisponibilité chez les fournisseurs habituels du laboratoire et
pour des questions de coiit nous n’avons pas utilisé le 4-(hydroxyméthyl)benzaldéhyde. Cette voie
de synthese utilise comme produit de départ 1’acide 4-formylbenzoique, la fonction acide sera
ensuite réduite en fonction benzylalcool.

Nous avons donc choisi de suivre la méme voie de synthese et d’utiliser des groupements
tolyles sur nos porphyrines pour des questions de disponibilité des produits de départ au laboratoire
au moment de ces syntheses.

La premiere étape de notre voie de synthése est la préparation du 5S-(para-
(tolyl))dipyrrométhane 49 par condensation du para-tolylbenzaldéhyde sur du pyrrole catalysée par
de Dlacide trifluoroacétique selon les conditions décrites par 1’équipe de Lindsey.”* Ce

dipyrrométhane est obtenu avec un bon rendement de 80 %.

@+ TFA
N
H

\_NH HN
49

Schéma 108 : Synthese du 5-(para-(tolyl))dipyrrométhane 49.
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Nous avons ensuite mis en jeu le dipyrrométhane 49 dans I’étape de cycloaddition [2+2] de
type McDonald*' de la porphyrine 50 en présence de deux aldéhydes différents. Cette étape est
statistique et nous avons observé une différence de réactivité entre les deux aldéhydes utilisés. En
effet, utilisant deux équivalents de dipyrrométhane 49 pour un équivalent de chaque aldéhyde nous
avons obtenu majoritairement la tétratolylporphyrine et trés peu de la porphyrine désirée. Nous
avons modifié le nombre d’équivalents des aldéhydes mis en jeu. Nous avons donc placé deux
équivalents de dipyrrométhane 49, 1,5 équivalents de 1’acide 4-formylbenzoique et 0,5 équivalents
du para-tolylbenzaldéhyde en solution dans du chloroforme. La porphyrine désirée a ét¢ métallée
au zinc afin de diminuer la polarité de la molécule et faciliter ainsi la purification. Nous avons ainsi

obtenu en majorité la porphyrine 50 avec un rendement de 27 %.

0]

QA &

1) BF3(OEt),, CHCl4

OH

L

2) p-Chloranil, CHCI,
\_NH HN

0" 'H
a0 () %

Schéma 109 : Synthese de la 5-(4-(carboxy)phényl)-10,15,20-tritolylporphyrine de Zinc 50.

La porphyrine 50 a été caractérisée par spectrométrie de masse MALDI-TOF et spectroscopie
RMN 'H (Figure 54). Les signaux caractéristiques de cette porphyrine sont un multiplet intégrant
pour huit protons de 8,9 2 9,0 ppm correspondant aux protons des positions 5 pyrroliques. On peut
noter la présence de deux doublets intégrants chacun pour deux protons a 8,50 et 8,35 ppm
correspondant aux protons aromatiques du cycle portant la fonction acide carboxylique. Le systeme
de deux doublets intégrants chacun pour six protons a 8,10 et 7,56 ppm correspond aux protons
aromatiques des groupements tolyle. Enfin, le singulet a 2,72 ppm intégrant pour 9 protons

correspond aux groupes méthyle des radicaux tolyle.
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Figure 54 : Spectre RMN 'H (CDCl,, 300 K, 300 MHz) de la 5-(4-(carboxy)phényl)-10,15,20-
tritolylporphyrine de Zinc 50.

La porphyrine portant une fonction alcool benzylique dont nous avions besoin a été obtenue par
réduction de la fonction acide carboxylique en alcool par du tétrahydruroaluminate de lithium selon
la méthode décrite par I’équipe de Lindsey.'” La porphyrine est additionnée lentement sur une
suspension de LiAlH, a - 80°C dans le THF distillé. Apres une heure d’agitation a température
ambiante le milieu réactionnel est refroidi a - 80°C et la réaction est hydrolysée par ajout d’eau
distillée dans le milieu. Une fois purifiée la porphyrine est mise en solution dans du
dichlorométhane et un large exces d’acide trifluoroacétique est ajouté de maniere a retirer 1’atome
de zinc de la cavité porphyrinique. Apres lavage et évaporation nous obtenons la porphyrine 51
avec un rendement de 57 %.

0
OH OH

QA QLA

1) LiAlH,, THF
2) TFA, CH,Cl,

Schéma 110 : Synthese de la 5-(4-(hydroxyméthyl)phenyl)-10,15,20-tritolylporphyrine S1.
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La porphyrine 51 a été analysée par spectrométrie de masse MALDI-TOF et par spectroscopie
RMN 'H. En raison de la précipitation du produit durant I’analyse dans le chloroforme deuterié,
nous avons enregistré le spectre RMN 'H de la porphyrine 51 dans la pyridine deutériée. La
réduction de la fonction acide en alcool est mise en évidence par I’apparition du singulet intégrant
pour deux protons a 5,27 ppm correspondant aux protons de 1’atome de carbone portant la fonction
alcool. L’un des doublets des noyaux aromatiques des fonctions tolyle est confondu avec un signal
de la pyridine a 7,60 ppm. Le couplage entre ce doublet masqué par le solvant avec 1’autre doublet
de la fonction tolyle a été vérifié par RMN 'H a deux dimensions. On peut noter la présence du
singulet a -2,27 ppm intégrant pour deux protons caractéristiques des protons de la cavité

porphyrinique.
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Figure 55 : Spectre RMN 'H (Pyr D5, 300 K, 300 MHz) de la 5-(4-(hydroxyméthyl)phényl)-
10,15,20-tritolylporphyrine 51.

Une fois la porphyrine 51 obtenue nous I’avons mise en jeu dans la réaction de couplage avec

130 Ce dernier a donc été mis en

le BODIPY A selon les conditions décrites par 1’équipe de Hibert.
solution dans le dichlorométhane distillé en présence de huit équivalents de trichlorure d’aluminium
sous atmosphere inerte. La solution a été chauffée une demi-heure a reflux. Nous avons observé le
changement de couleur caractéristique de la solution qui passe de l’orange au rouge. Cingq
équivalents de porphyrine 51 ont ensuite €été introduits dans le montage. L’avancement de la
réaction est controlé par spectrométrie de masse MALDI-TOF et par chromatographie sur couche
mince. Apres une heure et demi d’agitation a température ambiante la réaction n’évolue plus et le

brut réactionnel est filtré sur alumine pour éliminer le trichlorure d’aluminium. Ainsi le produit peut
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étre mis en présence de méthanol sans risque de dégradation. Le produit est purifié par colonne
chromatographique sur silice et recristallisé dans un mélange de dichlorométhane et d’heptane. Le

produit 52 a pu étre isolé avec un bon rendement de 84 %.

o, ot QIS

OH

+
PR
AlCl,
CH,Cl, i

Schéma 111 : Synthése du composé 52 incorporant deux porphyrines bases libres et un BODIPY .

Le composé 52 a été caractérisé par spectroscopie RMN 'H et par spectrométrie de masse
MALDI-TOF. On peut noter la présence des signaux caractéristiques de la partie BODIPY de la
molécule avec les trois singulets a 4,0, 2,9 et 1,45 ppm intégrant pour trois, six et six protons et
correspondant respectivement au radical méthyle de la fonction ester et aux groupements méthyle
portés par le BODIPY sur les positions 1, 3, 5 et 7. Le systeme triplet quadruplet intégrant
respectivement pour six et quatre protons correspond aux fonctions éthyle sur les positions 2 et 6 du
BODIPY. L’un des doublets a 8,25 ppm intégrant pour deux protons et correspondant aux protons
du cycle aromatique en position meso sur le BODIPY est clairement défini, 1’autre doublet est quant
a lui confondu avec les autres signaux aromatiques de la molécule.

Pour la partie porphyrinique, on note la présence d’un singulet a 8,85 ppm intégrant pour seize

protons correspondant aux protons des positions  pyrroliques. Les singulets a 4,59, 2,71 et
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-2,75 ppm intégrant respectivement pour quatre, dix-huit et quatre protons correspondent aux
protons voisins de la liaison bore-oxygene, aux groupes méthyle des fonctions tolyle et aux protons
de la cavité porphyrinique. Les signaux aromatiques de la molécule sont confondus mais
I’intégration donne le chiffre de trente-six protons aromatiques ce qui correspond bien au nombre
attendu. De plus, grace au spectre RMN 'H & deux dimensions (COSY) on peut clairement identifier

les couples de doublets aromatiques.
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Figure 56 : Spectre RMN 'H (CDCl,, 300 K, 300 MHz) du composé 52 incorporant deux
porphyrines bases libres et un BODIPY.

Le composé 52 a été facilement métallé par le zinc, par traitement du composé 52 avec un
exces d’acétate de zinc dans un mélange de chloroforme et de méthanol. Le composé 53 a été
recristallisé dans un mélange de dichlorométhane et d’heptane.

L’insertion de zinc dans les porphyrines permet de modifier 1égérement les propriétés
photophysiques des porphyrines bases libres et donne facilement accés a un deuxieme composé a

étudier en parallele et permet de faire des comparaisons entres les systemes.
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O.__OMe

Zn(OAC)2.2H20
CHCl;, MeOH

53:M=7n =

Schéma 112 : Synthese du composé 53 incorporant deux porphyrines de zinc et un BODIPY.

Le composé 53 a été caractérisé par spectroscopie RMN 'H ainsi que par spectrométrie de
masse MALDI-TOF et Electrospray haute résolution. Sur la Figure 57, on peut voir 1’amas
isotopique monochargé a 1917,6396 Daltons correspondant a un adduit de sodium sur la molécule,
le calcul théorique pour la formule brute correspondante C,,Hy,BN,,NaO,Zn donne une masse
exacte a 1917,6436 Dalton.
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Figure 57 : Spectre de masse électrospray du composé 53.

Afin de mesurer I’influence de la formation de liaisons bore-oxygene sur les caractéristiques

photophysiques du BODIPY de départ nous avons synthétisé le composé 54 ou les atomes de fluor
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ont été remplacés par deux groupements alcool benzylique (Schéma 113). Ce produit référence nous
sera utile pour étudier I’influence des porphyrines dans les systemes 52 et 53.

Le BODIPY A de départ a, comme auparavant, ét€ placé en solution dans du dichlorométhane
distillé et sous atmospheére inerte.'® L’ajout d’un excés de trichlorure d’aluminium 2 reflux du
dichlorométhane permet d’activer la liaison bore-fluor et se traduit par un changement de couleur
caractéristique de l’orange au rouge. Apres agitation 30 min a reflux la solution revient a
température ambiante et 1’ajout d’un exces d’alcool benzylique permet de former le composé 54 en
1 h a température ambiante. Le brut réactionnel est filtré sur alumine afin d’éliminer le trichlorure
d’aluminium en exces et le produit a été purifi€é par une colonne chromatographique de silice avec

pour éluant de 1’acétate d’éthyle.

HO
AICl

CH,Cl,

Schéma 113 : Synthése du BODIPY 54.

Le composé 54 a été caractérisé par spectrométrie de masse Electrospray et par spectroscopie
RMN 'H.

jaa)
[} o
= ~N
] T
~N O OoON W= o o TN MO o N SN O N
N o~ n NN - - O TN AN~ w N OO 0 q
0 o0 NNNNN <+ < NN -~ +H4 ocoo [
N ~ N [ S~ N~
9
e
d
c f
b | |
|
H,0
1 £ %
a I
! 1 il
T T ki e /oo
o o g o9 o o o o
~N o~ - < m o < <} ©o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

Figure 58 : Spectre RMN 'H (CDCl,, 300 K, 300 MHz) du composé 54.
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Sur la Figure 58, on peut noter la présence des signaux des protons aromatiques sous la forme
de deux doublets a 8,20 et 7,49 ppm intégrant respectivement pour deux protons, ainsi que sous la
forme d’un multiplet a 7,21 ppm intégrant pour dix protons qui correspond aux protons des cycles
benzyliques équivalents. L’apparition du singulet, intégrant pour quatre protons a 4,16 ppm qui
correspond aux protons voisins de la liaison bore-oxygene, est caractéristique de la formation du
composé 54. Les signaux des substituants du BODIPY apparaissent sous forme de singulets a 4,00,
244, et 1,27 ppm respectivement pour les protons de la fonction méthoxy et les deux groupes de
substituants méthyle. Les fonctions éthyle du BODIPY apparaissent sous la forme d’un quadruplet

et d’un triplet a 2,21 et 0,92 ppm intégrant respectivement pour quatre et six protons.

I1.3 Propriétés photophysiques des systémes.

Les mesures des propriétés photophysiques des systemes décrits dans le paragraphe précédent
ont été réalisées par Bertrand Brizet, actuellement en début de troisieme année de theése en cotutelle,
dans le laboratoire du Pr Pierre Harvey a I’université de Sherbrooke au Canada. Lors de cette étude
nous nous sommes servis de plusieurs composés de référence afin de valider les mesures sur les
composés 52 et 53 (Schéma 114).

O.__OMe

Schéma 114 : Structures des composés 52 et 53.

Les systtmes BODIPY de référence utilisés sont le BODIPY A qui porte deux atomes de fluor
sur ’atome de bore, ainsi que le composé 54 qui porte deux groupements éther benzylique sur

I’atome de bore (Schéma 115).
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O._OMe

O-_OMe

Schéma 115 : Structures des BODIPY A et 54.

Les porphyrines que nous avons utilisées comme composés de référence sont la porphyrine
base libre A;B 51 qui porte trois fonctions tolyles et un groupement alcool benzylique, ainsi que la

tétraphénylporphyrine de zinc.

O Q |
O 0 O O ZnTPP O
Schéma 116 : Structure de la porphyrine 51 et de la ZnTPP.

Les spectres d’absorption UV-visible des composés ont été enregistrés dans le THF a 298 K et
sont résumés dans le Tableau 11. Les spectres des BODIPY de référence A et 54 sont
caractéristiques de ce type de composés. On note la présence de deux bandes d’absorption, les
bandes d’absorption qui correspondent a la transition S,-S, a respectivement 379 et 382 nm et les
bandes d’absorption qui correspondent a la transition S-S, a respectivement 524 et 526 nm, on peut
aussi noter la présence d’un épaulement vers le bleu sur cette bande, caractéristique de la transition
Sy-S,” & environ 500 nm. On note que l’introduction de deux groupements alcool benzylique sur
I’atome de bore ne modifie pas significativement le spectre d’absorption UV-visible du composé
54. La porphyrine base libre 51 qui a servi de précurseur pour les syntheses présente un spectre
d’absorption UV-visible caractéristique avec une bande de Soret intense a 417 nm et quatre
bandes Q moins intenses a 515, 550, 593 et 649 nm. La tétraphénylporphyrine de zinc possede

quant a elle une bande de Soret a 423 nm et seulement deux bandes Q a 555 et 594 nm.
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Ao (nm) (€ X 10° M cm™)

Porphyrine BODIPY

Composé Bande de Soret Bandes Q Bande S, Bande S,

A 379 (9,1) 524 (86,1)

54 382 (3,3) 526(32)5)
51 417 (312) 515 (140)
550 (7.,5)
593 (4,1)
649 (3,4)
ZnTPP 423 (606) 555 (21,7)
594 (7,1)

52 418 (816) 546 (27.8) 526 (69,1)
592 (10,3)
648 (8.6)

53 423 (104) 559 (36,7) 528 (60,0)
598 (15,9)

Tableau 11 : Données d’absorption UV-visible des composés dans le THF a 298 K.

Les spectres d’absorption UV-visible des composés 52 et 53 ont été comparés avec les spectres
d’absorption des mélanges de leurs précurseurs pris séparément dans les mémes proportions. Pour
le composé 52 le spectre d’absorption a été superposé avec celui d’une solution du mélange d’un
BODIPY A pour deux porphyrines bases libres 51 (Figure 59). Pour le composé 53 le spectre
d’absorption a été superposé avec celui d’une solution du mélange d’un BODIPY A pour deux

porphyrines de zinc ZnTPP.

465 515 565 615 665
longueur d’onde (nm)

Figure 59 : Spectres d’absorption UV-visible du mélange BODIPY A et composé 51 (en bleu) et du
composé 52 (en rouge) enregistré dans le 2-MeTHF a 298 K.
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Dans les deux cas, les spectres d’absorption UV-visible des composés 52 et 53 correspondent a
la somme des spectres d’absorption des chromophores qui les composent, ce qui nous permet de
déduire qu’il y a peu d’interactions entre les chromophores a 1I’état fondamental. De plus, les
positions des bandes d’absorptions des BODIPY sont situées a des longueurs d’ondes plus faibles
que les bandes Q des porphyrines, de ce fait dans le cas d’un transfert d’énergie intersysteme, les
BODIPY joueront le role de donneurs et les porphyrines d’accepteurs d’énergie.

Les spectres de fluorescence et d’excitation des composés 52 et 53 ont été enregistrés a 298 K
dans le 2-MeTHF. La Figure 60 montre les spectres d’émissions des deux précurseurs seuls, la
porphyrine 51 et le BODIPY 54. Les spectres d’émissions de ces composés sont caractéristiques,
une bande a 544 nm pour le BODIPY et deux bandes a 657 et 718 nm pour la porphyrine. Quand il

est excité sur la bande d’absorption maximale du BODIPY a 530 nm, le composé 53 présente un

spectre d’émission caractéristique de la fluorescence d’une porphyrine (Figure 60).

Oy_OMe
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Longueur d’onde (nm)
Figure 60 : Spectres d’émission, du BODIPY 54 (en bleu A, = 530 nm), de la porphyrine 51

(en rouge, A, = 500 nm) et du composé 52 (en vert A, = 530 nm).

De plus, le spectre d’excitation du composé 52 a 720 nm est superposable avec son spectre
d’absorption (Figure 61). Ces deux parametres permettent d’affirmer que nous sommes en présence

d’un transfert d’énergie S, du BODIPY vers les porphyrines apres excitation du BODIPY .
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Figure 61 : Spectres d’absorption (en bleu) et d’excitation (en rouge) pour le composé S2.

Les résultats sont identiques pour le composé 53, le spectre d’émission de la molécule montre
clairement les bandes caractéristiques de la fluorescence des porphyrines et les spectres
d’absorption et d’excitation sont superposables.

Les rendements quantiques des différents composés ont été mesurés a 298 K dans le 2-MeTHF
(Tableau 12), les échantillons ont été préparés sous boite a gants et la concentration des échantillons
a été ajustée de maniere a fournir une absorbance de 0,05 a la longueur d’onde d’excitation. Le
calcul du rendement quantique a été effectué en utilisant la Rhodamine 6G comme référence
(P =0,94 dans le MeOH, A,, = 488 nm) en tenant compte de la différence d’indice de réfraction

des solvants.'

Composé A, (nM) Ao (nm) D298 K

54 530 544 0,62
51 548 653 0,089
718
52 530 (BdP) 653 0,068
590 (Porph)
53 530 (BdP) 655 0,039
560 (Porph)
ZnTPP 563 605 0,037
655

Tableau 12 : Rendements quantiques de fluorescence mesurés a 298 K dans le 2-MeTHF en

absence d’oxygene.

-184-



Chapitre IV : Synthése, caractérisation et étude de systemes BODIPY-Porphyrines

On peut noter que les rendements quantiques des composés 52 et 53 sont du méme ordre de
grandeur que les rendements quantiques des porphyrines, base libre 51 et ZnTPP seules. Ceci nous
permet d’affirmer que la création de la liaison entre le BODIPY et les porphyrines n’augmente pas
les vitesses des processus de désexcitation non-radiative ou des phénomenes de croisements
intersystemes.

Pour conclure, le recouvrement spectral entre le donneur (BODIPY) et I’accepteur
(porphyrines) conduit a la treés forte diminution de la fluorescence du BODIPY en faveur de celle
des porphyrines. Nous sommes donc en présence d’un transfert d’énergie a travers 1’espace efficace

du BODIPY vers les porphyrines.

ITII. Systemes couplés via une cycloaddition 1,3-dipolaire d’Huisgen

II1.1 Contexte du projet

Dans ce projet, la synthése du BODIPY de départ a été effectuée par le Dr Claire Bernhard
dans notre groupe. Les études photophysiques des systemes ont été effectuées par le Dr Atsuro
Takai a D'université d’Osaka dans le groupe de Pr Shunichi Fukuzumi. Nous nous sommes
intéressés a la synthése des porphyrines, aux réactions de couplages et a la caractérisation des
composés.

Ce projet a vu le jour au laboratoire suite aux travaux de thése de Mohammed Chkounda,'® qui
a pu synthétiser un tripode porphyrinique grice a la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire
d’Huisgen."” Nous possédions donc au laboratoire le savoir faire pour réaliser des réactions de
chimie “click” avec des porphyrines substituées par des groupements azoture. En parallele de nos
travaux, le Dr Claire Bernhard dans I’équipe du Pr Franck Denat et du Dr Christine Goze, a
développé une voie de synthese d’un BODIPY fonctionnalisé par des fonctions alcyne. Nous avons
envisagé une collaboration afin d’obtenir de nouveaux systemes couplant les BODIPY et les
porphyrines grace a la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire d’Huisgen.

Le terme chimie “click” regroupe plusieurs réactions chimiques. Ce nom a été introduit par
Sharpless en 2001 pour désigner des réactions peu sensibles, avec des conditions de purification
simples et qui sont applicables a une large gamme de produits de départ.””® La cycloaddition 1,3-
dipolaire d’Huisgen catalysée par le Cu (I) remplit tout ces criteres. Ce sont les groupes de
Sharpless et Meldal qui ont, indépendamment, révolutionné cette chimie en rendant cette réaction
régiosélective grace a une catalyse au Cu (I). Le succes de cette découverte vient du fait que la
réaction catalysée est potentiellement quantitative, régiosélective et générale.”’ L’intérét suscité par
cette réaction vient de la facilité de fonctionnaliser une molécule avec un groupement azoture ou un
alcyne vrai. Les porphyrines et leurs dérivés ont d’ailleurs été couplés a d’autres molécules grace a

cette réaction.'” Les azotures sont connus pour leur caractére explosif, mais introduits sur un
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squelette carboné de taille importante, les azotures peuvent &tre manipulés dans des conditions

normales de sécurité.

