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         CHAPITRE I  INTRODUCTION   
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I.1. Les groupements protecteurs photolabiles 
 

I.1.1. Développements pour la synthèse organique  
Les groupements protecteurs photolabiles (GPP), également appelés « cages », sont 

des molécules possédant un chromophore capable de conduire à la rupture d’une liaison suite 
à un stimulus lumineux. Ils sont liés de manière covalente à une fonction chimique qui est 
ainsi masquée ou protégée. Après une excitation lumineuse, la molécule dans un état excité va 
subir un réarrangement électronique qui conduit au clivage spécifique d’une liaison, 
régénérant la fonction chimique qui a été protégée1. Comme la déprotection ne nécessite pas 
l’emploi de réactif chimique, ces GPP présentent une bonne compatibilité vis à vis de 
fonctions chimiquement sensibles et sont orthogonaux par rapport aux groupements 
protecteurs utilisés en synthèse organique. En revanche, ils ne pourront pas être utilisés avec 
des molécules photosensibles sous peine de conduire à la dégradation du composé étudié. La 
longueur d’onde d’irradiation et les conditions de photolyse sont deux des paramètres qui 
permettent d’obtenir une sélectivité de déprotection si plusieurs groupements photosensibles 
différents sont utilisés (Figure 1) (orthogonalités chromatiques).2 
 

 
Figure 1. Déprotection sélective de deux groupements protecteurs photolabiles différents 

en fonction de la longueur d’onde d’irradiation.2 

 
Plus récemment, une évolution dans les dérivés de type ortho-nitrobenzyle (o-NB) a permis 
de moduler la déprotection en fonction du pH ou en présence de métaux. Il s’est avéré que 
lorsqu’un groupement aminé est placé en para du groupement nitro, le composé peut adopter 
une forme préférentielle photostable qui ne conduit pas à la rupture d’une liaison. Il sera 
nécessaire d’ajouter un acide ou un métal pour régénérer la sensibilité à la lumière et conduire 
à la photolibération du composé attendu (Figure 2). En effet, l’acide de Lewis ou de Brönsted 
empêchera l’amine d’opérer le transfert de charge responsable de la forme photostable. On 
peut ainsi obtenir une déprotection sélective en fonction des conditions expérimentales autres 
que le choix de la longueur d’onde d’excitation.3 
 

 
 

Figure 2. Sélectivité des conditions de photolyse pour les dérivés ortho-nitrobenzyles 

aminés.3 

 
La diversité des groupements protecteurs photosensibles permet aujourd’hui de protéger un 
large choix de fonctions chimiques (acide carboxylique, amine, alcool, phosphate, sulfate, 
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thiol, …) mais également d’avoir accès à une large gamme de longueur d’onde d’irradiation 
(Figure 3). 4,5 
 

 
Figure 3. Représentation de différents groupements protecteurs photosensibles avec un 

maximum d’absorbance entre 220 et 450 nm.4 
 

I.1.2. Régulation de processus biologiques 
 

Les processus biologiques sont régis par des séries d’événements physiologiques qui 
se produisent avec une précision spatio-temporelle très élevée. Pour bien comprendre ces 
phénomènes, il faut être capable de reproduire ou perturber ces cascades physiologiques avec 
la même précision et de manière orthogonale au milieu biologique, c’est à dire avec un outil 
capable d’interagir uniquement avec la molécule photosensible. La précision nécessaire pour 
ces études peut être obtenue grâce à la lumière, et plus précisément grâce aux GPP. Cette fois 
le GPP sera lié de manière covalente à un effecteur biologique conduisant à un composé dit 
« cagé » (ou « caged compound » en anglais), qui idéalement ne doit plus présenter d’activité 
biologique. Une irradiation lumineuse va provoquer la libération de l’effecteur biologique et 
produire un saut de concentration localisé qui pourra engendrer une réponse biologique 
spécifique à l’effecteur étudié (Figure 4). Ce processus est métaphoriquement appelé 
« uncaging ». Idéalement, le GPP devra être soluble en milieu biologique, stable à l’hydrolyse 
et sa photo-déprotection devra s’effectuer de manière efficace. De plus, le produit secondaire 
formé ne devra pas interférer avec la photo-déprotection en cours et si possible être inerte 
biologiquement durant la durée de l’expérience. Enfin, la libération de la biomolécule devra 
être rapide et en accord avec l’échelle de temps du processus biologique étudié6. En effet, à 
cause du phénomène de diffusion en milieu biologique une cinétique de photolyse lente 
provoquerait une perte du contrôle spatial apporté par les GPP. 
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Figure 4. Principe de photodéprotection ou « uncaging » d’une biomolécule. 