I11.2 Syntheses et caractérisation des composés

La premiere étape de cette voie de syntheése est 1’introduction des groupements alcyne sur le
BODIPY A, dont la synthese a été décrite dans le paragraphe précédent (§ I1.2). Cette réaction a été

159

décrite par I’équipe d’Akkaya ™ et s’apparente a une condensation de Knoevenagel. Cette réaction
tire partie du caractere acide des protons des fonctions méthyle en position 3 et 5, qui en présence
de pipéridine et d’acide acétique dans le toluene a reflux forment une double liaison apres attaque
nucléophile sur I’aldéhyde et déshydratation (Schéma 117). Le rendement de la réaction peut étre
amélioré par [’utilisation d’un appareil de Dean-Stark pour retirer 1’eau formée du milieu

réactionnel et donner le composé 55 avec un rendement de 21 %."'

acide acétique
piperidine

toluéne, reflux

R

Schéma 117 : Synthése du BODIPY étendu 55.

Cette étape de synthese, en plus de permettre I’insertion de deux fonctions alcyne sur le
squelette du BODIPY, permet aussi d’étendre la délocalisation électronique. En effet, la double
liaison et le cycle aromatique sont conjugués avec le chemin aromatique du BODIPY, ceci a pour
effet de fortement déplacer I’absorption et I’émission du BODIPY de départ vers le rouge. La bande
d’absorption majoritaire qui correspond a la transition S;-S;, du BODIPY A se situe a 524 nm, la
méme bande d’absorption pour le BODIPY étendu 55 se trouve 2 652 nm."”"

Pour ce projet nous avons décidé d’utiliser deux types de porphyrines mono-fonctionnalisées
par un groupement azoture. La premiere est la porphyrine -substituée 14 dont la synthese détaillée
précédemment dans ce manuscrit (§ Chap II.I1.2.1.1) est rappelée sur le Schéma 118. La seconde
porphyrine que nous avons utilisée est meso-fonctionnalisée 56 par une fonction benzylazoture et
par trois groupements tolyle. Les différences entre les deux porphyrines sont premicerement,
I’encombrement stérique, la porphyrine 14 est moins encombrée que la porphyrine 56. Ensuite, ces
deux porphyrines ont des caractéristiques d’absorption différentes en raison du caractere électro-
donneur des groupements alkyle sur les positions -pyrroliques de la porphyrine 14 et du caractére
électro-attracteur des groupements aromatiques sur les positions meso de la porphyrine 56. Ainsi, la
différence d’énergie entre les niveaux HOMO et LUMO de la porphyrine 14 est plus grande que la
différence d’énergie entre les niveaux HOMO et LUMO de la porphyrine 56.
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1) 7 éq APTS EtOH Q
2) Zn(OAC)2 ) 2H20 N3
CHCI;/MeOH
14

Schéma 118 : Rappel de la syntheése de la porphyrine 14.

13

Pour la syntheése de la porphyrine 56 nous avons utilisé deux équivalents de dipyrrométhane 49
précédemment décrit en présence de 1,5 équivalents du 4-azidométhylbenzaldéhyde 13 et de 0,5
équivalents du 4-méthylbenzaldéhyde (Schéma 119). Afin de faciliter la purification, la porphyrine
a été métallée au zinc par un traitement du brut réactionnel par un exces d’acétate de zinc au reflux

d’un mélange de chloroforme et de méthanol.

s QA O

1) BF3(OEt),, CHCI3
2) p-Chloranil, CHCl,

N3

L

\_NH HN

49 13 O 56 O

Schéma 119 : Synthéese de la 5-(4-(azidométhyl)phényl)-10,15,20-tritolylporphyrine de Zinc 56.

La porphyrine 56 a été caractérisée par spectrométrie de masse MALDI-TOF et Electrospray et
par spectroscopiec RMN 'H a une et deux dimensions dans la pyridine D5 pour des raisons de
solubilité (Figure 62). Sur le spectre RMN 'H a une dimension de la porphyrine 56 on distingue
clairement les signaux caractéristiques suivants, le singulet intégrant pour neuf protons a 2,61 ppm
et le singulet intégrant pour deux protons a 4,76 ppm correspondant respectivement aux
groupements méthyle des fonctions tolyle et au groupement méthyléne qui porte la fonction azoture.
Le multiplet intégrant pour huit protons de 9,17 & 9,26 ppm correspond aux protons des positions /3
de la porphyrine. Pour les protons aromatiques on distingue deux groupes de deux doublets
intégrant pour deux protons a 7,76 et 8,41 ppm respectivement et pour six protons a 8,32 et 7,75
ppm respectivement. Un seul des deux doublets correspondant aux protons des fonctions tolyle est
clairement défini, le deuxieme est confondu avec un des pics de la pyridine. Grace au spectre RMN
'H a deux dimensions (COSY) on peut clairement reconnaitre les groupes de doublets qui couplent

ensemble.
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Figure 62 : Spectre RMN 'H (Pyr D5, 300 K, 300 MHz) de la porphyrine 56.

Pour la suite des syntheses nous avons utilisé les porphyrines sous leur forme de complexe de
zinc afin de les mettre en jeu dans des réactions de chimie “click”. En effet, la cycloaddition 1,3-
dipolaire de Huisgen que nous avons utilisée est catalysée par le cuivre (I), or les porphyrines sont
connues pour étre d’excellents ligands pour le cuivre, nous avons préféré utiliser des complexes de
zinc afin de s’affranchir des éventuels problemes de complexation du cuivre dans la cavité
porphyrinique durant la réaction de chimie “click”.

Dans la littérature de nombreuses conditions réactionnelles sont disponibles notamment pour la
génération du cuivre (I) en solution.”” Nous avons choisi d’utiliser de I’iodure de cuivre (I) en
suspension dans le dichlorométhane. Du fait de 1’insolubilit¢ de I’iodure de cuivre dans le
dichlorométhane et des faibles quantités de produit mis en jeu dans ces réactions, nous avons décidé
d’utiliser le cuivre en quantités stoechiométriques et non catalytiques.

Nous avons mis en jeu 2,2 équivalents de la porphyrine 14 dans une réaction de chimie “click”
avec le BODIPY 55 en présence d’un équivalent d’iodure de cuivre dans le dichlorométhane et sous
atmosphere inerte (Schéma 120). Apres sept heures d’agitation a température ambiante la réaction
n’évolue plus, le produit 57 a été purifi€é par une colonne chromatographique de silice et isolé avec

un rendement de 46 %.
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Schéma 120 : Syntheése du composé BPD j-Por, 57.

La formation du systeme BPD f-Por, 57 a été confirmée par spectrométrie de masse MALDI-
TOF et Electrospray, ainsi que par des études RMN 'H 2 une et deux dimensions (Figure 63 et
Figure 64). L’attribution de tous les signaux du composé 57 est facilitée par le spectre a deux
dimensions. Les spectres RMN ont été enregistrés dans la pyridine D5 pour des raisons de solubilité
et de concentration. En effet, le produit est soluble dans de chloroforme deuterié mais méme en
saturant la solution a analyser, la quantité de produit en solution n’est pas assez importante pour

obtenir des signaux interprétables.
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Figure 64 : Agrandissement du spectre RMN 'H 2 deux dimensions sur la zone des protons

aromatiques du composé 57.

-190-
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On peut noter I’apparition des signaux caractéristiques de la formation des cycles triazoliques,
le singulet du proton porté par le cycle a 8,10 ppm et les deux singulets intégrant pour quatre
protons correspondant aux groupes méthylenes voisins du cycle a 5,76 et 5,51 ppm respectivement.

Le rendement assez faible de 46 % en composé 57 est peut €tre du a un temps de réaction trop
court ou a une désactivation du catalyseur dans le milieu. Pour le composé 58 nous avons décidé
d’augmenter la quantité d’iodure de cuivre mise en jeu ainsi que le temps de réaction. Le BODIPY
55 a donc été placé en solution dans le dichlorométhane sous atmosphere inerte, en présence de 2,2
équivalents de la porphyrine 56 et de 3 équivalents d’iodure de cuivre (Schéma 121). Apres vingt-
quatre heures d’agitation a température ambiante, le produit 58 est purifié par colonne

chromatographique de silice et isolé cette-fois ci avec un rendement de 96 %.

QA &

+2,2€éq

N3

Schéma 121 : Synthése du systeme BDP meso-Por, 58.

La formation du systtme BDP meso-Por, 58 a été confirmée par des analyses de spectroscopie
de masse MALDI-TOF et Electrospray, ainsi que par des études de spectroscopie RMN 'H & une et

deux dimensions (Figure 65 et Figure 66).
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Figure 66 : Agrandissement du spectre RMN 'H a deux dimensions sur la zone des protons

aromatiques du composé 58.
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L’attribution des signaux du spectre RMN 'H 2 une dimension est facilitée par 1’expérience a
deux dimensions. Dans la zone des protons aromatiques, six groupes de protons équivalents se
superposent avec les signaux du solvant. Comme le montre 1’attribution sur la Figure 65, tous les
signaux correspondant au systetme 58 sont présents. On peut par exemple noter la disparition des
signaux de protons des fonctions alcyne sous forme de triplet a 2,53 ppm dans le CDCl,. Ainsi que
I’apparition des signaux caractéristiques de la formation des cycles triazoliques, le singulet du
proton porté par le cycle a 839 ppm et les deux singulets intégrant pour quatre protons
correspondant aux groupes méthylene voisins du cycle a 5,93 et 5,47 ppm respectivement.

Enfin, pour vérifier que la formation du cycle triazolique ne modifie pas les propriétés
photophysiques du BODIPY nous avons décidé de coupler le BODIPY S5 avec de
I’azidométhylbenzene par la méme réaction de chimie “click” (Schéma 122). Comme
précédemment le BODIPY 55 a été placé en solution dans le dichlorométhane et sous atmosphere
inerte, en présence de 2,2 équivalents d’azidométhylbenzene et de trois équivalents d’iodure de
cuivre. Apres vingt-quatre heures d’agitation a température ambiante, le produit est purifié par une

colonne chromatographique de silice et isolé avec un rendement de 63 %.

DCM i

Schéma 122 : Synthése du BODIPY BDP Bz, 59.
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Agrandissement du spectre RMN 'H & deux dimensions sur la zone des protons

aromatiques du composé 59.
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La formation du systtme BDP meso-Por, 59 a été confirmée par des analyses de spectrométrie
de masse MALDI-TOF et Electrospray, ainsi que par des études de spectroscopie RMN 'H a une et
deux dimensions (Figure 67 et Figure 68). Dans la zone des protons aromatiques, cinq groupes de
protons équivalents se superposent en partie avec les signaux du solvant. Comme le montre
I’attribution sur la Figure 67, les signaux correspondant au systeéme 59 sont présents. On peut par
exemple noter 1’apparition des signaux caractéristiques de la formation des cycles triazoliques, le
singulet du proton porté par le cycle a 8,18 ppm et les deux singulet intégrants pour 4H

correspondant aux protons méthyleniques voisins du cycle a 5,70 et 5,40 ppm respectivement.

I11.3 Etudes des systemes obtenus

Les systtmes que nous avons synthétisés au laboratoire ont ét€ envoyés au laboratoire du
Pr Shunichi Fukuzumi, a I’Université d’Osaka (Japon) pour étre étudiés. Lors de cette collaboration,
le Dr Atsuro Takai s’est chargé de I’étude des différents systemes.

N=N

N N‘R

57:R= --

Schéma 123 : Structures du BODIPY A et des composés 57, 58 et 59.
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=
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Figure 69 : Photographie des différents systemes en solution dans le dichlorométhane. (de gauche a
droite, le systeme BPD S-Por, 57, le syst¢tme BDP meso-Por, 58, le systtme BDP Bz, 59 et le
BODIPY A).
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Les quatre systtmes que nous avons étudi€s sont rappelés sur le Schéma 123. Ces systemes
sont composés d’un ou plusieurs chromophores qui absorbent fortement dans le visible. Lorsqu’ils
sont mis en solution dans le DCM, ils ont des couleurs tres caractéristiques (Figure 69).

Les spectres d’absorption UV-visible des composés ont été enregistrés dans le dichlorométhane
a 298 K (Figure 70). Les valeurs des longueurs d’onde d’absorption ainsi que les coefficients

d’extinction molaire sont donnés dans le Tableau 13.
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Figure 70 : Spectres d’absorption UV-visible du BODIPY A (en noir), du systeme BDP Bz, 59 (en
vert) du systeme BPD f3-Por, 57 (en bleu) et du systtme BDP meso-Por, 58 (en rouge) a 298 K
dans le dichlorométhane.

Les spectres des BODIPY A et 59 sont caractéristiques de spectres d’absorption de BODIPY
avec une bande correspondant a la transition S-S, a respectivement 379 et 368 nm et une bande
d’absorption correspondant a la transition S-S, a respectivement 524 et 658 nm. On peut noter la
présence d’un épaulement sur la bande S-S, qui correspond 2 la transition S,-S,". Le spectre du
systtme BDP meso-Por, 58 correspond a 1’addition des spectres d’absorption de ces constituants
pris séparément. En effet on peut facilement reconnaitre la bande de Soret de la porphyrine a
430 nm, les bandes Q a 562 et 603 nm et les bandes d’absorption du BODIPY a 366 et 658 nm.

Le spectre d’absorption du systtme BPD f-Por, 57 n’est pas la simple addition des spectres
d’absorption de ces constituants pris séparément. En effet, on peut voir le dédoublement de la bande
de Soret a 406 et 416 nm. Ce dédoublement est caractéristique du recouvrement électronique entre
deux porphyrines en interaction dans une conformation cofaciale décalée.'® Cette conformation est
rendue possible dans le systtme BPD S-Por, 57 par le faible encombrement des substituants alkyle

des porphyrines qui peuvent se rapprocher et entrer en interaction. Dans le systtme BDP meso-Por,
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58 les substituants tolyle sur les positions meso des porphyrines sont trop encombrants et inhibent

un rapprochement suffisant pour interagir.

Mo (nm) (€ X 10° M cm™)

Porphyrine BODIPY
Composé Bande de Soret Bandes Q Bande S, Bande S,
A 379 (9,1) 524 (86,1)
57 406 (380) 547 (70) 665 (110)
416 (400) 584 (68)
58 430 (578) 562 (32) 366 (50) 658 (46)
603 (34)
59 368 (51) 658 (66)

Tableau 13 : Données d’absorption UV-visible des composés (CH,Cl,, 300 K).

Afin de vérifier si le dédoublement de la bande de Soret est du a une interaction entre le
porphyrines, nous avons ajouté du DABCO dans la solution de dichlorométhane (Figure 71). En
effet, le DABCO est une base encombrée qui est connue pour venir compléter la sphere de
coordination sur les positions axiales des atomes de zinc dans la cavité porphyrinique. Le spectre
d’absorption du syst¢eme BPD f-Por, 57 change radicalement apres 1’ajout du DABCO, la bande de
Soret n’est plus dédoublée, ceci nous permet d’affirmer que le dédoublement est du a une

interaction entre les porphyrines.
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Figure 71 : Spectres d’absorption UV-visible du systtme BPD $-Por, 57 dans le dichlorométhane

(en bleu) et dans le dichlorométhane en présence d’un exces de DABCO (en rouge).
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Les valeurs des rendements quantiques de fluorescence ont été mesurées sur un
spectrofluorimetre de type Hamamatsu C9920-0X(PMA-12). Les spectres d’émission des systemes
BPD f3-Por, 57 et BDP meso-Por, 58 ont été comparés avec les spectres d’émission des composés
de référence, le BODIPY A, le systtme BDP Bz, 59 et la ZnTPP (Tableau 14).

Sur la Figure 72 sont représentés les spectres d’émission des composés de référence. On peut
noter que la porphyrine ZnTPP présente deux bandes d’émission a 597 et 650 nm ce qui
correspond a la longueur d’onde d’absorption du systtme BDP Bz, 59 a 658 nm dans le
dichlorométhane. Pour les systtmes BPD f-Por, 57 et BDP meso-Por, 58, on peut donc s’attendre a

observer un transfert d’énergie des porphyrines vers le BODIPY .

Composé A, (nm) A, (nm) P 293K

A 500 540 0,49
57 540 610 0,041
680
58 550 680 0,030
59 600 680 048
ZnTPP 432 597 0,017
650

Tableau 14 : Rendements quantiques de fluorescence mesurés a 293 K dans le dichlorométhane.
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Figure 72 : Spectres d’émission des composés de référence, (a) BODIPY A, (b) systeme BPD Bz,
59 et (c) ZnTPP en solution dans le dichlorométhane a 293 K.
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Les spectres d’émission des syst¢tmes BPD [3-Por, 57 et BDP meso-Por, 58 ont été mesurés
dans le dichlorométhane a 293 K (Figure 73). Dans les deux cas le systtme a été excité a une
longueur d’onde d’absorption correspondant uniquement a [’absorption des porphyrines du
composé, 540 nm pour le syst¢tme BPD S-Por, 57 et 550 nm pour le BDP meso-Por, 58. Le spectre
d’émission du composé 57 montre principalement la bande d’émission du BODIPY ; on peut
néanmoins distinguer une bande d’émission provenant de la fluorescence des porphyrines. Pour le
composé 58 le spectre d’émission est clairement du a la partie BODIPY de la molécule. Dans les
deux cas le spectre d’excitation enregistré dans le dichlorométhane a 298 K pour 1’émission a

680 nm montre clairement la participation des porphyrines a I’émission du BODIPY .
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Figure 73 : Spectre d’émission en (a) du systeme BPD S-Por, 57 et en (b) du syst¢tme BDP meso-
Por, 58, dans le dichlorométhane a 293 K. Longueurs d’onde d’excitation : 540 et 550 nm

respectivement.

Ces deux parametres nous permettent d’affirmer que nous sommes en présence d’un transfert
d’énergie des porphyrines vers le BODIPY. A notre connaissance il s’agit du premier exemple
d’architectures associant des porphyrines et des BODIPY dans lequel le transfert d’énergie ne

s’effectue pas du BODIPY vers la porphyrine.
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IV. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons décrit la syntheése de nouveaux systemes associant des porphyrines
et des BODIPY reliés par des liaisons covalentes. Deux types de liaisons ont été envisagés, tout
d’abord la création de liaisons bore-oxygene et ensuite 1'utilisation de la cycloaddition 1,3-dipolaire
d’Huisgen. Les composés formés par des liaisons bore-oxygene ont été obtenus a partir de
porphyrines portant une fonction alcool benzylique et leurs propriétés photophysiques ont été
étudiées. Ces systémes montrent un transfert d’énergie du BODIPY vers les porphyrines.'®'

Les systemes obtenus par chimie “click” ont été formés a partir de porphyrines azotures et de
BODIPY étendus fonctionnalisés par des fonctions alcyne vrai. Le fait d’étendre la conjugaison du
BODIPY modifie beaucoup ces propriétés photophysiques. En effet, 1’absorption est fortement
décalée vers le rouge et passe de 524 nm a 658 nm pour un BODIPY étendu. Les études
photophysiques de ces composés conduisent a un résultat original puisque dans ce cas le transfert
d’énergie s’effectue dans le sens inverse des composés analogues décrit dans la littérature. En effet
a notre connaissance il s’agit du premier exemple d’architectures associant des porphyrines et des
BODIPY dans lequel le transfert d’énergie s’effectue de la porphyrine vers le BODIPY.

Ce travail a donné lieu a deux publications cette année."”"'*'
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L’objectif de cette these était de développer de nouvelles voies de synthese vers des ligands
hétérobismacrocycliques capables de complexer sur la méme molécule deux métaux différents aux
propriétés intéressantes pour 1’imagerie multimodale. Durant ces trois ans de these je me suis donc

intéressé a la synthése de dérivés porphyriniques et de leur couplage avec des dérivés du cycleéne.

Dans ce manuscrit nous avons présenté la synthese d’une série de cinq ligands composés d’une
porphyrine et d’un ou plusieurs macrocycles dérivés du DOTA. Une premicere méthode de synthese
basée sur le couplage peptidique entre des précurseurs porphyriniques fonctionnalisés par des
fonctions benzylamine et un dérivé du cyclene fonctionnalisé par une fonction acide carboxylique
nous a permis de synthétiser trois ligands formés d’une porphyrine et de respectivement un, deux et
quatre tétraazamacrocycles macrocycles.

Une seconde méthode de synthése a été développée de maniere a optimiser les étapes de
synthese. Ces nouvelles conditions de synthése nous ont permis de développer deux nouveaux
ligands qui incorporent respectivement un et deux macrocycles dérivés du cycléne autour d’une
porphyrine. Une structure cristallographique d’un ligand composé d’une porphyrine et de deux
dérivés du DOTA sous leur forme protégée a été obtenue. Cette structure nous a permis d’étudier la
géométrie de complexation des dérivés cyclenes dans nos systemes. Nous pouvons donc affirmer
que I’introduction d’une porphyrine sur un des bras du DOTA ne modifie pas le géométrie de
complexation du macrocycle a 1’état solide. Cette nouvelle voie de synthése nous a permis
d’accéder, en seulement six étapes, a un ligand relativement élaboré composé d’une porphyrine,
d’un dérivé du cyclene et d’une fonction amine libre. Par la suite, cette fonction amine pourra étre
utilisée pour créer une fonction réactive afin d’ajouter a ce ligand une molécule vectrice et
permettre de potentiellement cibler et visualiser une structure ou un phénomene biologique
particulier.

La suite de ce travail s’est portée sur la synthése de complexes hétérobimétalliques a partir des
ligands synthétisés. Nous avons obtenu des complexes de gadolinium (III) et des complexes
hétérobimétalliques incorporant du gadolinium (III) et du cuivre (II). Le gadolinium (III) étant
utilisé pour le contraste en IRM et I’isotope radioactif du cuivre, le cuivre-64, est utilis€é comme
agent de contraste de la PET.

Nous avons mis au point un protocole de mesure de la relaxivité longitudinale de ces
complexes. Les valeurs de r; qui ont été obtenues sont, pour la majorité des complexes, en accord
avec les valeurs de la littérature pour des complexes de méme nature et sont deux a quatre fois

supérieures aux valeurs des agents de contraste commerciaux utilisés a ’heure actuelle en IRM.

Le quatrieme chapitre de ce manuscrit est dédié la synthese de nouveaux systémes associant
des porphyrines et des BODIPY. Ces entités ont été couplées par création de liaisons originales,
tout d’abord des liaisons bore-oxygene et ensuite 1’utilisation de la cycloaddition 1,3-dipolaire
d’Huisgen. Les composés formés par des liaisons bore-oxygeéne ont été obtenus a partir de

porphyrines portant une fonction alcool benzylique. Ces systtmes montrent un transfert d’énergie
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du BODIPY vers les porphyrines. Les systemes obtenus par chimie “click” ont été formés a partir
de porphyrines azotures et de BODIPY étendus fonctionnalisés par des fonctions alcynes vrais. Le
fait d’étendre la conjugaison du BODIPY modifie beaucoup ces propriétés photophysiques. Dans ce
cas le transfert d’énergie s’effectue dans le sens inverse des composés analogues décrits dans la
littérature. En effet a notre connaissance il s’agit du premier exemple d’architectures associant des
porphyrines et des BODIPY dans lequel le transfert d’énergie s’effectue de la porphyrine vers le
BODIPY.

Le théme de recherche portant sur la synthese de complexes métalliques pour des applications
dans le domaine de 1’imagerie médicale est un projet relativement récent au laboratoire. Les
perspectives de mon travail de theése portent sur plusieurs points.

En ce qui concerne les complexes synthétisés durant cette thése et qui ont montrés des
propriétés intéressantes pour I’IRM, nous envisageons d’étudier la cytotoxicité de ces molécules
afin de pouvoir effectuer des acquisitions d’images IRM sur petit animal et comparer ’efficacité de
nos complexes avec un agent de contraste commercial. Les ligands que nous avons développé ont
une tres bonne affinité pour le cuivre en conditions de chimie classique, ces syntheses doivent
maintenant tre mises au point dans des conditions de synthese radiochimique en utilisant du cuivre
radioactif. Les conditions d’activation de la fonction amine libre pour lier notre ligand a un vecteur
restent a mettre au point, le choix du vecteur biologique influera beaucoup sur la méthode et les
conditions d’activation de cette liaison. Enfin nos ligands sont adaptés a la chélation de centres
métalliques autres que le gadolinium ou le cuivre, cependant les conditions de complexation restent

a mettre au point.

-206-









Partie expéerimentale
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Instrumentation

Les caractérisations des produits ont été effectuées sur les appareils de la Plateforme d’Analyse
Chimique et de Synthese Moléculaire de I’Université de Bourgogne (PACSMUB).

Spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN).

Les spectres RMN 'H ont ét€ enregistrés sur des appareils BRUKER Avance III NanoBay
300 MHz, BRUKER Avance III 500 MHz et BRUKER Avance II 600 MHz. Les mesures ont été
effectuées sur des échantillons d’environ 5 mg de composé dans 0,6 mL de solvant deutérié. Les
déplacements chimiques sont référencés par rapport au pic résiduel du solvant (7,26 ppm pour le
CDCl;, 2,50 ppm pour le DMSO D6 et 7,22 pour le premier pic de la Pyr D5).

La multiplicité des signaux RMN est donnée avec les abréviations suivantes : s pour singulet,
se pour singulet élargi, d pour doublet, t pour triplet, te pour triplet élargi, tm pour triplet masqué, q
pour quadruplet.

Sperctroscopie UV-visible.

Les spectres UV-visibles ont été enregistrés sur un appareil VARIAN CARY 50 Scans dans

des cellules en quartz de trajet optique 1 cm.
Spectrométrie de masse.

Les spectres de masse obtenus par spectrométriec de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption Ionization — Time Of Flight) ont été enregistrés sur un appareil Ultraflex II LRF
2000, en mode reflectron et en utilisant un laser “Smartbeam” a partir d’échantillons dispersés dans
une matrice de dithranol (1,8,9-Anthraceénetriol, Sigma-Aldrich, = 98 %) ou de DHB (acide 2,5-
dihydroxybenzoique, Sigma-Aldrich, = 98 %).

Les spectres de masse obtenus par ESI (ElectroSpray Ionization) ont été enregistrés sur un
appareil THERMO LTQ Orbitrap XL couplé a une HPLC Ultimate 3000 DIONEX.

Spectroscopie infrarouge (IR).

Les spectres infrarouges ATR (Attenuated Total Reflectance) ont été€ enregistrés sur un appareil

a transformée de Fourrier BRUKER Vector 22 a partir d’échantillons purs.

Diffraction des rayons-X.
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Les mesures de diffraction des rayons-X sur monocristaux ont été enregistrées par le
Dr. Philippe Richard, sur une diffractometre automatique quatre cercles Nonius Kappa APEX II.
Les parametres de mailles ont étés calculés par la méthode des moindres carrés en utilisant les
angles de diffraction des la totalité des taches collectées.

Les structures radiocristallographiques ont ét€é générées grace au programme Mercury pour

Macintosh ou les protons sont omis pour plus de clarté.
Analyse élémentaire

Les analyses élémentaires ont été enregistrées sur un appareil Thermo Electron Flash EA 1112
Series.

HPLC

Les analyses HPLC ont été effectuées sur un appareil Ultimate 3000 Dionex équipé d’un
détecteur diode array dectector. Les chromatogrammes analytiques ont été obtenus avec une
colonne MACHEREY-NAGEL EC 250/4,6 Nucleodur 100-50 Cl18ec. Les purifications ont été
effectuées avec une colonne semi-préparative MACHEREY-NAGEL VP 250/10 Nucleodur 100-50
Cl8ec.

Réactifs et solvants
Les produits commerciaux et les solvants (Sigma-Aldrich, Acros, Fluka, Alfa Aesar) ont été

utilisés sans purification préalable. Le DOTA-tris(tBu)ester NHS, le DOTA-tris(tBu)ester et le
DO3AtBu ont été fournis par la société Chematech® et utilisés sans purification préalable.
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3-Ethylpentane-2 4-dione 1

o

CH,,0,
Masse exacte : 128,08
Masse molaire : 128,17

Dans un bicol de 1 L sous azote équipé d’une arrivée de gaz et d’un réfrigérant droit sont introduits
successivement 270 mL d’acétone, 85,40 g (617 mmol) de K,CO;, 63,0 mL (617 mmol) de
pentane-2 4-dione et 62,0 mL (775 mmol) de iodoéthane. Le milieu réactionnel est agité et porté a
reflux durant 48 h. Le mélange est refroidi a température ambiante puis filtré sur fritté. Le filtrat
obtenu est évaporé sous vide. Le liquide jaune obtenu est purifié par distillation sous pression
réduite. Le produit bout a 54°C, on récupere 59,2 g (462 mmol) d’un liquide incolore, soit un
rendement de 75 %.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 0,85 ppm (t,J =7.,5 Hz, 3H, -CH-CH,-CH;) ; 1,83 ppm (qd,
J =75 Hz, 2H, -CH-CH,-CH,) ; 2,13 ppm (s, 6H, -CO-CH,) ; 3,50 ppm (t,J = 7,5 Hz, 1H, -CH-
CH,-CH,)

2-Benzyloxycarbonyl-4-éthyl-3,5-diméthylpyrrole 2
OBz
AN
@]
\ NH
C16H19N02
Masse exacte : 257,14
Masse molaire : 257,33

Dans un réacteur de 8 L sont ajoutés successivement 1,15 L d’acide acétique et 375 mL (2,14 mol)
de benzyle acétoacétate. La solution est agitée et refroidie a 4°C. 171 g (2,48 mol) de NaNO, dans
300 mL d’eau sont additionnés grace a une pompe péristaltique sur 3 h. Le mélange est agité durant
une nuit a 4°C. Le réacteur est vidangé et I’oxime formée est placée dans une ampoule d’addition.
Dans le réacteur de 8 L, équipé de 1’ampoule d’addition remplie d’oxime, sont ajoutés
successivement 500 mL d’acide acétique et 2094 g (1,63 mol) de 3-éthylpentane-2.4-dione 1, la
solution est agitée et chauffée a 65°C. L’oxime est additionnée par un goutte-a-goutte rapide (1,5 L
sur 2 h). Un mélange de 165 g (2,53 mol) de zinc en poudre et de 165 g (2,01 mol) d’acétate de
sodium est additionné de maniere a ce que 1’oxime ne soit jamais en exces. Le milieu réactionnel est
agité a 65°C durant 4 h, puis versé a chaud sur une grande quantité de glace, un précipité brun se

forme. Le produit est extrait par 3 fois 500 mL de DCM, puis la phase organique est lavée avec 3
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fois 2 L d’eau. La phase organique est séchée puis évaporée et le solide obtenu est lavé au méthanol
froid (-10°C). On obtient 101,2 g (393 mmol) du produit désiré sous la forme de cristaux, soit un

rendement de 24 %.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 1,02 ppm (t,J = 7,5Hz, 3H, -CH,-CH,) ; 2,17 ppm (s, 3H, -
CH,) ; 2,27 ppm (s, 3H, -NH-C-CH;) ; 2,35 ppm (q, J = 7,5Hz, 2H, -CH,-CH,) ; 5,26 ppm (s, 2H, -
0O-CH,-Ph) ; 7,35 ppm (m, 5H, -O-CH,-C(H;) ; 8,49 ppm (s, 1H, NH)

5-Acétoxyméthyl-2-benzyloxycarbonyl-4-éthyl-3-méthylpyrrole 3

OBz

N

\NHo

AcO

C,sH, NO,
Masse exacte : 315,15
Masse molaire : 315,36

Dans un réacteur de 8 L surmonté d’un réfrigérant sont introduits 2,5 L d’acide acétique puis
101,2 g (393 mmol) de pyrrole 2 et 44 mL (466 mmol) d’anhydride acétique. Le mélange est agité
15 min a température ambiante puis 202,17 g (456 mmol) d’acétate de plomb sont ajoutés et la
solution est portée a 80°C et agitée durant 4 h. Le réacteur est vidangé sur une grande quantité de
glace, un précipité blanc apparait. Le produit est laissé dans la glace durant 2 h, puis le précipité est
filtré sur fritté. Le solide est lavé a I’heptane jusqu’a décoloration. Le solide obtenu est séché sous

cloche a vide. On obtient 117,0 g (371 mmol) d’un solide blanc, soit un rendement de 94 %.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 1,05 ppm (t,J =7.,5 Hz, 3H, -CH,-CH;) ; 2,04 ppm (s, 3H, -
CHy) ; 2,27 ppm (s, 3H, CH;-COO-) ; 2,44 pm (q, J = 7,5 Hz, 2H, -CH,-CH,) ; 5,00 ppm (s, 2H,
O-CH,-Ph) ; 5,28 ppm (s, 2H, AcO-CH,-Pyrrole) ; 7,35 (m, SH, -O-CH,-C,H;) ; 8,97 ppm (s, 1H,
NH)

1,9-Dibenzyloxycarbonyl-3,7-diéthyl-2,8-diméthyldipyrrométhane 4

N o

C;H;,N, O,
Masse exacte : 498,25
Masse molaire : 498,61
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Dans un réacteur de 8 L sont introduits successivement 2 L d’éthanol, 117,0 g (371 mmol) du
pyrrole S, la solution est agitée et chauffée a 50°C. Une solution de 78 mL (936 mmol) d’acide
chlorhydrique dans 100 mL éthanol est ajoutée et le mélange réactionnel est chauffé a reflux durant
3 h. On attend que la température descende a 40°C pour vidanger le réacteur. Le produit est laissé a
cristalliser a 4°C durant une nuit. Les cristaux bruns obtenus sont filtrés sur fritté et lavés avec une
solution d’éthanol-eau (50-50) a 5°C. Le solide obtenu est séché sous cloche a vide. On obtient 56,0

g (112 mmol) du produit désiré, soit un rendement de 61 %.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 1,01 ppm (t,J = 7,5 Hz, 6H, -CH,-CH,) ; 2,26 ppm (s, 6H,
-CH) 5 2,39 ppm (q, J = 7,5 Hz, 4H, -CH,-CH,) ; 3,78 ppm (s, 2H, Pyr-CH,-Pyr) ; 5,21 ppm (s,
4H, O-CH,-Ph) ; 7,29 ppm (m, 10H, -O-CH,-C,H;) ; 9,98 ppm (s, 2H, NH)

3,7-Diéthyl-2 8-diméthyldipyrrométhane 6

C15H22N2
Masse exacte : 230,18
Masse molaire : 230,35

Dans un bicol de 2 L, équipé d’un sas vide/azote, d’un septum sont introduits 40,0 g (80 mmol) de
dipyrrométhane 4. Apres trois cycles vide/azote, 2,0 g (1,88 mmol) de palladium sur charbon sont
placés dans le ballon, ainsi que 2 mL (8,93 mmol) de triéthylamine et 1 L de THF dégazé par
bullage d’azote. Le mélange réactionnel est placé sous atmosphere de dihydrogene, puis est agité
fortement. L’avancement de la réaction est contr6lé par la mesure du volume de dihydrogene
consommé. Une fois la réaction terminée, le catalyseur est filtré sur clarcel. Le filtrat est récupéré et
évaporé. Le dipyrrométane S obtenu est mis en jeu dans I’étape suivante. Il est placé dans un ballon
tricol muni d’un réfrigérant droit, d’un tube plongeur et d’un bouchon avec 260 mL d’éthanolamine
préalablement distillée. La solution est chauffée a 160°C, I’agitation est maintenue 3 h. Le milieu
réactionnel est versé a chaud sur une grande quantité de glace dans un erlenmeyer de 5 L. La
solution obtenue est ensuite filtrée sur fritté, le solide est lavé abondamment a I’eau. Le produit
pateux obtenu est solubilisé dans 300 mL de DCM, la phase organique est lavée avec trois fois
300 mL d’eau distillée. La phase organique est séchée par MgSO, puis évaporée pour obtenir 13,4 g

(58 mmol) du produit désiré sous la forme d’une poudre brune, soit un rendement de 73 %.
RMN 'H (DMSO D6, 300 MHz, 300 K) : 0,90 ppm (t, ] = 7,5 Hz, 6H, -CH,-CH,) ; 1,90 ppm (s,

6H, -CH,p) ; 2,28 ppm (q, J = 7.5 Hz, 4H, -CH,-CH,) ; 3,63 ppm (s, 2H, Pyr-CH,-Pyr) ; 6,26 ppm
(s,2H,CH.) ; 9,67 ppm (s, 2H, NH)
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3,7-Diéthyl-1,8-diformyl-2,8-diméthyldipyrrométhane 7

ovc—< | | dcmo

N

C17H22N202
Masse exacte : 286,17
Masse molaire : 286,37

Dans un tricol de 500 mL équipé d’un réfrigérant droit surmonté d’une arrivée de gaz, d’une
ampoule d’addition isobare et d’'un bouchon sont introduits 6,73 g (29,2 mmol) de dipyrrométhane
6, le montage est ensuite placé sous atmosphere inerte par trois cycles vide/azote. On ajoute 150 mL
de DMF séché sur tamis moléculaire et dégazé 10 min par un bullage d’azote, puis le mélange est
agité a I’abri de la lumiere et le ballon est placé dans un bain de glace. 22 mL (240 mmol) de
trichlorure de phosphoryle sont placés dans 1’ampoule d’addition, puis sont additionnés goutte-a-
goutte sur 20 min. Une fois 1’addition terminée, I’agitation est maintenue durant 4 h a température
ambiante. La solution est filtrée sur fritté plus papier filtre, le solide obtenu est dissout dans 850 mL
d’eau distillée dans un erlenmeyer. 25 mL d’une solution de soude 10 M sont ajoutés goutte-a-
goutte a la solution, 1’agitation est maintenue durant une nuit. Le précipité beige obtenu est filtré sur
fritté et lavé a I’eau distillée. On obtient 7,34 g (25 mmol) du produit désiré soit un rendement de
86%.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 1,04 ppm (t,J = 7,5 Hz, 6H, -CH,-CH,, ] = 7,5 Hz) ; 2,26
ppm (s, 6H, -CHjp) ; 2,44 ppm (q, J = 7,5 Hz, 4H, -CH,-CH,) ; 3,92 ppm (s, 2H, Pyr-CH,-Pyr) ;
9,46 ppm (s, 2H, CHO) ; 10,84 ppm (s, 2H, NH)

2-Ethoxycarbonyl-3.4-diméthylpyrrole 8

NH

Masse exacte : 167,09
Masse molaire : 167,21

Dans un tricol de 500 mL muni d’un réfrigérant droit surmonté d’une arrivée de gaz, d’une ampoule
de coulée isobare et d’un thermometre plongeant sont introduits 364 g (207 mmol) de 2-
nitropentane-3-acétate et 25 g (221 mmol) d’isocyanoacétate d’éthyle. Le montage est placé sous
atmosphere d’azote, on ajoute dans le ballon 170 mL de THF et 65 mL d’isopropanol dégazés par
un bullage d’azote. 62,87 g (413 mmol) de diaza-1,3-bicyclo(5,4,0)undéc-7-eéne sont placés dans

I’ampoule de coulée, le DBU est ajouté goutte-a-goutte, le mélange réactionnel qui ne doit pas
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dépasser 30°C est placé dans un bain d’eau froide. L’agitation est maintenue durant 4 h. Le solvant
est évaporé et 250 mL d’eau bouillante sont ajoutés sur les résidus. On laisse le mélange revenir a
température ambiante puis la solution est placée une nuit a 4°C. Les cristaux obtenus sont filtrés sur
verre fritté et lavé a ’eau. Le produit est recristallisé dans le méthanol, lavé a I’eau et séché. On
obtient 21,13 g (126 mmol) du produit désiré sous forme d’un solide beige, soit un rendement de
61%.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 1,33 ppm (t,J =7,1 Hz, 3H, -O-CH,-CH;) ; 1,99 ppm (s, 3H,
-CH;) ; 2,25 ppm (s, 3H, -CH,) ; 4,28 ppm (q,J = 7,1 Hz, 2H, -O-CH,-CH,) ; 6,63 ppm (s, IH, H,) ;
8,85 ppm (s, 1H, NH)

2-Carboxyl-3.4-diméthylpyrrole 9

\ NH

C,H,NO,
Masse exacte : 139,06
Masse molaire : 139,15

Dans un monocol de 500 mL équipé d’un réfrigérant droit, sont ajoutés successivement 10,61 g
(63,5 mmol) de pyrrole 8, 150 mL d’éthanol et 20 mL d’une solution de soude a 12M (10 g dans
20 mL). La solution est agitée et chauffée a reflux durant 4 h. La solution est trempée dans un bain
de glace et on ajoute 200 mL d’eau distillée dans le ballon. La solution est amenée a pH 5 par ajout
en plusieurs fois de 40 mL d’acide acétique. Le précipité obtenu est filtré sur fritté, lavé a I’eau
distillée et séché. On obtient 6,7 g (48 mmol) du produit voulu sous la forme d’une poudre blanche,

soit un rendement de 75 %.

RMN 'H (DMSO D6, 300 MHz, 300 K) : 1,90 ppm (s, 3H, -CH;) ; 2,15 ppm (s, 3H, -CH;) ;
6,63 ppm (s, 1H, H,) ; 10,99 ppm (s, 1H, NH)

8,12-Diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-a c-biladiene 10

CyHyBr,N,
Masse exacte : 600,15
Masse molaire : 602,45

-217-



Partie expérimentale

Dans un bicol de 500 mL équipé d’un réfrigérant droit surmonté d’une arrivée de gaz et d’une
ampoule de coulée isobare sont introduits 4,74 g (16,6 mmol) de dipyrrométhane 7 et 4,55 g (32,7
mmol) de pyrrole 9. Le montage est placé sous atmosphere inerte par trois cycles vide/azote. 200
mL d’éthanol dégazé par bullage d’azote sont ajoutés dans le ballon. La solution est chauffée a
reflux 10 min. 45 mL (300 mmol) d’acide bromhydrique en solution dans 1’acide acétique sont
placés dans I’ampoule d’addition. L’acide est ajouté goutte-a-goutte et la solution se colore en
rouge. L’avancement de la réaction est controlé par spectroscopie UV-visible. Au bout de 10 min, la
solution est refroidie par un bain de glace puis est placée dans un erlenmeyer de 2 L avec agitation.
On ajoute 1L d’éther a -18°C, puis I’erlenmeyer est placé 2 h dans un bain de glace sans agitation.
Le produit est filtré sur fritté, lavé a 1’éther froid puis séché sous vide. On obtient 8,57 g (14,2
mmol) de produit attendu sous la forme d’une fine poudre noire, soit un rendement de 87 %.