 
Les groupes d’Hoffmann et Schlaeger ont mis au point les premiers composés « cagés » en 
associant respectivement l’adénosine triphosphate (ATP)7 et l’adénosine monophosphate 
cyclique (cAMP)8 à un o-NB (Figure 5). De cette façon, l’équipe d’Hoffmann a réussi à 
activer la pompe Na : K ATPase tandis que l’équipe de Schlaegger a étudié l’activation d’une 
protéine kinase cAMP dépendante. 
 

 
 

Figure 5. ATP (gauche) et cAMP (droite) cagées avec l’ortho-nitrobenzyle (violet) 

 
Ces deux études ont réellement démontré l’utilité des composés cagés en biologie. Par la 
suite, de nombreux physiologistes ont utilisé ces chromophores pour une grande variété 
d’effecteurs biologiques tels que les inositols triphosphates (IP3), la guanosine 
monophosphate cyclique (cGMP), l’ion calcium II, les neurotransmetteurs, les peptides, les 
lipides, les protéines, l’ARN ou encore l’ADN9. De nouvelles familles de groupements 
photolabiles sont également apparues comme alternatives aux o-NB.10,11 Les coumarines, 
indolines ou quinoléines possèdent les propriétés photochimiques nécessaires pour 
l’« uncaging » (Figure 6). Ainsi de nombreux dérivés ont été synthétisés afin d’optimiser les 
propriétés photophysiques et photochimiques de ses systèmes. Cependant, la série des 
groupements nitro-aromatiques reste la plus répandue, renforcée par la description de dérivés 
toujours plus efficaces. Par exemple, le groupement ortho-nitrophényl-éthyle (o-NPE) est 
libéré plus rapidement et possède un sous-produit dont la toxicité envers les milieux 
biologiques est plus faible que son homologues ortho-nitrobenzyle10. 
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Figure 6. Différentes familles de groupements protecteurs photolabiles utilisés pour 

photoréguler des processus biologique. 

 
I.1.3.  Paramètres photophysiques et photochimiques 

 
Plusieurs paramètres photophysiques et photochimiques doivent être déterminés pour 

évaluer la qualité d’un GPP. Le coefficient d’extinction molaire ɛ et le rendement de 
libération Rlib sont déterminés en premier car ils donnent une bonne indication à la fois de la 
capacité du chromophore (ɛ) à absorber les photons et à libérer la substance d’intérêt (Rlib) du 
composé. Autre paramètre important, le rendement quantique de photolibération Φu 
correspond au nombre de molécules effectuant la déprotection (parmi les autres possibilités de 
désexcitation), par rapport aux nombres de photons absorbés par molécule. Enfin, l’efficacité 
(ou section efficace) d’un GPP en excitation à un photon s’exprime par le produit ɛ.Φu 

exprimé en M-1.cm-1, c’est l’analogie de la brillance pour un fluorophore (ɛ.Φfluo). 
 

 
Figure 7. Efficacité à un photon de différents GPP libérant du glutamate.12 

 
Pour initier la réaction de photolibération, une excitation par des rayonnements UV, produite 
grâce à un laser ou une DEL est souvent utilisée. Habituellement, une irradiation de quelques 
secondes à une longueur d’onde au plus proche du maximum d’absorbance de la molécule 
permet d’obtenir une libération efficace pouvant induire une réponse biologique. Des 
découvertes significatives dans différents domaines comme les neurosciences6,11 ou 
l’embryologie13 ont été obtenues grâce à l’utilisation de GPP. Cependant, les rayonnements 
UV utilisés comme déclencheur sont fortement nocifs pour les milieux biologiques et 
possèdent une résolution limitée. De plus, la diffusion des rayons UV dans les tissus vivants 
ne permet pas d’irradier  en profondeur, quelques dizaines de µm en conditions optimales. 
Une partie de ces problèmes peut être résolu en utilisant une méthode d’excitation 
particulière, relevant de l’optique non-linéaire, appelée absorption à deux photons.    
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I.2. Optique non linéaire 
 

I.2.1. Théorie 
 
L’interaction entre un champ électrique associé à une onde lumineuse et la matière est 

responsable d’une polarisation qui varie en fonction de l’amplitude du champ. A l’échelle 
macroscopique la polarisation Pi d’un matériau peut s’exprimer en fonction d’un 
développement limité du champ électrique E porté par la lumière excitatrice, P0 étant la 
polarisation permanente et χ(i) représentant les susceptibilités électriques d’ordre (i) (Equation 
1). 
 