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 381 (16), 450 (75), 487 (46), 521 (106)

max

8,12-Diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-para(amino)phénylporphyrine 11

)

C36H39N5
Masse exacte : 541,32
Mgsse molaire : 541,73

Dans un bicol de 50 mL équipé d’un bulleur d’azote et d’un réfrigérant droit sont placés
successivement 398 mg (0,66 mmol) d’a,c-biladiene 10, 996 mg (6,59 mmol) de para-
nitrobenzaldéhyde et 5 mL d’éthanol. La solution est agitée et portée a reflux avec un bullage
d’azote a l'abri de la lumiere. 802 mg (4,66 mmol) d’APTS sont dissouts dans 2 mL d’éthanol, puis
additionnés lentement grace a une pompe péristaltique. L’agitation, le chauffage et le bullage
d’azote sont maintenus durant 48 h. L’avancement de la réaction est contr6lé par CCM. La solution
est refroidie puis le solvant évaporé. Les résidus sont dissouts dans 300 mL de DCM et la phase
organique est lavée trois fois avec 750 mL d’eau distillée, puis séchée sur MgSO, et évaporée. Le
produit obtenu est chromatographié sur silice avec pour éluant du DCM. La porphyrine nitro est
directement mise en jeu dans I’étape de réduction. 173 mg (0,30 mmol) de la porphyrine nitro sont
solubilisés dans 5 mL de chloroforme. On ajoute successivement au milieu réactionnel 10 mL d’un
mélange HCI/Et,O a 1 M d’HCl puis 1,04 g (4,60 mmol) de chlorure d’étain dihydraté, 1’agitation
est maintenue durant 2 h a température ambiante. Le mélange réactionnel est versé sur environ 50 g

de glace et la porphyrine est extraite par 200 mL de chloroforme. La phase organique est lavée par
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trois fois 200 mL d’une solution saturée de NaHCO,, séchée sur MgSO, et évaporée. Le produit est
purifié par une colonne chromatographique de silice avec comme éluant un mélange DCM/MeOH
(100/5). Le solvant est évaporé et on obtient 137 mg (0,253 mmol) de la porphyrine voulue sous la

forme d’une poudre violette, soit un rendement de 38% sur deux étapes.
MALDI-TOF : m/z = 542.04 [M+H]" ; (C;sH,,Nss" masse exacte calculée : 542,33)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 404 (223), 503 (18), 535 (6), 571 (6), 624 (2).

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : -3,26 ppm (s, 2H, NH,.) ; 1,88 ppm (t, J = 7,5 Hz, 6H,
-CH,-CH;) ; 2,58 ppm (s, 6H, -CH;) ; 3,53 ppm (s, 6H, -CH,) ; 3,64 ppm (s, 6H, -CH;) ; 4,05 ppm
(q,J =75 Hz, 4H, -CH,-CH,) ; 7,05 ppm (d, J =8,3 Hz, 2H, H,,) ; 7,77 ppm (d, J = 8,3 Hz, 2H,
H,) ;994 ppm (s, IH,H,) ; 10,15 ppm (s, 2H, H

méso. méso)

Para-(bromométhyl)benzaldéhyde 12

) C )
H Br

CH,BrO
Masse exacte : 197,97
Masse molaire : 199,04

Dans un tricol de 500 mL équipé d’une arrivée de gaz, d’un septum et d’une ampoule d’addition
isobare sont introduits 10,1 g (54,62 mmol) de para-(bromométhyl)benzonitrile. Le montage est
ensuite placé sous azote. On ajoute ensuite 100 mL de toluene distillé. Le milieu réactionnel est
refroidi grace a un bain de glace, puis 66 mL (66 mmol) de DIBAL 1M dans le dichlorométhane
sont ajoutés goutte a goutte sur 30 min. L’agitation est maintenue 1 h 30 a température ambiante.
50 mL de THF sont ajoutés puis le mélange réactionnel est refroidi avec un bain de glace. On
additionne 40 mL d’acide chlorhydrique 1 M goutte-a-goutte sur 15 min. Apres une heure
d’agitation a température ambiante on note 1’apparition d’un précipité blanc. Le produit est extrait
avec 200 mL d’éther, puis la phase organique est lavée avec 200 mL d’eau puis avec 200 mL d’une
solution saturée de NaCl. La phase organique est séchée sur MgSO, et le solvant est évaporé. On
obtient 10,51 g (52,80 mmol) du composé désiré sous la forme d’une huile jaune qui cristallise au

congélateur, soit un rendement de 96 %.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 4,48 ppm (s, 2H, Ph-CH,-Br) ; 7,54 ppm (d, J = 8,2 Hz, 2H,
H,;);786(d,J=82Hz,2H, H,,) ;9,99 ppm (s, I1H, Ph-CHO)
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Para-(azidométhyl)benzaldéhyde 13

C:H.N,O
Masse exacte : 161,06

Masse molaire : 161,16

Dans un monocol de 250 mL, on place 10,12 g (50,88 mmol) de para-(bromométhyl)benzaldéhyde
12,6,73 g (103,5 mmol) d’azoture de sodium et 110 mL de DMSO séché sur tamis moléculaire. Le
milieu réactionnel est agité a température ambiante durant 24 h. On ajoute 100 mL d’eau distillée au
mélange puis le produit est extrait avec trois fois 100 mL d’éther. La phase organique est lavée avec
trois fois 200 mL d’eau. Le produit est ensuite purifié par une colonne de silice avec comme €éluant
le toluene. Apres séchage sur MgSO, et évaporation, on obtient 7,59 g (47,10 mmol) du composé

désiré sous la forme d’une huile jaune péle, soit un rendement de 92 %.
IR : v (cm") 2100 (moyenne, fine, V) ; 1698 (moyenne, fine, vo_)

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 4,34 ppm (s, 2H, Ph-CH,-N,) ; 7,47 ppm (d, J = 8,2 Hz, 2H,
H;s) ;788 ppm (d,J =82 Hz, 2H, H,,) ; 10,00 ppm (s, 1H, Ph-CHO)

8,12-Diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-para(azidométhyl)phénylporphyrine de zinc (II) 14

N3

C;;H;:N.Zn
Masse exacte: 643,24
Masse molaire : 645,15

Dans un tricol de 1 L équipé d’un bulleur d’azote, un réfrigérant droit et un bouchon sont placés
successivement 3,06 g (5,11 mmol) d’a,c-biladiecne 10, 822 mg (5,11 mmol) de para-
(azidométhyl)benzaldéhyde 13 et 400 mL d’éthanol. La solution est agitée et portée a reflux avec
bullage d’azote a l'abri de la lumiere. 6,17 g (35,8 mmol) d’APTS sont dissouts dans 100 mL
d’éthanol, puis additionnés lentement grace a une pompe péristaltique. L’agitation, le chauffage et
le bullage d’azote sont maintenus durant 48 h. L’avancement de la réaction est controlé par CCM.
La solution est refroidie puis le solvant évaporé. Les résidus sont dissouts dans 300 mL de DCM et

la phase organique est lavée trois fois avec 750 mL d’eau distillée, puis séchée sur MgSO, et
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évaporée. Le produit obtenu est purifié par une colonne de silice avec comme éluant un mélange
DCM/Méthanol (100/2), la fraction de téte est récupérée. Le solvant est évaporé et le produit est
placé dans un ballon de 1 L équipé d’un réfrigérant droit avec 250 mL de chloroforme. 1,11 g (5,0
mmol) d’acétate de zinc ainsi que 2,4 g (30 mmol) d’acétate de sodium sont dissouts dans 100 mL
de méthanol et ajoutés a la solution. Le milieu réactionnel est chauffé a reflux durant 30 min a I’abri
de la lumiere. La solution est refroidie puis lavée trois fois avec 750 mL d’eau distillée. La phase
organique est séchée sur MgSO, puis évaporée. Le solide obtenu est purifié sur colonne de silice
avec comme €luant du DCM. On obtient 830 mg (1,28 mmol) de la porphyrine voulue sous la

forme d’une poudre violette, soit un rendement de 25 %.
MALDI-TOF : m/z = 643,016 [M]* (C,,H;,N,Zn masse exacte calculée : 643,2402)

UV-vis (DCM) : A,,, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 404 (215), 534 (11), 570 (10)

RMN 'H (CDCL,, 300 MHz, 300 K) : 5 (ppm) 1,83 ppm (t,J = 7.4 Hz, 6H, -CH,-CH,) ; 2,40 ppm
(s,6H, -CH,) ; 3,48 ppm (s, 6H, -CH;) ; 3,57ppm (s, 6H, -CH;) ; 4,00 ppm (q,J = 7,4 Hz, 4H, -CH,-
CH,) ; 4,67 ppm (s, 2H, -CH,-N;) ; 7,66 ppm (d,J =8,0 Hz, 2H, H,,) ; 8,05 ppm (d, J = 8,0 Hz, 2H,
H,) ;989 ppm (s, 1H,H,,,) ; 10,04 ppm (s, 2H, H

mém)

8,12-Diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-para(aminométhyl)phénylporphyrine 15

O

C37H41N5
Masse exact : 555,34
Masse molaire : 555,75

Dans un monocol de 250 mL sont placés 50 mL de DCM et 270 mg (0,418 mmol) de la 8,12-
diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-para(azidométhyl)phénylporphyrine de zinc (II) 14. On
ajoute 50 mL d’un solution d’acide chlorhydrique 1M et le milieu est agité vigoureusement durant
2 h a I’abri de la lumiere. La phase organique est lavée avec trois fois 50 mL d’une solution saturée
de NaHCO;. La phase organique est séchée sur MgSO, et évaporée. On obtient quantitativement la
porphyrine base libre. Dans un bicol de 250 mL sont placés successivement 242 mg (0,416 mmol)
de la porphyrine base libre, 120 mg (0,530 mmol) de triphénylphosphine, 50 mL. de THF et 30 uL
d’eau. Le mélange est porté a reflux durant 7 h a I’abri de la lumiere. Le solvant est évaporé et les

résidus sont repris dans un mélange DCM/MeOH (100/3) et chromatographiés sur alumine. Le
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produit désiré est décroché avec un mélange DCM/acide acétique (4/1). La fraction contenant le
produit est neutralisée avec une solution saturée de NaHCO,. La phase organique est séchée et
évaporée. On obtient 92 mg (0,165 mmol) de la porphyrine désirée sous la forme d’une poudre

brune, soit un rendement de 40 %.
MALDI-TOF : m/z = 556,163 [M+H]* (C,,H,,N5 masse exacte calculée : 556,3435)
UV-vis (DCM) : A,,., (nm) (¢ x 10~ L.mol™".cm™) : 402 (121), 500 (10), 535 (5), 570 (5), 624 (2)

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) -3.2 ppm (s, 2H, NH, ) : 1.85 ppm (t, ] = 7.4 Hz,
6H, -CH,-CH;) ; 243 ppm (s, 6H, -CH,) ; 3,50 ppm (s, 6H, -CH;) ; 3,61 ppm (s, 6H, -CH;) ; 4,04
ppm (q, J = 74 Hz, 4H, -CH,-CH,) ; 4,22 ppm (s, 2H, -CH,-NH,) ; 7,64 ppm (d, J = 8,0 Hz, 2H,
H,) ;798 ppm (d,J =80Hz,2H,H,) ;9,92 ppm (s, 1H,H,,.) ; 10,14 ppm (s, 2H, H

méso méso)

8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-((DO3AtBuAM)N-méthyléne)phényl)
porphyrine 16

tBu-O
s &
I\

o [N Ni\g/ NH

tBu-OJ\/N\_/N
0]

O-tBu

C65H91N‘)O7

Masse exacte : 1109,70
Masse Molaire : 111047

Dans un monocol de 100 mL sont ajoutés successivement, 91,0 mg (0,163 mmol) de 8,12-diéthyl-
2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-para(aminométhyl)phénylporphyrine 15, 94,4 mg (0,164 mmol) de
DOTA-tris(tBu)ester commercial, 41,0 mg (0,213 mmol) d’hydrochlorure de 1-éthyl-3-(3-diméthyl
aminopropyl)carbodiimide (EDC.HCI), 28,7 mg (0,212 mmol) d’hydroxybenzotriazole (HOBt) et
40 mL de DMF. Le milieu réactionnel est agité durant 24 h a température ambiante a 1’abri de la
lumiere. Le solvant est évaporé et les résidus sot repris dans 50 mL de DCM. La phase organique
est lavée trois fois a 1’eau distillée. Le solvant est évaporé et les résidus sont repris dans un mélange
DCM/MeOH (100/10) et chromatographiés sur alumine. Le produit désiré est décroché avec un
mélange DCM/acide acétique (4/1). La fraction contenant le produit est neutralisée avec une
solution saturée de NaHCO;. La phase organique est séchée et évaporée. On obtient 82 mg (0,073

mmol) du produit sous la forme d’une poudre brune, soit un rendement de 45 %.

-222-



Partie expérimentale

MALDI-TOF : m/z = 1132,602 [M+Na]" (C,sHy,N,O,Na masse exacte calculée : 1132,6939)
HR-ESI : m/z = 1132,6917 [M+Na]" (C4Ho,N,O,Na masse exacte calculée : 1132,6939)
UV-vis (DCM) : A,,., (mm) (¢ x 10~ L.mol™.cm™) : 403 (130), 503 (10), 535 (5), 570 (5), 624 (2)

RMN 'H (DMSO D6, 600 MHz, 400 K) : 8 (ppm) -3,16 ppm (s, 2H, NH ) 5 1,46 ppm (s, 27H,
-C(CH,),) ; 1,88 ppm (t,J =74 Hz, 6H, -CH,-CH;) ; 2,43 ppm (s, 6H, -CH;) ; 2,60 ppm (se, 16H, -
N-CH,-CH,-N-) ; 3,22 ppm (s, 6H, -N-CH,-COOtBu) ; 3,32 ppm (s, 2H, -N-CH,-CONH-) ; 3,50
ppm (s, 6H, -CH;) ; 3,63 ppm (s, 6H, -CH;) ; 4,09 ppm (q,J =74 Hz, 4H, -CH,-CH,) ; 4,75 ppm (d,
J =60 Hz, 2H, Ar-CH,-NH-CO) ; 7,72 ppm (d, J =8,0 Hz, 2H, H,,) ; 7,96 ppm (d, J = 8,0 Hz, 2H,
H,) ;8,71 ppm (t,J = 6,0 Hz, 1H, Ar-CH,-NH-CO) ; 10,02 ppm (s, 1H, H,,,,) ; 10,18 ppm (s, 2H,
H

me’so)

8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-((DO3A AM)N-méthylene)phényl) porphyrine 17

C53H67N‘)O7
Masse exacte : 941,52
Masse molaire : 942,16

Dans un ballon monocol de 10 mL sont placés 50,0 mg (0,045 mmol) de la 8,12-diéthyl-
2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-(benzylacétamide-N-DOTA-(tris-tert-butylester) ) porphyrine 16 en
solution dans 5 mL de DCM. On ajoute 1 mL d’acide trifluoroacétique dans le milieu réactionnel, la
couleur passe du brun au vert. Le mélange est agité 24 h a température ambiante a 1’abri de la
lumiere. Le milieu est évaporé a sec et repris dans 10 mL de DCM, le milieu est de nouveau
évaporé. L’opération est répétée quatre fois. Le produit est dissout dans 10 mL d’eau et la solution
obtenue est lyophilisée. On obtient 42 mg (0,044 mmol) du produit sous la forme d’une poudre

brune, soit un rendement quantitatif.
MALDI-TOF : m/z = 942 399 [M+H]" (C5;HN,O, masse exacte calculée : 941,5242)

HR-ESI : m/z = 940,5058 [M-H] (Cs;H(N,O, masse exacte calculée : 940,5091)
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UV-vis (H,0) : .., (mm) (¢ x 10° L.mol™.em™) : 403 (30), 503 (5), 535 (3), 570 (3), 624 (2)

RMN 'H (DMSO D6, 600 MHz, 400K) : & (ppm) 1,88 ppm (t,J = 7.4 Hz, 6H, -CH,-CH,) ; 2,44
ppm (s, 6H, -CH;) ; 3,15 ppm (m, 16H, -N-CH,-CH,-N-) ; 3,51 ppm (s, 6H, -CH,) ; 3,63 ppm (s,
6H, -CH;) ; 3,71 ppm (s, 4H, -N-CH,-COOH) ; 3,72 ppm (s, 2H, -N-CH,-COOH) ; 3,86 ppm (s,
2H, -N-CH,-C=0ON-) ; 4,09 ppm (q,J = 7,4 Hz, 4H, -CH,-CH,) ; 4,76 ppm (d, J = 6,0 Hz, 2H, Ar-
CH,-NH-CO) ; 7,74 ppm (d,J =8,0 Hz,2H, H,,) ; 8,00 ppm (d,J =8,0 Hz,2H, H,) ; 8,71 ppm (t,J
=60 Hz, 1H, Ar-CH,-NH-CO) ; 10,04 ppm (s, 1H, H,,,,) ; 10,21 ppm (s, 2H, H,

ne’so)

Mésityldipyrrométhane 18

C18H20N2
Masse exacte : 264,163
Masse molaire : 264,365

Dans un tricol de 500 mL équipé d’un réfrigérant droit, d’un bulleur d’azote et d’un septum sont
placés 10,0 g (67 mmol) de mésitaldéhyde et 330 mL de pyrrole préalablement distillé. Le montage
est placé a I’abri de la lumiere et la solution est agitée durant 20 min sous bullage d’azote. On ajoute
goutte a goutte 500 pL (6,7 mmol) d’acide trifluoroacétique et la solution est agitée 1 h a
température ambiante. 8,0 g (200 mmol) de soude en poudre sont ajoutés au milieu réactionnel la
solution est agitée 2 h a température ambiante. Le brut réactionnel est filtré sur clarcel afin
d'éliminer les résidus de soude. Le solvant est évaporé et le solide obtenu est purifié par une
colonne de silice avec pour éluant du DCM. La fraction de téte est récupérée. On obtient 10,7 g

(40 mmol) du produit désiré sous la forme d’une poudre blanche, soit un rendement de 60 %.
RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) 2,05 (s, 6H, Mes-CH; ) 5 2,15 (s, 3H, Mes-

CH;,,.,) ; 591 (s, IH, Pyr-CH-Pyr) ; 5,99 (m, 2H, H;,) ; 6,16 (m, 2H, H,,) ; 6,64 (m, 2H, H,,) ;
6,85 (s,2H,H,) ;791 (s,2H, NH)

224-



Partie expérimentale

5,15-Bis(4-(azidométhyl)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 19

Cs;HuNy,
Masse exacte : 808,38
Masse molaire : 808,97

Dans un tricol de 500 mL équipé d'un septum, d'un bulleur d'azote et d'un réfrigérant droit sont
introduits 2,5 g (945 mmol) de mésityldipyrrométhane 18, 1,52 g (943 mmol) de para-
(azidométhyl)benzaldéhyde 13 et 300 mL de CHCIl;. Le mélange est agité 20 min a l'abri de la
lumiere, a température ambiante et sous bullage d'azote. On ajoute goutte a goutte 370 pL
(1,14 mmol) de trifluorure de bore étherate et la solution est agitée durant 2h. 1,16 g (4,7 mmol) de
para-chloranil sont ajoutés au milieu réactionnel qui est agité 1h. Le produit est purifié par une
colonne de silice avec pour éluant du DCM. Apres recristallisation dans un mélange DCM : MeOH
on obtient 526 mg (0,65 mmol) du produit désiré sous la forme d'une poudre violette soit un

rendement de 14 %.

MALDI-TOF : m/z = 755,203 [M-N,+3H]" (C,,H,,N,'masse exacte calculée : 755.3862)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 416 (422), 514 (18), 547 (6), 590 (4), 646 (3)

max

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) -2,62 (s, 2H, NH,,. ) ; 1,83 (s, 12H, Mes-CH;,,) ;
2,62 (s, 6H, Mes-CH; ) ; 4,73 (s, 4H, Ph-CH,-N;) ; 7,27 (s, 4H, H,,,,) ; 7,67 (d,J = 8,1 Hz, 4H,
H,) ;823(d,J=8,1Hz,4H,H,) ;8,69 (d,J=48Hz,4H,H) ;8,76 (d,J =48 Hz,4H, Hp)
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5,15-Bis(4-(aminométhyl)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 20

Oy

HoN

(o= 0

NH,

C52H48N6
Masse exacte : 756,39
Masse molaire : 756,98

Dans un tricol de 250 mL équipé d'une ampoule isobare, d'un réfrigérant droit et d'un septum le tout
sous atmosphere de N,, sont placés 20 mL de THF préalablement distillé. Le montage est refroidit a
-80 °C et on ajoute 104 mg (2,7 mmol) de tétrahydruroaluminate de lithium, une solution de 40 mL
de THF contenant 440 mg (543 pumol) de 5,15-bis(4-(azidométhyl)phényl)-10,20-
dimésitylporphyrine 19 est ajoutée goutte a goutte. Une fois I'addition terminée on laisse le mélange
réactionnel revenir a température ambiante et l'agitation est maintenue durant 2 h. Le montage est
refroidit a -80 °C et 7 mL d'eau distillé sont additionnés trés lentement afin de neutraliser I’exces de
LiAlH,. Le produit est extrait avec 100 mL de chloroforme et la phase organique est lavé trois fois
avec une solution saturée de NaHCO;, séchée sur MgSO, et évaporée. Le produit est purifié par une
colonne de silice avec pour éluant un mélange DCM : MeOH (100 : 10), le produit est décroché par
ajout d’ammoniac dans 1’éluant. On obtient 184 mg (243 pmol) du produit désiré sous la forme

d'une poudre violette soit un rendement de 44 %.
MALDI-TOF : m/z = 757,400 [M+H]" (C,,H,,N," masse exacte calculée : 757,401)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 419 (426), 515 (18), 550 (8), 591 (5.5), 648 (4)

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) -2,62 (s, 2H, NH,,, ) ; 1,62 (s, 12H, CH,,,,,,) ; 2.61
(s, 6H, CH,,,.) ; 4,16 (s, 8H, Ph-CH,-NH,) ; 7.26 (s, 4H, H,,,) ; 7,63 (d,J = 7,7 Hz, 4H, H,) ; 8,16

(d,J=7,7Hz,4H,H,,) ; 8,66 (d,J =48 Hz,4H, Hp) ; 8,82 (d,J =4,8 Hz,4H, Hp)
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10,15-Bis(((DO3AtBuAM)-N-méthylene)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 21

C108H148Nl4014
Masse exacte : 1865,13
Masse Molaire : 1866,42

Dans un monocol de 50 mL sont placés 97 mg (128 umol) de 5,15-bis(4-(aminométhyl)phényl)-
10,20-dimésitylporphyrine 20, 12 mL de CHC]l,; et 201 mg (246 pmol) de DOTA(tris-tBu)(NHS), le
milieu est agité durant 3 h a température ambiante. La phase organique est lavée avec une solution
d'acide citrique (pH = 5) puis avec une solution de NaHCO; saturée. La phase organique est séchée
sur MgSO, et évaporée. Le produit est purifié par une colonne de silice avec pour éluant un
mélange CHCI; : MeOH (100 : 5). On obtient 104 mg (55 umol) du produit désiré sous la forme

d'une poudre violette soit un rendement de 44 %.
HR-MS ESI : m/z = 955,5543 [M+2Na]** (C,,sH,4,sN,,0,,Na,** masse exacte calculée : 955,5542)

UV-vis (DCM) : A,,, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 418 (340), 516 (12), 548 (5), 591 (3), 646 (2)

RMN 'H (DMSO D6, 500 MHz, 400 K) : § (ppm) -2.46 (s, 2H, NH,,..) ; 1,43 (s, 54 , O-C(CH,),)
; 1,81 (s, 12H, CH;,,4,) ; 2,61 (s, 6H, CH;,,,) ; 2,64 (se, 32H, N-CH,-CH,-N) ; 3,22 (se, 12H, -N-
CH,-COOtBu) ; 3,31 (s,4H, -N-CH,-CONH-) ; 4,73 (d,J = 5,7 Hz, 4H, Ph-CH,-NHCO- ) ; 7,26 (s,
4H, H,,,,) ; 7,75 d,J =79 Hz,4H, H,) ; 8,14 (d,J =79 Hz, 8H, H,) ; 8,61 (masqué, t, 2H,
-CONH-) ;8,61 (d,J=4,7Hz,4H,Hp) ;8,76 (d,J =4,7Hz,4H, Hp)

ortho
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10,15-Bis((DO3AAM)-N-méthylene)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 22

C84H100N14OI4
Masse exacte : 1528,754
Masse molaire : 1529,778

Dans un monocol de 50 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 50 mg (26 pumol) de 10,15-
bis((DO3AtBuAM)-N-méthyléne)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 21 et 5 mL de DCM. Le
mélange est agité et on ajoute goutte a goutte 1 mL de TFA, le milieu est agité 24 h a l'abri de la
lumiere et a température ambiante. Le milieu est évaporé a sec et repris dans 50 mL de DCM et
évaporé a sec. Cette opération est répétée quatre fois afin d'éliminer tous les sous-produits volatils.
On obtient 39 mg (254 umol) du produit désiré sous la forme d'une poudre bleu-verte soit un

rendement de 98 %.
MALDI-TOF : m/z = 765,381 [M+2H]*" (Cg,H,,N,,0,,>* masse exacte calculée : 765,384)
UV-vis (H,0) : A,,,, (nm) (¢ x 10° L.mol™.ecm™) : 416 (140), 517 (10), 552 (5), 595 (4), 649 (3)

RMN 'H (DMSO D6, 500 MHz, 400 K) : & (ppm) 1,82 (s, 12H, Mes-CH,,..) ; 2,62 (s, 6H, Mes-
CH,,.) ; 3,14 (se, 32H, N-CH,-CH,-N) ; 3,71 (se, 12H, -N-CH,-COOH) ; 3,84 (s, 4H, -N-CH -
CONH-) ; 4,75 (d, J = 42 Hz, 4H, Ph-CH,-NHCO- ) ; 7,35 (s, 4H, H,,)) ; 7,74 (d,J = 7.9 Hz, 4H,
H,):;8,17(d,J=79Hz,4H,H,) ;8,63 (d,J =45 Hz, 4H, Hy) ; 8,63 (tm, 2H, -CONH-) ; 8,77 (d,

J=45Hz,4H,Hp)
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4-Azidométhyldipyrrométhane 23

C16H15N5
Masse exacte : 277,133
Masse molaire : 277,324

Dans un tricol de 100 mL équipé d’un réfrigérant droit, d’un bulleur d’azote et d’un septum sont
placés 1,16 g (10 mmol) de para-(azidométhyl)benzaldéhyde 13 et 40 mL de pyrrole préalablement
distillé. Le montage est placé a 1’abri de la lumiere et la solution est agitée durant 15 min sous
bullage d’azote. On ajoute goutte a goutte 250 pL (3,35 mmol) d’acide trifluoroacétique et la
solution est agitée 12 h a température ambiante. 1,2 g (30 mmol) de soude en poudre sont ajoutés au
milieu réactionnel la solution est agitée 2 h a température ambiante. Le brut réactionnel est filtré sur
clarcel afin d'éliminer les résidus de soude. Le solvant est évaporé et le solide obtenu est purifié par
une colonne de silice avec pour éluant du DCM. La fraction de téte est récupérée. Le solvant est
évaporé et on obtient 2,28 g (8,2 mmol) du produit désiré sous la forme d’une poudre blanche, soit

un rendement de 82 %.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : § (ppm) 4,13 (s, 3H, Ph-CH,-N,) ; 547 (s, 1H, Pyr-CH-
Pyr) ; 5,89 (m, 2H, H;,) ; 6,14 (m,2H, H, ) ; 6,67 (m,2H,H,,) ; 7,21 (d,J =83 Hz,2H,H,) ; 7,26
(d,J=83Hz,2H,H,) ; 7,90 (s,2H, NH)

5,10,15,20-Tétrakis(4-(azidométhyl)phényl)porphyrine 24

N3
N3

C48H34N16
Masse exacte : 834,315
Masse molaire : 834,891
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Voie A :

Dans un tricol de 500 mL équipé d'un septum, d'un bulleur d'azote et d'un réfrigérant droit sont
introduits 1,32 g (8,19 mmol) de para-(azidométhyl)benzaldéhyde 13, 2,28 g (8,22 mmol) de 4-
azidométhyldipyrrométhane 23 et 280 mL de CHCl,. Le mélange est agité 15 min a l'abri de la
lumiere, a température ambiante et sous bullage d'azote. On ajoute goutte a goutte 232 pL (2,6
mmol) de trifluorure de bore étherate et la solution est agitée durant 2 h 30. 2,02 g (8,21 mmol) de
para-chloranil sont ajoutés au milieu réactionnel qui est agité 2 h. Le produit est purifié par une
colonne de silice avec pour éluant du DCM. Apres recristallisation dans un mélange DCM : MeOH
on obtient 1,10 g (1,32 mmol) du produit désiré sous la forme d'une poudre violette soit un

rendement de 32 %.
Voie B :

Dans un monocol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit sont ajoutés 363 mg (2,25 mmol) de
para-(azidométhyl)benzaldéhyde 13, 25 mL d'acide propionique ainsi que 140 pL (2,00 mmol) de
pyrrole préalablement distillé. Le montage est chauffé a reflux a 'abri de la lumiere durant 2 h 30.
Le milieu réactionnel est refroidi par un bain de glace et on ajoute lentement 80 mL d'une solution
de MeOH : ammoniaque (50 : 50) et on laisse le produit précipité durant 1 h dans la glace. Le
produit est filtré sur fritté. Le produit est purifié par une colonne de silice avec pour éluant du DCM.
Apres recristallisation dans un mélange DCM : MeOH, on obtient 100 mg (120 umol) du produit

désiré sous la forme d'une poudre violette soit un rendement de 24 %.
MALDI-TOF : m/z = 835,290 [M+H]" (C,4H;sN,," masse exacte calculée : 835,323)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 416 (520), 514 (20), 549 (10), 588 (6), 646 (5)

max

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) -2,76 (s, 2H, NH,, ) ; 4,73 (s 8H, Ph-CH,-N;) ;
7,70 (d,J=80Hz,8H,H,);8,17(d,J=80Hz,8H,H,,) ; 8,85 (s,8H, Hp)
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5,10,15,20-Tétrakis(4-(aminométhyl)phényl)porphyrine 25
HoN

QL

HoN

(o = 0

NH,

NH,

C48H42N8
Masse exacte : 730,353
Masse molaire : 730,901

Dans un tricol de 250 mL équipé d'une ampoule isobare, d'un réfrigérant droit et d'un septum le tout
sous atmosphere de N,, sont placés 20 mL. de THF préalablement distillé. Le montage est refroidi a
-80 °C et on ajoute 130 mg (3,5 mmol) de tétrahydruroaluminate de lithium, une solution de 40 mL
de THF contenant 250 mg (300 pwmol) de 5,10,15,20-tétrakis(4-(azidométhyl)phényl)porphyrine 24
est ajoutée goutte a goutte. Une fois I'addition terminée on laisse le mélange réactionnel revenir a
température ambiante et I'agitation est maintenue durant 2 h. Le montage est refroidit a -80 °C et
8 mL d'eau distillée sont additionnés tres lentement afin de neutraliser I’exces de LiAIH,. Le produit
est extrait avec 100 mL de chloroforme et la phase organique est lavée trois fois avec une solution
saturée de NaHCO,. La phase organique est séchée sur MgSO, et évaporée et on obtient 155 mg

(212 pmol) du produit désiré sous la forme d'une poudre violette soit un rendement de 70 %.
MALDI-TOF : m/z = 731,492 [M+H]" (C,4H,;N;* masse exacte calculée : 731,3611)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10 L.mol'.cm™) : 418 (316), 514 (12), 549 (6), 588 (4), 648 (3)

max

RMN 'H (Acide Acétique D4, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) 4,75 (s, 8H, Ph-CH,-NH,) ; 8,16 (d,
J=78Hz,8H,H,) ;8,64 (d,J=78Hz,8H,H,) ; 894 (s, 8H, Hp)

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) -2,76 (s, 2H, NH,,, ) ; 4,24 (s, 8H, Ph-CH,-NH,) ;
7,70 (d,8H,J =80 Hz, H,) ;8,17 (d,8H,T =80 Hz, H,) ; 8,85 (s, 8H, Hy)
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5,10,15,20-Tétrakis((DO3AtBuAM)-N-méthylene)phényl)porphyrine 26

o
O-tBu O-tBu

C 1 60H242N24028
Masse exacte : 2947,83
Masse molaire : 2949,78

Dans un monocol de 50 mL sont placés 28 mg (38 pmol) de 5,10,15,20-tétrakis(4-
(aminométhyl)phényl)porphyrine 25, 10 mL d'un mélange Chloroforme : MeOH (9 : 1) et 250 mg
(306 umol) de DOTA(tris-tBu)(NHS), le milieu est agité durant 3 h a température ambiante. La
phase organique est lavée avec une solution d'acide citrique (pH = 5) puis avec une solution de
NaHCO; saturée. La phase organique est séchée sur MgSO, et évaporée. Le produit est purifié par
une colonne de silice avec pour éluant un mélange CHCI, : MeOH (100 : 5). On obtient 29 mg (9,8

pmol) du produit désiré sous la forme d'une poudre violette soit un rendement de 25 %.
MALDI-TOF : m/z =2970,329 [M+Na]" (C,,H,,,N,,0,sNa" masse exacte calculée : 2970,814)

HR-MS ESI : m/z = 1005,5921 [M+3Na]** (C,,H,.,,N,,0,xNa;** masse exacte calculée :
1005,5976)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 416 (260), 516 (10), 551 (5), 592 (3), 644 (2.5)
RMN 'H (DMSO D6, 500 MHz, 400 K) : & (ppm) 2,63 (s, 2H, NH,, ) ; 1,46 (s 108H, O-
C(CH,),) ; 2,70 (se, 64H, N-CH,-CH,-N) ; 328 (se, 24H, -N-CH,-COOtBu) ; 3,40 (se, 8H, -N-CH,-

CONH-) ;4,76 (d,J =5,7 Hz, 8H, Ph-CH,-NHCO- ) ; 7,75 (d,J =76 Hz,8H,H,,) ; 8,15 (d,J =76
Hz,8H, H,,) ; 8,65 (te,4H, -CONH-) ; 8,80 (s, 8H, Hp)
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Analyse élémentaire : C (52,88 %), H (6,85 %), N (8,66 %), (analyse calculée : C,,,H,,,N,,0,, 11
CH,CL, : C (52,73 %), H (7,26 %), N (8,24 %))

5,10,15,20-Tétrakis((DO3AAM)-N-méthylene)phényl)porphyrine 27

Cl 12Hl46N24028
Masse exacte : 2275,07
Mass molaire : 2276,50

Dans un monocol de 50 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 70 mg (23 umol) de
5,10,15,20-tétrakis((DO3AtBuAM)-N-méthylene)phényl)porphyrine 27 et 5 mL de DCM. Le
mélange est agité et on ajoute goutte a goutte 1 mL de TFA, le milieu est agité 24 h a l'abri de la
lumiere et a température ambiante. Le milieu est évaporé a sec et repris dans 50 mL de DCM et
évaporé a sec. Cette opération est répétée quatre fois afin d'éliminer tous les sous-produits volatils.
On obtient 52 mg (22,8 umol) du produit désiré sous la forme d'une poudre bleu-verte soit un

rendement de 99 %.

RMN 'H (DMSO D6, 500 MHz, 400 K) : & (ppm) 3,17 (m, 64H, N-CH,-CH,-N) ; 3,72 (s, 16H,
N-CH,-COOH) ; 3,76 (s, 8H, -N-CH,-COOH) ; 3,88 (s, 8H, -N-CH,-CONH-) ; 4,75 (de, 8H, Ph-
CH,-NHCO- ) ;7,77 (d,J =76 Hz,8H, H,,) ; 8,18 (d,J = 7,6 Hz, 8H, H,,) ; 8,71 (te, 4H, -CONH-)
- 8.82 (s, 8H, Hp)

UV-vis (H,0) : A, (nm) (¢ x 10 L.mol™.cm™) : 430 (95), 519 (17), 557 (15), 591 (10), 650 (9)

max
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5,15-Bis(4-(acétamido)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 28

0y A

() KL 2

Iz

Cs,HyisNgO,
Masse exacte : 812,38
Masse molaire : 813,00

Dans un tricol de 4 L équipé d'un septum, d'un bulleur d'azote et d'un réfrigérant droit sont
introduits 5,00 g (18,9 mmol) de mésityldipyrrométhane 18, 3,08 g (18,9 mmol) de 4-
acétamidobenzaldéhyde et 2 L. de CHCl;. Le mélange est agit¢ 20 min a l'abri de la lumiere, a
température ambiante et sous bullage d'azote. On ajoute goutte a goutte 1,5 mL (5,7 mmol) de
trifluorure de bore étherate et la solution est agitée durant 1 h. 4,65 g (18,9 mmol) de para-chloranil
sont ajoutés au milieu réactionnel qui est agité 2 h. Le solvant est évaporé et le produit est purifié
par une colonne de silice avec pour éluant un mélange DCM : MeOH (100 : 3). Apres
recristallisation dans un mélange DCM : heptane on obtient 980 mg (1,2 mmol) du produit désiré

sous la forme d'une poudre violette soit un rendement de 13 %.
p

MALDI-TOF : m/z = 813,388 [M+H]* (C,,H,,N,O,"masse exacte calculée : 813.3912)

UV-vis (DCM) : A
4.7

(nm) (¢ x 10° L.mol.cm™) : 420 (440), 516 (18), 551 (8), 591 (5.5), 649

max

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) -2,64 (s, 2H, NH,,. ) ; 1,82 (s, 12H, Mes-CH ) ;
2,36 (s, 6H, NH-CO-CH;) ; 2,61 (s, 6H, Mes-CH,,.,) ; 7,26 (s, 4H, H,,,,) ; 7,48 (s, 2H, -CONH- )
788 (d,J=83Hz,4H,H,);8,17(d,J=83Hz,4H,H,) ;8,66 (d,J =48 Hz,4H,Hp) ; 8,78 (d,J
=48 Hz,4H, Hp)
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5,15-Bis(4-(amino)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 29

RagiGe

(o=

NH,

CsoH N
Masse exacte : 728,36
Masse molaire : 728,92

Dans un monocol de 250 mL équipé d'un réfrigérant droit sont introduits 980 mg (1,20 mmol) de
5,15-bis(4-(acétamido)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 28 et 100 mL d'éthanol. On ajoute 1,02 g
(5,3 mmol) d'APTS et la solution est chauffée a reflux durant 24h. Le mélange réactionnel est
refroidit puis versé dans un erlen meyer contenant 100 mL de chloroforme et 100 mL d'une solution
saturée de NaHCO; le mélange est fortement agité. La phase organique est ensuite lavée avec trois
fois 100 mL d'eau distillée, séchée sur MgSO, et évaporée. Le produit est purifié par une colonne de
silice avec pour éluant un mélange DCM : MeOH (100 : 3). Apres recristallisation dans un mélange
DCM : heptane on obtient 730 mg (1,00 mmol) du produit désiré sous la forme d'une poudre

violette soit un rendement de 83 %.
MALDI-TOF : m/z = 729,161 [M+H]" (C5,H,sN," masse exacte calculée : 729,3706)
HR-MS ESI : m/z = 751,35352 [M+Na]* (C;,H,,N,Na" masse exacte calculée : 751,35197)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 422 (311), 518 (14), 555 (10), 594 (5), 652 (5)

max

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) -2,60 (s, 2H, NH,,. ) ; 1,82 (s, 12H, Mes-CH;,,) ;
2,61 (s, 6H, Mes-CH;,,,) ; 4,01 (s, 4H, Ph-NH,) ; 7,05 (d,J =84 Hz,4H, H,) ; 7,26 (s, 4H, H,,,,) ;
8,00(d,J=84Hz,4H,H,,) ;8,64 (d,J=48Hz,4H,Hp) ;8,85 (d,J =48 Hz,4H, Hp)

Analyse élémentaire : C (67,36 %), H (7,19 %), N (9,65 %) (analyse calculée pour Cs,H,,Nq,
CHCl, : C (67,63 %), H (6,83 %), N (9,98 %))
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5-(4-(Amino)phényl)-15-(4-(chlorométhene)amidophényl)-10,20-dimésitylporphyrine 30
Cl

ROWLuS

(o=

NH,

C,,H,sCIN,O
Masse exacte : 804,334
Masse molaire : 805,406

Dans un monocol de 250 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 175 mg (240 pumol) de 5,15-
bis(4-(amino)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 29, 50 mL de DCM et 40 pL (241 pmol) de
DIPEA. Le milieu est agit¢ a température ambiante et 18 pL (230 umol) de chlorure de
chloroacétyle sont additionnés goutte a goutte. L'agitation est maintenue durant 2 h. Le milieu est
évaporé et le produit est purifié par une colonne de silice avec pour éluant un mélange CHCI, :
heptane : EtOAc (50 : 30 : 20). Trois produits statistiques sont isolés : les produits de mono- et de
di-addition sur les fonctions amines primaires ainsi que le produit de départ. On obtient 64 mg (79

pmol) du produit désiré sous la forme d'une poudre violette, soit un rendement de 33 %.
MALDI-TOF : m/z = 805,678 [M+H]" (C,,H,CIN,O" masse exacte calculée : 805,3416)

HR-MS ESI : m/z = 805,3448 [M+H]" (C,,H,,CIN,O" masse exacte calculée : 805,3416)

UV-vis (DCM) : A,,, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 420 (345), 517 (16), 553 (10), 592 (6), 650 (5)
RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) -2,61 (s, 2H, NH,,. ) ; 1,82 (s, 12H, Mes-CH;,,) ;
2,61 (s, 6H, Mes-CH;,,..) ; 4,00 (s, 2H, Ph-NH,) ; 4,34 (s, 2H, -CONH-CH,-Cl) ; 7,04 (d,J = 84
Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 7,26 (s, 4H, H,,,) ; 792 (d, J = 8,4 Hz, 2H, -Ph-CONH-CH,-Cl) ; 7,97 (d,
J =84 Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 8,20 (d, J = 8,4 Hz, 2H, -Ph-CONH-CH,-CI) ; 8,56 (s, 1H, -Ph-CONH-

NH,-Cl) ; 8,66 (m,4H, Hp) ; 8,76 (d,J =4,7Hz,2H,Hp) ; 8,86 (d,J =4,7Hz,2H, Hp)

Analyse élémentaire : C (76,76 %), H (6,72 %), N (9,31 %), (analyse calculée pour Cs,H,;CIN,O,
0,2 CH,C1,,0,8 C;H; : C (76,92 %), H (6,50 %), N (9,31 %))
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5-15-Bis(4-(chlorométhene)amidophényl)-10,20-dimésitylporphyrine 31
Cl

Cs,H,CLNGO,
Masse exacte : 880,306
Masse molaire: 881,888

Ce composé est un sous-produit de la réaction précédente. On obtient 67 mg (76 pwmol) du produit

désiré sous la forme d'une poudre violette, soit un rendement de 32 %.
MALDI-TOF : m/z = 880,261 [M]" (Cs,H,,CL,N,O," masse exacte calculée : 880,3059)
HR-MS ESI : m/z = 903,2991 [M+Na]* (C5,H,,Cl,NaN,O," masse exacte calculée : 903,2952)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10 L.mol'.cm™) : 419 (350), 515 (14), 551 (6), 592 (4), 647 (3)

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) -2,64 (s, 2H, NH,,. ) ; 1,82 (s, 12H, Mes-CH;4,,) ;
2,61 (s, 6H, Mes-CH;,,.,) ; 4,35 (s, 4H, -CONH-CH,-Cl) ; 7,27 (s, 4H, H,,,) ; 7,94 (d, ] = 8,5 Hz,
4H, -Ph-CONH-CH,-C]) ; 8,20 (d, J = 8,5 Hz, 4H, -Ph-CONH-CH,-Cl) ; 8,57 (s, 2H, -Ph-CONH-
NH,-Cl) ;8,68 (d,J=4,7Hz,4H,Hp) ;8,78 (d,J =4,7Hz,4H, Hp)
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5-15-Bis(4-(bromométhene)amidophényl)-10,20-dimésitylporphyrine 32

Bl‘/lko

Cs,HyBro,N,O,
Masse exacte : 968,205
Masse molaire : 970,790

Dans un monocol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 560 mg (767 pumol) de 5,15-
bis(4-(amino)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 29, 70 mL de DCM et 125 pL (756 umol) de
DIPEA. Le milieu est agit¢é a température ambiante et 67 pL (766 umol) de bromure de
bromoacétyle sont additionnés goutte a goutte. L'agitation est maintenue durant 1 h a 0°C. Le milieu
est évaporé et le produit est purifi€é par une colonne de silice avec pour éluant un mélange CHCI, :
heptane : EtOAc (50 : 30 : 20). On obtient 241 mg (248 umol) du produit désiré sous la forme d'une

poudre violette, soit un rendement de 65 %.