Pi= P0 + χ(1).E + χ(2).E2 + χ(3).E3…   (1) 
 
A l’échelle microscopique, plus précisément au niveau moléculaire, une expression analogue 
exprimant le moment dipolaire d’une molécule µ i en fonction de E peut être écrite (Equation 
2) : 
 

µ i=µ0+ α.E+ β.E2+ γ.E3…   (2) 
 
où µ0 est le moment dipolaire permanent, α est la polarisabilité, β l’hyperpolarisabilité 
quadratique et γ l’hyperpolarisabilité cubique. 
Si le champ électrique appliqué E est faible, comme c’est le cas pour les sources lumineuses 
communes, seuls les termes d’ordre 0 et 1 sont considérés, les termes d’ordres supérieurs 
étant négligeables. On obtient ainsi les équations linéaires 3 et 4: 
 

Pi= P0 + χ(1).E   (3) 
 

µ i=µ0+ α.E   (4) 
 
Dans ce cas, il y a proportionnalité entre la polarisabilité du matériau et le champ électrique 
appliqué, c’est le domaine de l’optique linéaire. Ces équations sont à la base de phénomène 
bien connus comme la réfraction, la biréfringence ou encore l’absorption d’un photon.  
Les termes d’ordres 2 et supérieurs vont être considérés dans le cas d’un champ électrique 
intense, comme une irradiation par un laser pulsé notamment. Il n’y a plus proportionnalité 
entre la réponse du matériau et le champ électrique ainsi la réponse du matériau devient non-
linéaire, c’est le domaine de l’optique non linéaire (ONL) (Figure 8). 
 

 
Figure 8. Polarisation d’un matériau en fonction du champ électrique appliqué 
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Les termes de second ordre β et χ(2) caractérisent les phénomènes ONL quadratiques, dont le 
plus connu est la génération de second harmonique.14 En ce qui concerne l’absorption à deux 
photons (ADP) qui nous intéresse plus particulièrement ici, ce sont les termes du troisième 
ordre qui sont concernés γ et χ(3)  et l’on parle d’optique non-linaire cubique. Des restrictions 
de symétrie importantes en ONL sont à considérer. En effet les matériaux ou molécules 
centrosymétriques verront les termes d’ordre pair disparaître dans les équations 1 et 2 alors 
que les termes d’ordre impair ne seront pas influencés par ce paramètre.  
 

 
 
Ainsi pour obtenir des molécules ayant une réponse en ONL cubique, en particulier pour 
l’ADP, il n’est pas nécessaire de prendre en compte la symétrie du système mais en revanche 
pour obtenir une réponse en ONL quadratique, il sera nécessaire d’envisager des molécules et 
des matériaux non centrosymétriques.   
 

I.2.2. Absorption multi-photonique 
 

Afin de passer de l’état fondamental à un état excité, une molécule doit absorber de 
l’énergie. Cette énergie peut être thermique, électrique, mécanique ou encore lumineuse. Dans 
le cas d’une excitation lumineuse, la molécule doit absorber une énergie ΔE = hυ qui 
correspond à la différence d’énergie entre les deux états considérés. Généralement, cette 
énergie est fournie par un photon, c’est le cas de l’absorption classique qui relève de l’optique 
linéaire, et vérifie la loi de Beer-Lambert. Néanmoins, il est également possible d’absorber 
deux photons, d’énergie identique ou différente avec un processus qui relève de l’optique 
non-linéaire. L’absorption à deux photons correspond à l’absorption par une molécule de 
deux photons quasi-simultanément15 (<fs ) dont la somme des énergies lui permet de passer 
de l’état fondamental à l’état excité. C’est ce phénomène qui va nous intéresser pour cette 
étude. L’absorption de plus de deux photons est aussi possible, on parle ainsi d’absorption à 
trois photons ou d’absorption multi-photonique (Figure 9). Maria Goeppert-Mayer avait 
prédit théoriquement ce phénomène dès 193116 et la mise au point des lasers pulsés au début 
des années 1960 permit à Kaiser et Garrett17 d’observer expérimentalement une fluorescence 
sur un cristal de CaF2 dopé aux ions Eu2+ sous excitation à deux photons avec un laser à rubis. 
 