MALDI-TOF : m/z = 969 412 [M+H]* (C5,H,,Br,N,O," masse exacte calculée : 969,213)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 419 (355), 517 (14), 555 (10), 593 (5), 650 (4)
RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) -2,64 (s, 2H, NH,,. ) ; 1,82 (s, 12H, Mes-CH;,,) ;
2,61 (s, 6H, Mes-CH, ) ; 4,34 (s, 4H, -CONH-CH,-Cl) ; 7,26 (s, 4H, H,,,) ; 791 (d, ] = 8,7 Hz,

4H, -Ph-CONH-CH,-C]) ; 8,20 (d, J = 8,7 Hz, 4H, -Ph-CONH-CH,-Cl) ; 8,56 (s, 2H, -Ph-CONH-
NH,-Cl) ; 8,66 (d,J =4,7Hz,4H,Hp) ;8,77 (d,J=4,7Hz,4H, Hp)
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5-(4-(Amino)phényl)-15-(N-(DO3AtBuAM)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 33

O- tBu

T(\N/B O-tBu
O &N\)L

tBu-O

C78H94NIOO7
Masse exacte : 1282,731
Masse molaire : 1283,644

Dans un monocol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit sont ajoutés 144 mg (180 pumol) de 5-(4-
(amino)phényl)-15-(4-(chlorométhene)amidophényl)-10,20-dimésitylporphyrine 30, 92 mg
(180 pmol) de DO3AtBu, 80 mg (580 pumol) de K,CO; et 20 mL de DMF. Le mélange est agité a
température ambiante durant 2 h. Le milieu est filtré sur papier et évaporé, le produit est purifié par
une colonne de silice avec pour éluant un mélange DCM : EtOAc : MeOH (80 : 10 : 10). On obtient
208 mg (162 pmol) du produit désiré sous la forme d'une poudre violette, soit un rendement de
90%.

MALDI-TOF : m/z = 1305,615 [M+Na]* (C,4H,,N,,0,Na* masse exacte calculée : 1305,7205)
HR-MS ESI : m/z = 1305,7181 [M+Na]" (C,;H,,N,,0,Na" masse exacte calculée : 1305,7199)
UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 421 (290), 518 (13), 555 (7), 593 (4), 651 (3.5)

RMN 'H (DMSO D6, 500 MHz, 400 K) : & (ppm) -2,40 (s, 2H, NH o) 5 141 (s, 9H, O-C(CH),)
; 14T (s, 18H, O-C(CH,),) ; 1,82 (s, 12H, Mes-CH;,y,) 5 2,61 (s, 6H, Mes-CH;,,.) ; 2.4-2.8 (se,
16H, N-CH,-CH,-N-) ; 3,27 (s, 2H, N-CH,-COOtBu) ; 3,31 (s, 4H, N-CH,-COOtBu) ; 3,42 (s, 2H,
N-CH,-CONH) ; 5,14 (s, 2H, Ph-NH,) ; 7,04 (d,J = 8,3Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 7,33 (s,4H, H,,,,) ; 7,85
(d,J =8,3Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 8,04 (d, J = 8,5Hz, 2H, -Ph-NHCO-) ; 8,15 (d, J = 8,5Hz, 2H, -Ph-
NHCO-) ;8,59 (d,J =4,8Hz,4H, Hp) ; 8,77 (d,J =4,8Hz,2H, Hp) ; 8,88 (d,J = 4,8Hz, 2H, Hp) ;
10,24 (s, 1H, -Ph-NHCO-)

Analyse élémentaire : C (67,36 %), H (7,19 %), N (9,65 %), (analyse calculée : C,;H,,N,,0,, 1,5
CH,CL, : C (67,67 %),H (6,93 %), N (9,93 %))
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5-(4-(Amino)phényl)-15-(N-(DO3AAM)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 34

C66H70NIOO7
Masse exacte : 1114,54
Masse molaire : 1115,32

Dans un monocol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 100 mg (78 wmol) de 5-(4-
(amino)phényl)-15-(N-(DO3AtBuAM)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 33 et 10 mL de DCM. Le
mélange est agité et on ajoute goutte a goutte 2 mL. de TFA, le milieu est agité 24 h a l'abri de la
lumiere et a température ambiante. Le milieu est évaporé a sec et repris dans 50 mL de DCM et de
nouveau évaporé. Cette opération est répétée quatre fois afin d'éliminer tous les sous-produits
volatils. On obtient 86 mg (77 umol) du produit désiré sous la forme d'une poudre bleu-verte soit un

rendement de 99 %.

MALDI-TOF : m/z = 1115,501 [M+H]" ( C,H,,N,,0," masse exacte calculée : 1115,5507)
m/z = 1137,486 [M+Na]" ( C¢,H,N,,0,Na” masse exacte calculée : 1137,5327)

HR-MS ESI : m/z = 577,25182 [M+K+H]** (C,H,,N,,0,K** masse exacte calculée : 577,2567)
m/z = 588,2427 [M+K+Na]** (C,H,,N,,0,KNa** masse exacte calculée : 588,2476)

m/z = 599,2335 [M+K+2Na-H]** (C,H,N,,0,KNa,** masse exacte calculée : 599,2386)

m/z = 610,2244 [M+K+3Na-2H]** (C,HN,,0,KNa,** masse exacte calculée : 610,2296)

m/z = 621,2151 [M+K+4Na-3H]** (C,H,,N,,0,KNa,** masse exacte calculée : 621,2206)

UV-vis (H,0) : A,,,, (nm) (¢ x 10” L.mol™".cm™) : 482 (60), 523 (6), 560 (4), 592 (2,5), 653 (2,2)

RMN 'H (DMSO D6, 600 MHz, 400 K) : & (ppm) 1,82 (s 12H, Mes-CH,,.,.) ; 2.61 (s, 6H, Mes-
CH,,.) ; 3,11-3,30 (se, 16H, N-CH,-CH,-N-) ; 3,74 (s, 2H, N-CH,-COOH) ; 3,77 (s, 4H, N-CH,-
COOH) ; 3.94 (s, 2H, N-CH,-CONH) ; 7.07 (d,J = 8,3 Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 7,34 (s, 4H, H,,,) ; 7,87
(d,J = 83 Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 8,03 (d,J = 8,4 Hz, 2H, -Ph-NHCO-) ; 8,15 (d, J = 8,4 Hz, 2H, -Ph-
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NHCO-) ; 8,60 (d,J = 4,7Hz, 2H, Hp) ; 8,61 (d,J = 4,7 Hz, 2H, Hy) ; 8,77 (d,J = 4,7Hz, 2H, H;) ;
8,88 (d,J =4,7 Hz,2H, Hy) ; 10,28 (s, 1H, -Ph-NHCO-)

5,15-Bis(DO3AtBuAMphényl)-10,20-dimésitylporphyrine 35

O.__O-tBu o)

Tg\ N//gqo-tBu
Lok

0. _O-tBu H tBu-O

T
tBu-Z»S// N\)

tBu-O (0]

C106Hl44Nl4Ol4
Masse exacte : 1837,099
Masse molaire 1838,363

Méthode A :

Dans un monocol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit sont ajoutés 100 mg (113 umol) de 5-15-
bis(4-(chlorométhene)amidophényl)-10,20-dimésitylporphyrine 31, 117 mg (226 umol) de
DO3AtBu, 156 mg (1130 pmol) de K,CO; et 10 mL de DMF. Le mélange est agité a 70°C durant
12h. Le milieu est filtré sur papier et évaporé. Le produit est purifié par une colonne de silice avec
pour éluant un mélange DCM : MeOH (90 : 10). On obtient 55 mg (30 umol) du produit désiré sous
la forme d'une poudre violette, soit un rendement de 26 %.

Méthode B :

Dans un monocol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit sont ajoutés, 20 mg (20,6 umol) de 5-15-
bis(4-(bromométhéne)amidophényl)-10,20-dimésitylporphyrine 32, 23 mg (44,7 umol) de
DO3AtBu, 13 mg (95 pumol) de K,CO; et 3 mL de DMF. Le mélange est agité a température
ambiante durant 1 h. Le milieu est filtré sur papier et évaporé. Le produit est purifié par une colonne
de silice avec pour éluant un mélange DCM : MeOH (90 : 10). On obtient 35,8 mg (19,4 umol) du

produit désiré sous la forme d'une poudre violette, soit un rendement de 94 %.
MALDI-TOF : m/z = 1859,958 [M+Na]" (C,,H,,,N,,0,,Na" masse exacte calculée : 1860,0884)

HR-MS ESI : m/z = 941,5350 [M+2Na]** (C,,H,..N,,0,,Na,** masse exacte calculée : 941,5385)
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UV-vis (DCM) : A,,,, (nm) (¢ x 10” L.mol™.cm™) : 420 (318), 516 (12,5), 552 (6), 594 (3.8), 646
3)

RMN 'H (DMSO D6, 500 MHz, 400 K): & (ppm) -2.44 (s, 2H, NH,, ) ; 145 (s, 18H,
O-C(CH,),) ; 1,47 (s, 32H, O-C(CH,),) ; 1,82 (s 12H, Mes-CH,,.,,) ; 2,61 (s, 6H, Mes-CH,,..)
2,63-2.91 (se, 32H, N-CH,-CH,-N-) ; 323 (s, 4H, N-CH,-COOtBu) ; 3,29 (s, 8H, N-CH,-COOtBu)
: 3,50 (s, 2H, N-CH,-CONH) ; 7,34 (s, 4H, H,,,,) ; 8,04 (d,J = 8,7 Hz, 2H, -Ph-NHCO-) ; 8,09 (d,
J =87 Hz, 2H, -Ph-NHCO-) ; 8,61 (d,J = 4,7 Hz, 4H, H;) ; 8,77 (d,J = 4,8 Hz, 4H, Hy) ; 10,35 (s,

2H, -Ph-NHCO-)

5,15-Bis(DO3A AMphényl)-10,20-dimésitylporphyrine 36

T(\Nx OH

REaN!
vy

C82H96N14Ol4
Masse exacte : 1500,723
Masse molaire : 1501,725

Dans un monocol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 100 mg (54 pumol) de 5,15-
bis(DO3AtBuAMphényl)-10,20-dimésitylporphyrine 35 et 10 mL de DCM. Le mélange est agité et

N

on ajoute goutte a goutte 2 mL de TFA, le milieu est agité 24 h a l'abri de la lumicre et a
température ambiante. Le milieu est évaporé a sec et repris dans 50 mL de DCM et de nouveau
évaporé. Cette opération est répétée quatre fois afin d'éliminer tous les sous-produits volatils. On
obtient 81 mg (54 umol) du produit désiré sous la forme d'une poudre bleu-verte soit un rendement

de 99 %.

MALDI-TOF : m/z = 1501,624 [M+H]" (Cy,Hy,N,,0,," masse exacte calculée : 1501,7581)
m/z = 1523,607 [M+Na]" (Cg,HoN,,0,,Na" masse exacte calculée : 1523,7128)
HR-MS ESI : m/z = 773,3507 [M+2Na]** (Cy,HoN,,0,,Na,* masse exacte calculée : 773,3510)

UV-vis (EtOH) : A, (nm) (¢ x 10 L.amol’.em™) : 416 (120), 515 (6), 550 (3), 592 (1,7), 650
(1.3)
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Partie expérimentale

UV-vis (H,0) : A,,,, (nm) (¢ x 10”° L.mol™.cm™) : 416 (120), 517 (6), 555 (4), 588 (3), 640 (2)

RMN 'H (DMSO D6, 600 MHz, 400 K) : & (ppm) 1,82 (s 12H, Mes-CH,_..) ; 2,61 (s, 6H, Mes-
CH,,.) : 3.1-33 (se, 32H, N-CH,-CH,-N-) ; 3,76 (s, 4H, N-CH,-COOH) ; 3,79 (s, 8H, N-CH,-
COOH) ; 397 (s, 4H, N-CH,-CONH) ; 734 (s, 4H, H,,,,) ; 8,05 (d, J = 8,3Hz, 4H, Ph-NHCO-) ;
8,15 (d, J = 8,3Hz, 4H, -Ph-NHCO-) ; 8,63 (d, J = 4,7Hz, 4H, H;) ; 8,80 (d, J = 4,7Hz, 4H, Hy) :
10,35 (s, 2H, -Ph-NHCO-)

8,12-Diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-(benzylacétamide-N-DOTA-(tris-
carboxylate)gadolinium (III))porphyrine 37

[ Gd:--5-0
NN
! 1
o H
(@]

Cs;HgGAN,O;
Exact Mass: 109642
Molecular Weight: 1096,38

Dans un ballon monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant droit sont placés 16,0 mg (0,0168
mmol) de 8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-(benzylacétamide-N-DOTA-(tris-
COOH))porphyrine 17 dans 3 mL d’eau distillée. Le pH est ajusté a 8 avec deux solutions de soude
(1 Met0,1 M). 7,9 mg (0,0182 mmol) de nitrate de gadolinium sont dissout dans 1 mL d’eau et
ajoutés au milieu réactionnel et le pH est de nouveau ajusté a 6,7 avec une solution de soude 0,1M.
Le mélange est agité 12 h a 50°C a I’abri de la lumiere. Le produit précipite sous forme d’une
poudre brune et est filtré sur fritté apres retour a température ambiante. Le produit est lavé a I’eau
distillée et est séché sous vide. On obtient 14,0 mg (0,0127 mmol) du produit désiré sous la forme
d’une poudre brune, soit un rendement de 45 %.

HR-MALDI-TOF : m/z = 1097,4158 [M+H]" (Cs;H(sGdN,O, masse exacte calculée : 1097 ,4255)

HR-ESI : m/z = 1119,4015 [M+Na]" a (C5;H,,GdN,0O,Na masse exacte calculée : 1119,4074)
UV-vis (H,0) : A, (nm) (e x 10° L.mol".cm™) : 380 (42), 509 (6), 540 (4), 576 (4), 630 (2)
Analyse élémentaire : C (4947 %), H (5,96 %), N (9,29 %), (analyse calculée : Cs;Hg,N,O,Gd,

4H,0, 3NaOH, 0,2tBuOH : C (49.58 %), H (5.72 %), N (9.67 %))

10,15-Bis((DO3AAM)N-méthylene gadolinium (I1T))phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 38
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Partie expérimentale

C84H94Gd2N14OI4
Masse exacte : 1838,556
Masse Molaire : 1838,231

Dans un monocol de 50 mL, équipé d'un réfrigérant droit sont placés 26 mg (17 umol) de 10,15-
bis((DO3AAM)N-méthylene)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 22 solubilisés dans un mélange
0,8 mL de DMSO et 8 mL d'eau ultrapure, le pH de la solution est ajusté a 8 avec une solution de
soude 1M. Le milieu est agité et on ajoute 16,3 mg (37,6 wmol) de nitrate de gadolinium (III)
pentahydraté, le pH de la solution est ajusté a 7 avec une solution de soude 0,IM. La solution est
agitée durant 12 h a 50°C. Le produit désiré précipite durant la réaction et est filtré sur fritté et lavé
a l'eau ultrapure. On obtient 17 mg (9,2 umol) du composé désiré sous la forme d'une poudre
violette soit un rendement de 54 %.

HR-MS ESI : m/z = 9422645 [M+2Na]** (CgH,,Gd,N,,0,,Na,”* masse exacte calculée :
942 .2684)

UV-vis (H,0) : A, (nm) (¢ x 107 L.mol™.cm™) : 433 (90), 518 (14), 552 (9), 591 (6,5), 649 (5)

5,10,15,20-Tétrakis((DO3AAM)-N-méthylene gadolinium (III))phényl)porphyrine 39
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Partie expérimentale

Cl 12H134Gd4N24028
masse exacte : 2894 ,68
Masse molaire : 2893 .41

Dans un monocol de 50 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 25 mg (11 umol) de
5,10,15,20-tétrakis((DO3AAM)N-méthylene)phényl)porphyrine 27 solubilisés dans 10 mL d’un
mélange d'eau ultrapure et de DMSO (10 : 1). Le pH de la solution est ajusté a 8 avec une solution
de soude 1M. Le milieu est agité et on ajoute 22,4 mg (51 umol) de nitrate de gadolinium (III)
pentahydraté, le pH de la solution est ajusté a 7 avec une solution de soude 0,IM. La solution est
agitée durant 12 h a 50°C. Le produit désiré précipite durant la réaction, est filtré sur fritté et lavé a
l'eau ultrapure. On obtient 20 mg (7,0 umol) du composé désiré sous la forme d'une poudre violette

soit un rendement de 62 %.

HR-MS ESI : m/z = 980,5594 [M+2Na+H[]** (C,,,H,5sGd,N,,0,,Na,”* masse exacte calculée :
980,5557)

UV-vis (H,0) : A, (nm) (¢ x 10” L.mol™".cm™) : 431 (84), 520 (16), 557 (13), 592 (10), 650 (10)

max

5-(4-(Amino)phényl)-15-(N-(DO3AAM gadolinium (III))phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 40
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Partie expérimentale

HoN

CesHe7GdN 0O,
Masse exacte : 1269444
Masse molaire : 1269,551

Dans un monocol de 50 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 26 mg (23,3 umol) de 5-(4-
(amino)phényl)-15-(N-(DO3AAM)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 36 solubilisés dans un
mélange 0,5 mL de DMSO et 5 mL d'eau ultrapure, le pH de la solution est ajusté a 8 avec une
solution de soude 1M. Le milieu est agité et on ajoute 11,1 mg (25,6 umol) de nitrate de
gadolinium (III) pentahydraté, le pH de la solution est ajusté a 7 avec une solution de soude 0,1M.
La solution est agitée durant 12 h a 50°C. Le produit désiré précipite durant la réaction. Le milieu
réactionnel est centrifugé et le surnageant est éliminé. Les résidus sont repris dans 10 mL d'eau
ultrapure et centrifugé a nouveau. Cette opération est répétée trois fois afin de se débarrasser des
sels. Le complexe est purifié par HPLC semi-préparative grace a une colonne C18 et un gradient
d’éluant qui commence par un mélange H,O:MeOH (10:90) et se termine par du MeOH pur. On
obtient 20 mg (15,7 pmol) du composé désiré sous la forme d'une poudre violette soit un rendement
de 70%.

MALDI-TOF : m/z = 1270,403 [M+H]" (C¢HgGdN,, O, masse exacte calculée : 1270,4513)

HR-MS ESI : m/z = 657,7128 [M+2Na]** (C¢H,,GdN,,0,Na,** masse exacte calculée : 657,7118)
1268.,4374 [M-H] (C(H(GdN,,0, masse exacte calculée : 1258,4367)

UV-vis (H,0) : A
(2,8)

(nm) (¢ x 10” L.mol'.cm™) : 427 (75), 521 (8.5), 559 (54), 595 (3.,4), 652

max

HPLC : tr = 5,925 min (428 nm, 100 %) colonne C18, gradient d’éluant débutant par un mélange
H,O : MeOH (10 : 90) et se terminant par du MeOH pur.

5,15-Bis(DO3AAM gadolinium (III)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 41
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Partie expérimentale

SNGd
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0~ 0 ! 0
H
\ \\\7\ ‘O
(@]
C82H90Gd2N14Ol4

Masse exacte : 1810,524
Masse molaire : 1810,177

Dans un monocol de 50 mL équipé d'un réfrigérant droit sont placés 60 mg (40 umol) de 5,15-
bis(DO3AAMphényl)-10,20-dimésitylporphyrine 36 solubilisés dans un mélange 1 mL de DMSO
et 10 mL d'eau ultrapure, le pH de la solution est ajusté a 8 avec une solution de soude 1M. Le
milieu est agité et on ajoute 38 mg (88 umol) de nitrate de gadolinium (III) pentahydraté, le pH de
la solution est ajusté a 7 avec une solution de soude 0,1M. La solution est agitée durant 12 h a 50°C.
Le produit désiré précipite durant la réaction. Le milieu réactionnel est centrifugé et le surnageant
est éliminé. Les résidus sont repris dans 10 mL d'eau ultrapure et centrifugé a nouveau. Cette
opération est répétée trois fois afin de se débarrasser des sels. On obtient 17 mg (9,2 umol) du

composé désiré sous la forme d'une poudre violette soit un rendement de 54 %.

HR-MS ESI : m/z = 9282545 [M+2Na]** (Cy,H,,Gd,N,,0,,Na,”* masse exacte calculée :
928.2513)

UV-vis (H,0) : A, (nm) (¢ x 10” L.mol™.em™) : 430 (153), 519 (16), 555 (8), 592 (5,6), 648 (4)

HPLC : tr = 7,085 min (430 nm 83 %) colonne C18, gradient d’éluant débutant par un mélange
H,0O : MeOH (10 : 90) et se terminant par du MeOH pur.

8,12-Diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-(benzylacétamide-N-DOTA-(tris-carboxylate)  de
gadolinium)porphyrine de cuivre (II) 42
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Partie expérimentale

Masse exacte : 1157,33
Masse molaire : 115791

Dans un ballon monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant droit sont placés 4.5 mg
(4,1 wmol) de 8,12-diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-(benzylacétamide-N-DOTA-(tris-
carboxylate)gadolinium (III))porphyrine 37 dans 2 mL. de DMSO. On ajoute 1,0 mg (4,1 wmol) de
nitrate de cuivre trihydraté, le mélange est chauffé a 50°C durant 2 h a I’abri de la lumiere. Le
solvant est évaporé et le solide obtenu est lavé dans 5 mL. de MeOH puis le solide est filtré et séché
sous vide. On obtient 4,5 mg (3,9 umol) du produit désiré sous la forme d’une poudre rouge soit un
rendement de 95 %.

HR-ESI : m/z = 1158,3312 [M+H]" (C,;H;CuGdN,O, masse exacte calculée : 1158,3385)

UV-vis (H,0) : A, (nm) (¢ x 107 L.mol™.cm™) : 390 (25), 536 (2,5), 569 (3,0)

5-(4-(Amino)phényl)-15-(N-(DO3AAM gadolinium (III))phényl)-10,20-dimésitylporphyrine de
cuivre (II) 43
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Partie expérimentale

Masse exacte : 1330,357
Masse molaire : 1331,081

Dans un monocol de 25 mL sont placés 198 puL. d’une solution aqueuse de nitrate de cuivre a 0,0396
mol.L"! (7,8 umol), la solution est congelée et I'eau est retirée par lyophilisation. Le ballon est
équipé d'un réfrigérant droit et on ajoute dans le montage 10 mg (7,8 pmol) de 5-(4-
(amino)phényl)-15-(N-(DO3AAMgadolinium (III))phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 40, ainsi que
5 mL de MeOH. Le milieu est agité a 50°C durant 30 min, I'avancement de la réaction est suivi par
spectroscopie UV-visible. Le solvant est évaporé et les résidus sont repris dans 20 mL d'eau
ultrapure, la suspension est ensuite centrifugée, le surnageant est éliminé et I'opération est répétée
trois fois afin de se débarrasser des sels. Le solide est repris dans 10 mL d'eau ultrapure et congelé
avant d'étre lyophilisé. On obtient 4 mg (3,0 umol) du composé désiré sous la forme d'une poudre
rouge soit un rendement de 40 %.

MALDI-TOF : m/z = 1331,334 [M+H]" (C,HgCuGdN,,O," masse exacte calculée : 1331,365)

HR-MS ESI : m/z = 1331,3713 [M+H]" (C4,HCuGdN,,O," masse exacte calculée : 1331,3653)
1353,3521 [M+Na]" (C¢HgCuGdN,,NaO," masse exacte calculée : 1353,3473)

UV-vis (H,0) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 420 (83), 543 (11), 580 (3)

HPLC : tr = 7,370 min (380 nm 80 %)

5,15-Bis(DO3AAM gadolinium (III)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine de cuivre (II) 44
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Partie expérimentale

Cs,HgCuGd,N,0 4
Masse exacte : 1871,438
Masse Molaire : 1871,708

Dans un monocol de 25 mL sont placés 270 puL. d’une solution aqueuse de nitrate de cuivre a 0,0396
mol.L"! (11 pumol), la solution est congelée et I'eau est retirée par lyophilisation. Le ballon est équipé
d'un réfrigérant droit et on ajoute dans le montage 20 mg (11 umol) de 5,15-bis(DO3AAM
gadolinium (III)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 41, ainsi que 5 mL de MeOH. Le milieu est
agité a 50°C durant 2 h, I'avancement de la réaction est suivi par spectroscopie UV-visible. Le
solvant est évaporé et les résidus sont repris dans 15 mL d'eau ultrapure, la suspension est ensuite
centrifugée, le surnageant est éliminé et 'opération est répétée trois fois afin de se débarrasser des
sels. Le solide est repris dans 10 mL d'eau ultrapure et congelé avant d'étre lyophilisé. On obtient

9 mg ( 4,8 umol) du composé désiré sous la forme d'une poudre pourpre soit un rendement de 45 %.

HR-MS ESI : m/z = 958,71028 [M+2Na]** (C,,HCuGd,N,,Na,0,,>* masse exacte calculée :
958.,70920)

UV-vis (H,0) : A, (nm) (¢ x 107 L.mol™.cm™) : 428 (140), 541 (19), 579 (5.6)

HPLC : tr = 6,563 min (428 nm 80 %) colonne C18, gradient d’éluant débutant par un mélange
H,0:MeOH (10:90) et se terminant par du MeOH pur.
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Partie expérimentale

5-(4-(Nitro)phényl)-10,15 20-triphénylporphyrine 45

C,,Hy,N;O,
Masse exacte : 659,23
Masse molaire : 659,73

Dans un monocol de 250 mL équipé d’un réfrigérant droit sont placés 3,00 g (4,89 mmol) de
tétraphénylporphyrine et 150 mL d’acide trifluoroacétique. On ajoute dans le milieu réactionnel
600 mg (8,7 mmol) de nitrate de sodium et le milieu est agité durant trois minutes a température
ambiante. Le brut réactionnel est versé dans un erlen meyer contenant 200 mL d’eau distillée et
100 mL de CHCI,. La phase organique est lavée par une solution saturée de NaHCO;, séchée sur
MgSO, et évaporée. Le produit est purifié par une colonne chromatographique de silice fine avec
pour éluant un mélange DCM : heptane (60 : 40), les fractions contiennent dans 1’ordre d’élution la
tétraphénylporphyrine de départ, le produit désiré et le produit de bis-addition de la fonction nitro.
On obtient 1,90 g (2,88 mmol) du produit désiré sous la forme d’une poudre violette, soit un
rendement de 59 %.

MALDI-TOF : m/z = 659,956 [M+H]" (C,,H,,0,N;" masse exacte calculée : 660,239)
HR-MS ESI : m/z = 660,2397 [M+H]" (C,,H;,0,N," masse exacte calculée : 660,2394)

UV-vis (DCM) : A,,,. (nm) (¢ x 10” L.mol™.cm™) : 418 (380), 515 (19), 551 (8.8), 590 (5.8), 647
4.1

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) -2,73 (s, 2H,NH,,,.,) ; 7,76 (m,9H, H,,) ; 8,21 (m,

6H,H,) : 8,41 (d,J = 8,6 Hz, 2H, -Ph-NO,) ; 8,62 (d, J = 8.6 Hz, 2H, -Ph-NO,) ; 8,72-8.94 (s, 8H,
Hp)
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Partie expérimentale

5-(4-(Amino)phényl)-10,15,20-triphénylporphyrine 46

C44H31N5
Masse exacte : 629,26
Masse molaire : 629,75

Dans un monocol de 100 mL équipé d’un réfrigérant droit sont placés 1,00 g (1,51 mmol) de la 5-
(4-(nitro)phényl)-10,15,20-triphénylporphyrine 45. On ajoute dans le ballon un mélange de 25 mL
de CHCI; et 8 mL d’HCI a 37 %. Le milieu est agité et 5,00 g (22,1 mmol) de SnCl,.2H,0O sont
ajoutés dans le milieu, I’agitation est maintenue durant une nuit a température ambiante. L acidité
est neutralisée par une solution d’ammoniaque. La phase organique est lavée a 1’eau distillée,
séchée sur MgSO, et évaporée. Le produit est purifié par une colonne de silice avec pour éluant du
CH,CL,. les fractions contiennent dans 1’ordre d’élution la nitro-porphyrine de départ et le produit
désiré. On obtient 587 mg (932 mmol) du composé désiré sous la forme d’une poudre violette, soit

un rendement de 62 %.

MALDI-TOF : m/z = 629,990 [M+H]* (C,,H;,N;* masse exacte calculée : 630,265)

HR-MS ESI : m/z = 630,2658 [M+H]" (C,,H;,N," masse exacte calculée : 630,2652)

UV-vis (DCM) : A
(3.8)

(nm) (¢ x 10 L.mol'.cm™) : 419 (330), 516 (15), 553 (7.4), 590 (4,4), 650

max

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) -2,73 (s, 2H, NH,,, ) ; 4,02 (s, 2H, -Ph-NH,) ; 7,05
(d,J =83 Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 7,76 (m, 9H, H,) : 7.99 (d, J = 8,3 Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 8.21 (m, 6H,
H,);8,83-8,94 (m, 8H, Hj)

Analyse élémentaire : C (82,66 %), H (4,49 %), N (10,83 %), (analyse calculée pour C,,H;Ns, 0,1
CH,Cl, : C (82,99 %), H (4,93 %), N (10,87 %))
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Partie expérimentale

5-(4-(Amino)phényl)-10,15,20-tri(4-(sulfonato)phényl)porphyrine 47

C44H28N509S33_
Masse exacte : 866,11
Masse molaire : 866,92

Dans un monocol de 50 mL équipé d’un réfrigérant droit sont placés 200 mg (317 pumol) de 5-(4-
(amino)phényl)-10,15,20-triphénylporphyrine 46 et 5 mL. d’H,SO, a 96 %. Le mélange réactionnel
est agité a 80°C durant une nuit. Le brut réactionnel est versé dans un bécher contenant 200 mL
d’eau distillée et le milieu est neutralisé par 1’ajout en petites quantités de 10 g de CaO. La solution
est filtrée sur fritté et lyophilisée. On obtient 95 mg de la porphyrine désirée, le rendement est
d’environ de 30 %, mais il est difficile a évaluer précisément du fait du manque de contréle du

contre ion sur les fonction sulphonates.

MALDI-TOF : m/z = 870,120 [M+4H]" (C,,H;,N,O,S," masse exacte calculée : 870,136)
m/z = 892,100 [M+3H+Na]" (C,,H;,N;NaO,S," masse exacte calculée : 892,118)

HR-MS ESI : m/z = 288,70151 [M]* (C,,H,4NsO,S,” masse exacte calculée : 288,70163)

UV-vis (H,0) : A,,,, (nm) (¢ x 10”° L.mol™.cm™) : 414 (240), 517 (10), 557 (6), 580 (5.5), 637 (4,1)
RMN 'H (DMSO D6, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) -2.86 (s, 2H, NH,, ) 1 5,28 (s, 2H, -Ph-NH,) ;
701 (d,J=8,2Hz,2H, -Ph-NH,) ; 7,87 (d,J =8,2 Hz, 2H, -Ph-NH,) ; 8,05 (d,J = 8,2 Hz, 6H, -Ph-

SO5) ;8,17 (d,J =82 Hz, 6H, -Ph-SO;) ; 8,83-8,94 (m, 8H, Hp)

Analyse élémentaire : C (41,90 %), H (2,36 %), N (5,10 %), S (8,66 %), (analyse calculée pour
C,H,xN.O,S,, 5 NaCl, 0,4 H,SO, : C (41,70 %), H (2,29 %), N (5,53 %), S (8,60 %))
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Partie expérimentale

5-(4-(Isothicyanato)phényl)-15-(N-(DO3AtBuAM)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 48

O~__O-tBu O
Tg\ N//S/<O-t8u

O>_<j N\)

NH tBu-O" ~O

C79H92NIOO7S
Masse exacte : 1324,69
Masse molaire : 1325,70

Dans un monocol de 50 mL équipé d’un réfrigérant droit sont placés 25 mg (19,5 umol) de 5-(4-
(amino)phényl)-15-(N-(DO3AtBuAM)phényl)-10,20-dimésitylporphyrine 33, 80 mg (800 umol) de
K,CO; et le montage est placé sous atmosphere inerte. On ajoute dans le montage 5 mL de CH,Cl,
dégazé par bullage d’azote et 15 pL (23 mg, 200 umol) de thiophosgene. Le mélange est agité
durant une heure a température ambiante et le solvant et I’exces de thiophosgene sont évaporés sous
rampe a vide. Les résidus sont repris dans du DCM et filtré sur fritté, le solvant est évaporé. On
obtient 25 mg (18,8 umol) du produit désiré sous la forme d’une poudre violette, soit un rendement
de 96 %.

MALDI-TOF : m/z = 1347,683 [M+Na]* (C,,Hy,N,,NaO,S* masse exacte calculée : 1347,677)

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : d (ppm) -2,65 (s, 2H, NH,, ) ; 147 (s, 9H, O-C(CH;),) ;
1,48 (s, 18H, O-C(CH;),) ; 1,82 (s, 12H, Mes-CH,,,) 5 2,61 (s, 6H, Mes-CH;,,.,) ; 2,88-3,21 (m,
12H, N-CH,-CH,-N-) ; 3,46 (s, 4H, N-CH,-COOtBu) ; 3,63 (m, 4H, N-CH,-CH,-N-) ; 3,83 (s, 2H,
N-CH,-COOtBu) ; 4,73 (s, 2H, N-CH,-CONH) ; 7,26 (s, 4H, H,,,,) ; 7,60 (d,J = 8,4 Hz, 2H, -Ph-
NCS) ; 8,11-8,25 (m,6H,H,,) ; 8,64-8,83 (m,J =48 Hz,8H, Hp) ; 11,92 (s, IH, -Ph-NHCO-)
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Partie expérimentale

5-(Para-tolyl)dipyrrométhane 49

C16H16N2
Masse exacte : 236,13
Masse molaire : 236,31

Dans un tricol de 500 mL équipé d’un réfrigérant droit, d’un bulleur d’azote et d’un septum sont
placés 10 g (84,5 mmol) de para-tolylaldéhyde et 300 mL de pyrrole préalablement distillé. Le
montage est placé a I’abri de la lumiere et la solution est agitée durant 30 min sous bullage d’azote.
On ajoute goutte-a-goutte 2 mL (27 mmol) d’acide trifluoroacétique et la solution est agitée durant
12 h. Le solvant est évaporé, les résidus sont repris dans 200 mL de DCM et la phase organique est
lavée trois fois avec 200 mL d’eau distillée, séchée sur MgSO, et évaporée. Le produit est purifié
par un plug de silice avec pour éluant du DCM. La fraction de téte est récupérée. Le solvant est
évaporé et I’huile résiduelle est triturée dans 50 mL de pentane a 0°C. Le produit qui précipite est
filtré sur fritté et est lavé avec deux fois 50 mL de pentane a 0°C. On obtient 16,0 g (67,7 mmol) du

produit désiré sous la forme d’une poudre beige, soit un rendement de 80 %.

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : § (ppm) 2,32 (s, 3H, Ph-CH;) ; 542 (s, 1H, Pyr-CH-Pyr) ;
5,90 (m,2H, H, ) ; 6,14 (m,2H, H,) ; 6,67 (m,2H, H,,) ; 7,10 (m,4H, H,,) ; 7,87 (s, 2H, NH)

5-(4-(Carboxy)phényl)-10,15,20-tritolylporphyrine de Zinc (II) 50
0]

SIS &

O = O

Masse exacte : 762,20
Masse molaire : 764,19
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Dans un tricol de 500 mL équipé d’un réfrigérant droit, d’un bulleur d’azote et d’un septum sont
placés 2,2 g (14,6 mmol) de 4-carboxybenzaldéhyde, 4,56 g (19,3 mmol) de 5-para-
tolyldipyrrométhane 49, 590 mg (5,0 mmol) de 4-méthylbenzaldéhyde et 250 mL de chloroforme
préalablement dégazé par un bullage d'azote. Le milieu est agité a I'abri de la lumiere durant 15 min
sous bullage d'azote. On ajoute goutte-a-goutte 325uL (2,5 mmol) de trifluorure de bore étherate, le
milieu est agité 1 h 30 sous bullage d'azote. 2,4 g (9,7 mmol) de para-chloranil sont ajoutés dans le
montage, l'agitation est maintenue durant 2 h. Le milieu est évaporé a sec, les résidus sont repris
dans un mélange DCM : MeOH (100 : 5) et passés sur une colonne filtre de silice. La fraction de
tete est récupérée. Le solvant est évaporé et les résidus sont placés dans un ballon de 1 L équipé
d’un réfrigérant droit avec 250 mL de chloroforme. 2,22 g (10,0 mmol) d’acétate de zinc ainsi que
24 g (30,0 mmol) d’acétate de sodium sont dissouts dans 100 mL de méthanol et ajoutés a la
solution. Le milieu réactionnel est chauffé a reflux durant 2 h 1’abri de la lumiere. La solution est
refroidie puis lavée trois fois avec 750 mL d’eau distillée. La phase organique est séchée sur MgSO,
puis évaporée. Le produit est purifié par une colonne de silice avec pour éluant un mélange DCM :
MeOH (100 : 5). Le solvant est évaporé. On obtient 2,0 g (2,67 mmol) du produit désiré sous la

forme d'une poudre violette, soit un rendement de 27 %.
MALDI-TOF : m/z = 762,200 [M]* (C,4H;,N,0,Zn" masse exacte calculée : 762,197)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 422 (135), 551 (6), 588 (3)

max

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : d (ppm) 2,72 (s, 9H, Ph-CH,) ; 7,56 (d, J = 7,8 Hz, 6H,
Hm[yl) 5 8,10 (dv J = 7a8 HZ, 6H9 Hmlyl) 5 8a35 (d’ J = 8,1 HZ’ 2H’ HArCOOH) 5 8950 (ds J = 8’1 HZ, 2H9
H,coor) 3 8.90-900 (m, 8H, H )

5-(4-(Hydroxyméthyl)phényl)-10,15,20-tritolylporphyrine 51

N

O = U

CysH3N,O
Masse exacte : 686,30
Masse molaire : 686,84

Dans un tricol de 250 mL équipé d'une ampoule isobare, dun réfrigérant droit et d'un septum, le
quip p g p

tout sous atmosphere d'azote, sont placés 35 mL de THF préalablement distillé. Le milieu est
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refroidi a -80°C et on introduit 75 mg (1,97 mmol) de tétrahydruroaluminate de lithium. On dissout
ensuite 500 mg (0,65 mmol) de 5-(4-(carboxy)phényl)-10,15,20-tritolylporphyrine de Zinc 50 dans
35 mL de THF distillé, cette solution est ajoutée goutte-a-goutte au milieu réactionnel toujours a -
80°C. On laisse le mélange revenir a température ambiante et la réaction est agitée durant 1 h. Le
mélange est refroidi a -80°C et 5 mL d'eau sont ajoutés dans le milieu par un goutte-a-goutte lent
afin de détruire le tétrahydruroaluminate de lithium en exces. On ajoute 100 mL de chloroforme au
milieu et la phase organique est lavée par trois fois 10 mL d'eau distillée, séchée et évaporée. La
porphyrine de zinc est purifiée par une colonne chromatographique de silice avec comme €luant un
mélange DCM : MeOH (100 : 2). La fraction contenant le produit est évaporée et les résidus sont
dissout dans 100 mL de DCM et 2 mL d'acide trifluoroacétique sont ajoutés goutte-a-goutte et le
milieu est agité durant 2 h a température ambiante. La phase organique est lavée par 100 ml d'une
solution saturée d'hydrogénocarbonate de sodium puis par deux fois 100 mL d'eau distillée. La
phase organique est séchée sur MgSO, et évaporée. On obtient 254 mg (0,37 mmol) de la

porphyrine désirée sous la forme d'une poudre violette, soit un rendement de 57 %.

MALDI-TOF : m/z = 687,130 [M+H]" (C,4H;,N,O" masse exacte calculée : 687,312)

UV-vis (DCM) : A,,, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 416 (330), 514 (13), 550 (8), 590 (4), 646 (3)
RMN 'H (Pyr D5, 300 MHz, 300 K) : § (ppm) -2.27 (s, 2H,NH,,,,) ; 2,61 (s, 9H, Ph-CH,) ; 5,37
(s,2H, Ar-CH,-OH) ; 7,60 (d,J = 7,6 Hz, 6H, H,,,,) ; 8,07 (d,J =79 Hz, 2H, H,,coo) ; 8,27 (d,J =

76Hz,6H,H,,,) ;847 (d,J=79Hz,2H, H,,coon) ; 9,14 (m, 8H, H )

B,B-Bis(1-benzyloxy-10,15,20-tritolylporphyrinyl)-1,3,7 9-tétraméthyl-2,8-diéthyl-5-(para-
méthylbenzoyl)-BODIPY 52

Cl2lH103BNIOO4
Masse exacte : 1770,83
Masse molaire : 1771,99
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Dans un bicol de 250 mL équipé d'un réfrigérant droit et d'un septum sont placés 23 mg (52 pumol)
du BODIPY A. Le montage est placé sous atmosphere d'azote puis on ajoute 50 mL de THF distillé
dans le ballon, la solution est de couleur orange. On ajoute ensuite 55 mg (412 umol) de trichlorure
d'aluminium, le mélange est agité 30 min a 40 °C, la solution prend une couleur rouge. Apres retour
a température ambiante on ajoute dans le milieu 170 mg (250 umol) de porphyrine 51 et le mélange
est agité durant 1 h 30 a température ambiante. Le brut réactionnel est filtré sur alumine pour
éliminer le trichlorure d'aluminium résiduel. Le produit est purifié par une colonne
chromatographique de silice avec comme €éluant un mélange EtOAc : heptane (30 : 70). Le solvant
est évaporé et le produit recristallisé dans un mélange DCM : heptane et on obtient 78 mg (84 pumol)

du produit désiré sous la forme d'une poudre violette soit un rendement de 84 %
MALDI-TOF : m/z = 1771,641 [M+H]" (C,,,H,,,BN,,0," masse exacte calculée : 1771.834)
UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 418 (880), 525 (77), 592 (10), 649 (10)

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) -2,75 (s, 4H,NH,, ) ; 1,05 (t,] = 7.4 Hz, 6H, -CH,-
CH.,,,) 3 145 (s, 6H, -CH,,) ; 242 (q,J = 7.4 Hz, 4H, -CH,-CH,,,) ; 2,71 (s, 18H, -Ph-CH,) ;
290 (s, 6H, -CH,,) ; 4,00 (s, 3H, -CO,-CH,y,,) ; 4,59 (s, 4H, -Ph-CH,-O-) ; 7,54 (d, J = 7.9 Hz,
12H, H,,,)) ; 7.64 (d,J =8,4 Hz, 2H, Bdp-Ph-CO,Me) ; 7,67 (d, ] = 8,0 Hz, 4H, -Ph-CH,-0) ; 8,08
(d,J =79 Hz, 12H, H,,) ; 8,10 (d, ] = 8,0 Hz, 4H, -Ph-CH,-O) ; 8,25 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Bdp-Ph-
CO,Me) ; 8,83 (s, 16H, H 5)

B,B-Bis(zinc(II)1-benzyloxy-10,15,20-tritolylporphyrinyl)-1,3,7 9-tétraméthyl-2,8-diéthyl-5-
(para-méthylbenzoyl)-BODIPY 53

C,,,HyBN,,0,Zn,
Masse exacte : 1894,65
Masse molaire : 1898,72
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Dans un monocol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit sont ajoutés 50 mg (28 umol) du
B ,B-bis(1-benzyloxy-10,15,20-tritolylporphyrinyl)-1,3,7 9-tétraméthyl-2,8-diéthyl-5-(para-

méthylbenzoyl)-bodipy 52 ainsi que 24 mg (109 umol) d'acétate de zinc dihydraté et 20 mg (243
umol) d'acétate de sodium. Les solides sont dissout dans un mélange de 10 mL de DCM et 2 mL de
MeOH. Le milieu réactionnel est agité a reflux durant deux heures. Apres retour a température
ambiante la phase organique est lavée avec trois fois 10 mL d'eau distillée. La phase organique est
séchée et évaporée. 53 mg (28 pumol) du produit désiré sont obtenus avec un rendement quantitatif

apres précipitation dans un mélange DCM : heptane, sous la forme d'une poudre violette.
MALDI-TOF : m/z = 1895,282 [M+H]" (C,,,H,,,BN,,0,Zn," masse exacte calculée : 1895,661)
HR-ESI : m/z = 1917,6396 [M+Na]" (C,,,;HyBN,,NaO,Zn," masse exacte calculée : 1917,6436)
UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol™.cm™) : 422 (810), 529 (56), 590 (6)

Spectre RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : & (ppm) 1,07 (t, ] = 7,4 Hz, 6H, -CH,-CH,,) ; 1,44
(s, 6H, -CH,y,,) ; 244 (q, J = 7,4 Hz, 4H, -CH,-CH,,,) ; 2,69 (s, 18H, -Ph-CH,) ; 2,90 (s, 6H, -
CH.,) 3 3.97 (s, 3H, -CO,-CH,,,,) ; 4,58 (s, 4H, -Ph-CH,-O-) ; 7,54 (d,J = 7.9 Hz, 12H, H,,,)) ;
764 (d, J = 84 Hz, 2H, Bdp-Ph-CO,Me) ; 7,67 (d, J = 8,0 Hz, 4H, -Ph-CH,-0) ; 8,09 (d,
J=79Hz, 12H, H,,) ; 8,11 (d, J = 8.0 Hz, 4H, -Ph-CH,-0) ; 8,23 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Bdp-Ph-
CO,Me) ; 8,94 (s, 16H, Hp)

B,B-Bis-benzoyl-1,3,7 9-tétraméthyl-2,8-diéthyl-5-(para-méthylbenzoyl)-BODIPY 54
O.__OMe

C3H,;:BN,O,
Masse exacte : 614,33
Masse molaire : 614,58

Dans un bicol de 100 mL équipé d'un réfrigérant droit et d'un septum sont placés 70 mg (160 pwmol)
du BODIPY A. Le montage est placé sous atmosphere d'azote puis on ajoute 25 mL de DCM
distillé dans le ballon, la solution est de couleur orange. On ajoute ensuite 175 mg (1,31 mmol) de

trichlorure d'aluminium, le mélange est agité 30 min a reflux, la solution prend une couleur rouge.
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Apres retour a température ambiante on ajoute dans le milieu 85 pL (820 umol) d’alcool benzylique
et le mélange est agité durant 1 h a température ambiante. Le brut réactionnel est filtré sur alumine
pour éliminer le trichlorure d'aluminium résiduel. Le produit est purifié par une colonne de silice
avec comme €luant de I’acétate d’éthyle. Le solvant est évaporé, on obtient 60 mg du produit désiré

sous la forme d'une huile rouge soit un rendement de 61 %.
HR-MS ESI : m/z = 673,3178 [M+Na]* (C,,H,;BNaN,O," masse calculée : 637,3215)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10 L.mol*.cm™) : 500 (18) ; 525 (80)

RMN 'H (CDCl,, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) 092 (t,J = 7.4 Hz, 6H, -CH,-CH,) ; 127 (s, 6H,
-CH,) ;221 (q,J = 74 Hz, 4H, -CH,-CH,,,,) ; 2.44 (s, 6H, -CH,,) ; 4,00 (s, 3H, -CO,-CH,y,,) ;
4,16 (s, 4H, -Ph-CH,-O-) ; 721 (m, 10H, H,) ; 749 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Bdp-Ph-CO,Me) ; 8,20 (d,
J = 8,4 Hz, 2H, Bdp-Ph-CO,Me)

5-(4-(Azidométhyl)phényl)-10,15,20-tri(para-tolyl)porphyrine de Zinc (II) 56

N

o = O

C,HisN.Zn
Masse exacte : 773,22
Masse molaire : 775,22

Dans un tricol de 500 mL équipé d’un réfrigérant droit, d’un bulleur d’azote et d’un septum sont
placés 2,56 g (15,9 mmol) de 4-azidométhylbenzaldehyde 13, 501 g (21,2 mmol) de 5-para-
tolyldipyrrométhane 49, 627 mg (5,21 mmol) de para-tolualdéhyde et 250 mL de chloroforme
préalablement dégazé par un bullage d'azote. Le milieu est agité a 'abri de la lumiere durant 15 min
sous bullage d'azote. On ajoute goutte-a-goutte 500 pL (3,98 mmol) de trifluorure de bore étherate,
le milieu est agité 1 h 30 sous bullage d'azote. 2,6 g (10,5 mmol) de para-chloranil sont ajoutés dans
le montage, 1'agitation est maintenue durant 2 h. Le milieu est évaporé a sec, les résidus sont repris
dans un mélange DCM : MeOH (100 : 5) et passés sur un colonne filtre de silice. La fraction de téte
est récupérée. Le solvant est évaporé et les résidus sont placés dans un ballon de 1 L équipé d’un
réfrigérant droit avec 250 mL de chloroforme. 2,22 g (10,0 mmol) d’acétate de zinc ainsi que 2,4 g

(30,0 mmol) d’acétate de sodium sont dissouts dans 100 mL de méthanol et ajoutés a la solution. Le
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milieu réactionnel est chauffé a reflux durant 2 h 1’abri de la lumiere. La solution est refroidie puis
lavée trois fois avec 750 mL d’eau distillée. La phase organique est séchée sur MgSO, puis
évaporée. Le produit est purifié par une colonne de silice fine avec pour éluant un mélange DCM :
heptane (70 : 30). Le solvant est évaporé. On obtient 910 mg (1,17 mmol) du produit désiré sous la

forme d'une poudre violette, soit un rendement de 11 %.

MALDI-TOF : m/z = 773,428 [M]" (C,4H;sN,Zn"™ masse exacte calculée : 773,224)

HR-ESI : m/z = 7732271 [M]" (C,sH;sN,Zn™ masse exacte calculée : 773,2240)

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 107 L.mol".cm™) : 420 (416), 550 (15), 592 (5)

RMN 'H (Pyr D5, 300 MHz, 300 K) : § (ppm) 2,61 (s, 9H, Ph-CH,) ; 4,76 (s, 2H, Ar-CH,-N;)
7,56 (d,J=8,1Hz,6H,H,,,);7,75(d,J =78 Hz,2H, Ar-CH,-N;) ; 832 (d,J = 8,1 Hz,6H, H,,,,)) ;
841 (d,J =78 Hz, 2H, Ar-CH,-N;) : 9,17-9.26 (m, 8H, H 3)
1,9-(8,12-Diéthyl-2,3,7,13,17,18-hexaméthyl-20-((4-((4-vinylphénoxy)méthyl)-triazole)-N-

benzyl)bisporphyrine de zinc (II))-2,8-diéthyl-3,7-diméthyl-5-(para-méthylbenzoyl)-BODIPY
57

C,H,,;sBF,N,,0,Zn,
Masse exacte : 2008,79
Masse molaire : 2012,86

Dans un bicol de 50 mL équipé d’une arrivée de gaz et d’un bouchon sont placés 39,9 mg de
BODIPY 55 (0,051 mmol) et 86,1 mg de la porphyrine de zinc 14 (0,133 mmol). Le montage est
placé sous atmosphere inerte par trois cycles vide/azote et 20 mL de DCM dégazé par bullage
d’azote sont introduits dans le montage. On ajoute ensuite 10 mg (0,053 mmol) d’iodure de cuivre
ainsi que 20 uL (0,116 mmol) de diisopropyléthylamine (DIPEA), le milieu est agit¢ 7 h a
température ambiante et a 1’abri de la lumiere. On ajoute 100 mL de DCM au milieu réactionnel et

la phase organique est lavée avec trois fois 100 mL d’eau distillée. La phase organique est séchée
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sur MgSQO, et le solvant est évaporé. Le produit est purifié par une colonne chromatographique de
silice avec comme éluant du DCM. Le produit est éluer par un mélange DCM/MeCN (100/10). Le
solvant est évaporé et on obtient 47 mg (0,023 mmol) du produit désiré sous la forme d’une poudre

bleue, soit un rendement de 46 %.
MALDI-TOF : m/z = 2008,647 [M]" (C,,,H,,;sBF,N,,0,Zn," masse exacte calculée : 2008,7931)
HR-ESI : m/z = 1004,3966 [M]*** (C,,,H,,sBF,N,,0,Zn,** masse exacte calculée : 1004,3969)

UV-vis (DCM) : A
(110)

(nm) (¢ x 10° L.mol.cm™) : 406 (380), 416 (400), 547 (70), 584 (68), 665

max

RMN 'H (Pyr D5, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) 1,10 (t,J = 7,5 Hz, 6H, -CH,-CH, podipy) 3 1,33 (s,
6H, -CH; ,,4,,) ; 1,89 (t,J =75 Hz, 12H, -CH,-CH;, ) ; 2,36 (s, 12H, -CH; ;) ; 2,58 (9, = 7.5
Hz, 4H, -CH,-CH; ,,,,,) ; 3,57 ppm (s, 12H, -CH; ,,,,,) ; 3,64 (s, 12H, -CH; ;) ; 3,95 (s, 3H, CO-
O-CH;) ;4,15 (q,J =7,5 Hz, 8H, -CH,-CH,) ; 5,51 (s, 4H, Ar-CH,-triazole) ; 5,76 (s, 4H, -O-CH,-
triazole) ; 7,26 (d, J = 8,6 Hz, 4H, triazole-CH,-Ar-porph) ; 7,40 (d,J = 7,9 Hz, 4H, -CH=CH-Ar-
0); 7,52 (d,J =8,5 Hz, 2H, bodipy-Ar-COOMe) ; 7,61 (d,J = 16,4 Hz, 2H, bodipy-CH=CH-Ar) ;
7,86 (d, J = 8,6 Hz, 4H, triazole-CH,-Ar-porph) ; 7,93 (d,J = 7,9 Hz, 4H, -CH=CH-Ar-0O) ; 8,10 (s,
2H, H,......) s 8,35 (d, J = 8,5 Hz, 2H, bodipy-Ar-COOMe) ; 8,41 (d, J = 164 Hz, 2H, bodipy-
CH=CH-Ar); 1041 (s,2H,H,,,,) ; 1048 ppm (s,4H, H,,,)-

1,9-(5,10,15-Tri(para-tolyl)-20-((4-((4-vinylphénoxy)méthyl)-triazole)-N-benzyl)bisporphyrine
de zinc (I))-2,8-diéthyl-3,7-diméthyl-5-(para-méthylbenzoyl)-BODIPY 58

C,,H,,,BF,N,,0,Zn,
Masse exacte : 2268,76
Masse molaire : 2273,06
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Dans un bicol de 25 mL équipé d’une arrivée de gaz et d’un bouchon sont placés 41 mg du
BODIPY 55 (0,029 mmol) et 50 mg de la porphyrine de zinc 56 (0,064 mmol). Le montage est
placé sous atmosphere inerte par trois cycles vide/azote et 10 mL de DCM dégazé par bullage
d’azote sont placés dans le montage. On ajoute ensuite 15 mg (0,078 mmol) d’iodure de cuivre ainsi
que 23 uL (0,133 mmol) de diisopropyléthylamine (DIPEA), le milieu est agité 24 h a température
ambiante et a ’abri de la lumiere. On ajoute 100 mL de DCM au milieu réactionnel et la phase
organique est lavée avec trois fois 100 mL d’eau distillée. La phase organique est séchée sur MgSO,
et le solvant est évaporé. Le produit est purifié par une colonne chromatographique de silice avec
pour éluant du DCM. Le produit est décroché par un mélange DCM/MeCN (100/10). Le solvant est
évaporé et on obtient 65 mg (0,028 mmol) du produit désiré sous la forme d’une poudre bleue, soit
un rendement de 96 %.

MALDI-TOF : m/z = 2249,732 [M-F]* (C,,,H,,,BFN,,0,Zn," masse exacte calculée : 2249,763)

HR-ESI : m/z = 2291,7399 [M+Na]" (C,,H,,,BF,N,,0,Zn,Na" masse exacte calculée : 2291,7530)
m/z = 1157,3613 [M+2Na]** (C,,,H,, BF,N,,0,Zn,Na,** masse exacte calculée : 1157,3711)

UV-vis (DCM) : A,,,, (nm) (¢ x 10” L.mol.cm™) : 366 (50), 430 (578), 562 (32), 603 (34), 658
(46)

RMN 'H (Pyr D5, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) 1,09 (t,J = 7,5 Hz, 6H, -CH,-CH, bodipy) > 1,33 (8,
6H, -CH; ,,,4,) 5 2,58 (s, 18H, Ar-CH; ;) ; 2,58 (masqué€, 4H, -CH,-CHj; ,.4,,) 5 3,94 (s, 3H, CO-O-
CH;) ; 547 (s, 4H, Ar-CH,-triazole) ; 5,93 (s, 4H, -O-CH,-triazole) ; 7,19 (d masqué, J = 8,9 Hz,
4H, -CH=CH-Ar-O) ; 7,52 (m, 14H, H,,) ; 7,64 (d,J = 8,0 Hz, 4H, triazole-CH,-Ar-porph) ; 7,77 (d,
J =89 Hz, 4H, -CH=CH-Ar-0O) ; 8,31 (m,20H, H,,) ; 8,39 (s,2H, H,,,..,;.) ; 9.00-9,25 (m, 16H, Hy)
1,9-(4-((4-Vinylphénoxy)méthyl)-triazole)-N-benzyl-2,8-diéthyl-3,7-diméthyl-5-(para-
méthylbenzoyl)-BODIPY 59

CsHssBF,N;O,
Masse exacte : 988 .44
Masse molaire : 988,93
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Dans un bicol de 50 mL équipé d’une arrivée de gaz et d’un bouchon sont placés 23 mg du
BODIPY 55 (0,032 mmol) et 9,50 mg d’azoture de benzyle (0,071 mmol). Le montage est placé
sous atmosphere inerte par trois cycles vide/azote et 10 mL de DCM dégazé par bullage d’azote
sont placés dans le montage. On ajoute ensuite 18 mg (0,094 mmol) d’iodure de cuivre ainsi que 25
uL (0,145 mmol) de diisopropyléthylamine (DIPEA), le milieu est agit¢ 24 h a température
ambiante et a ’abri de la lumiere. On ajoute 100 mL de DCM au milieu réactionnel et la phase
organique est lavée avec trois fois 100 mL d’eau distillée. La phase organique est séchée sur MgSO,
et le solvant est évaporé. Les résidus sont repris dans le DCM et chromatograpiés sur colonne de
silice. Le produit est décroché par un mélange DCM/MeOH (100/10). Le solvant est évaporé et on
obtient 20 mg (0,020 mmol) du produit désiré sous la forme d’une poudre bleue, soit un rendement
de 63 %.

MALDI-TOF : m/z = 988,213 [M]* (C5,HssBF,N;O," masse exacte calculée : 988,441)
m/z = 969,232 [M-F]* (C5,HssBFN,O," masse exacte calculée : 969,442 )

UV-vis (DCM) : A, (nm) (¢ x 10° L.mol".cm™) : 368 (51), 658 (66)

RMN 'H (Pyr D5, 300 MHz, 300 K) : 8 (ppm) 1,10 (t,J = 7,5 Hz, 6H, -CH,-CH, bodipy) > 1,35 (8,
6H, -CH; ,,4,,) s 2,58 (q,J =7,5 Hz, 4H, -CH,-CH; ,,,,5,,,) 5 3,94 (s, 3H, CO-O-CH;) ; 540 (s, 4H, Ar-
CH,-triazole) ; 5,70 (s, 4H, -O-CH,-triazole) ; 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 4H, -CH=CH-Ar-O) ; 7,35 (m,
10H, H,,,.) ; 7,53 (d,J = 15,8 Hz, 2H, bodipy-CH=CH-Ar) ; 7,54 (d, J = 8,0 Hz, 2H, bodipy-Ar-
COOMe) ; 7,72 (d,]) = 8,7 Hz, 4H, -CH=CH-Ar-O) ; 8,18 (s,2H, H,,,,....) ; 8,31 (d,J = 15,8 Hz, 2H,
bodipy-CH=CH-Ar) 8,34 (d, J = 8,0 Hz, 2H, bodipy-Ar-COOMe)

riazole
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Abstract

The goal of my PhD thesis was to synthesize new molecules, which give access to
heterobimetallic complexes with interesting properties for multimodal imaging. In this manuscript,

several main points have been studied.

The first part of this work concerns the synthesis and characterization of ligands. We describe
here the synthesis of five new ligands based on the association of one porphyrin and one or several
cyclen derivatives. Those ligands are water-soluble. During the synthesis, we have targeted
improvements to our work and developed a new synthetic pathway, which allowed us to obtain one
ligand incorporating a porphyrin, a cyclen derivative and a free amine function. This function could

be activated to further graft the ligand onto a biological vector.

The second part of this manuscript describes the chelation of metallic centers into the ligands
and the study of their efficiency as MRI contrast agents. We describe the synthesis of five
gadolinium (III) complexes and three heterobimetallic complexes associating gadolinium (III) with
copper (II). Indeed, gadolinium is currently used in contrast agents for MRI and the radioactive
isotope of copper, copper-64 is used in PET imaging. We describe also a procedure to measure the
relaxivity of the gadolinium complexes at low and high magnetic fields. Five complexes exhibit

relaxivity values five times larger than commercially available MRI contrast agents.

The last part of this work is related to the synthesis, characterization and photophysical studies
of four molecular antennas incorporating porphyrins and BODIPY. We describe two original
synthetic pathways. The first one is based on the formation of boron-oxygen bonds by substitution
of the fluorine atoms bound to BODIPY boron atom. The second synthetic pathway involves the
Huisgen’s dipolar cycloaddition. We describe photophysical data and give evidences of the energy
transfer from BODIPY to porphyrin. We present also the first example of energy transfer from
porphyrin to BODIPY in the system obtained by “click” chemistry involving an extended “blue”
BODIPY.

Keywords:

Porphyrins Tetraazamacrocycles Multimodal imaging
MRI/PET Heterobimetallic complexes BODIPY

Energy transfer Relaxivity studies “Click” chemistry
DOTA Gadolinium Contrast agents
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Résumé

Le travail présenté dans ce mémoire avait pour but de synthétiser de nouvelles molécules dont
I’architecture donne acces a des complexes hétérobimétalliques aux propriétés intéressantes pour
I’imagerie médicale multimodale. Dans ce manuscrit plusieurs points principaux ont donc été

abordés.

La premiere partie de se travail porte sur la synthese et la caractérisation des ligands. Nous
décrivons dans ce manuscrit la synthése de cinq nouveaux ligands hétérobismacrocycliques basés
sur 1’association d’une porphyrine et d’un ou de plusieurs dérivés du cycléne. Ces ligands
présentent la particularité d’étre solubles en milieux aqueux. Au cours des synthéses, nous avons
ciblé les améliorations a apporter a notre travail et élaboré une nouvelle voie de synthese qui permet
d’accéder, en seulement six étapes, a un ligand composé d’une porphyrine, d’un dérivé du cycleéne

et d’une fonction amine libre qui permettra de greffer le ligand sur un vecteur biologique.

La seconde partie de ce manuscrit porte sur 1’incorporation de centres métalliques dans les
ligands synthétisés ainsi que 1’étude de leur efficacité en tant qu’agent de contraste de I’IRM. Nous
décrivons la synthése de cinq complexes de gadolintum (III) et de trois complexes
hétérobimétalliques associant du gadolinium (III) et du cuivre (II). En effet, le gadolinium est
actuellement utilisé dans les agents de contraste de I’IRM et un des isotopes du cuivre, le cuivre-64,
est utilisé en imagerie PET. Nous décrivons un protocole de mesure de la relaxivité des complexes a
haut et a bas champs magnétiques. Cinq complexes présentent des valeurs de relaxivité quatre fois

supérieures a celles des agents de contraste commerciaux de I’IRM.

Le dernier chapitre de ce travail porte sur la synthése, la caractérisation et les études
photophysiques de quatre antennes moléculaires associant des porphyrines et des BODIPY. Nous
avons développé deux voies de syntheses originales. La premicre est basée sur la création de
liaisons bore-oxygene en substituant les atomes de fluor portés par I’atome de bore des BODIPY.
L’autre voie de synthese utilise la réaction de cycloaddition dipolaire d’Huisgen. Nous décrivons
des études photophysiques qui mettent en évidence des transferts d’énergie du BODIPY vers la
porphyrine Nous avons mis en évidence le premier exemple de transfert d’énergie d’une porphyrine
vers un BODIPY grice a un systeme “blue” BODIPY étendu couplé a des porphyrines par une

réaction de chimie “click”.

Mots clés :

Porphyrines Tétraazamacrocycles Imagerie multimodale
IRM / PET Complexes hétérobimétalliques =~ BODIPY

Transferts d’énergie Etudes de relaxivité Chimie “click”
DOTA Gadolinium Agents de contraste
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