 
Figure 9. Excitation par absorption mono- et multi-photonique 
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Pour la suite de l’étude, nous ne considérerons que l’absorption de photons de même énergie. 
Pour une excitation comprenant une seule source lumineuse, on peut exprimer la probabilité 
d’absorption multiphotonique P selon l’équation :  
 � = 1� ����   (6) 

 
où n correspond au nombre de photon absorbés et σn à la section efficace d’absorption à n 
photons. Dans le cas qui nous intéresse ici, l’ADP (n=2), P aura une dépendance quadratique 
par rapport à l’intensité : � = 12 �
�
   (7) 

 
avec σ2 la section efficace d’ADP exprimée en GM (1 GM = 10-50cm4.s.photon-1). Il est 
important de noter que la section efficace d’ADP est relié aux différents moments dipolaires 
de transitions (équation 8, Figure 10)18 : 
 �
 ∝  ���� ����∆�    (�) 

 
où g correspond à l’état fondamental, i à l’état intermédiaire et f l’état excité, μ à l’amplitude 
d’oscillation du moment dipolaire et Δ, qui dans le cas d’un chromophore centrosymétrique 
correspondra à l’écart énergétique entre l’énergie du premier photon absorbé et l’état 
intermédiaire, alors que pour une molécule non-centrosymétrique l’état intermédiaire n’existe 
pas, donc Δ sera directement relié à la constante Γ qui correspond à la largeur à mi-hauteur du 
spectre d’absorption à deux photons, exprimé en énergie. 

 

 
Figure 10.  Diagramme des principaux états énergétiques pour un chromophore 

centrosymétrique et non-centrosymétrique. 18 

 
La dépendance quadratique de la probabilité de transition P vis à vis de l’intensité lumineuse I 
est directement responsable de la résolution spatiale très élevée induite par une absorption à 
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deux photons. En effet, ce phénomène ne sera détectable que si le nombre de photons arrivant 
simultanément sur la molécule est très important. Dans les dispositifs classiques, l’utilisation 
de lasers pulsés permet une compression temporelle des photons, les plus répandu sont les 
lasers titane : saphir. Habituellement, des pulses durant environ 100 fs avec une fréquence de 
80 MHz et une puissance variant de 10 à 25 mW sont utilisés. Cette compression temporelle 
est associée à une compression spatiale par une lentille ou un objectif de microscope, ainsi 
l’excitation à deux photons n’aura lieu qu’au point focal. Le point focal est un volume de 
quelques femtolitres12, voire moins, où la densité de photon est assez élevée pour que la 
probabilité qu’une molécule absorbe simultanément deux photons soit significative. Ainsi, 
l’excitation à deux photons permet d’obtenir des résolutions 3D très élevées où la profondeur 
d’irradiation (axe z) est contrôlée, contrairement à l’excitation à un photon où l’ensemble du 
trajet optique est excité (Figure 11, Figure 12). 
 

 
Figure 11. Excitation à un et deux photons d’un fluorophore 
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Figure 12. Photo d’une installation pour la détermination des σ2.  

 
L’excitation d’un composé par un laser va s’effectuer, dans la mesure du possible, à son 

maximum d’absorbance (λmax) avec une énergie 	� � ��
 , définie précédemment, pour une 

excitation à deux photons de même énergie. Lorsqu’il s’agit d’une onde, la fréquence peut 
être définie par : 
 � � �� 				9� 

 
où λ est la longueur d’onde et c la célérité de l’onde, pour une onde lumineuse cela 
correspond à la vitesse de la lumière. Ainsi, si l’énergie est exprimée en fonction de la 
longueur d’onde on obtient : 
 2� � ��� 				10� 
 
On constate que pour les mêmes niveaux énergétiques le fait de passer d’une excitation 
monophotonique à une excitation biphotonique va multiplier la longueur d’onde d’excitation 
par deux. De plus, les excitations à un photon s’effectuent généralement entre 350 et 500 nm 
dans la gamme des rayonnements UV et une partie du spectre visible, l’excitation à deux 
photons nécessitera des longueurs d’ondes allant de 700 à 1000 nm, soit des rayonnements 
infrarouges (IR). L’utilisation de rayonnement IR présente plusieurs avantages, en particulier 
le fait de se situer dans la fenêtre de transparence des tissus vivants (Figure 13). C’est une 
gamme spectrale allant de 600 à 1200 nm où les principaux chromophores biologiques ont 
une absorbance faible. Cela va permettre des irradiations plus profondes dans les tissus 
vivants,19 jusqu’à plusieurs mm en conditions optimales, et également une diminution de la 
phototoxicité20,21 qui est principalement due à l’utilisation de lumière UV très énergétique 
dans le cas de l’excitation classique. De plus, le laser pulsé va engendrer un flux discontinu de 
photons, la chaleur va ainsi pouvoir se dissiper entre chaque pulse et par conséquent sur des 
irradiations prolongées la thermo-toxicité de l’excitation à deux photons sera très faible 
comparée à celle de l’excitation à un photon continue. 
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Figure 13. Coefficient d’absorption optique des principaux chromophores des tissus 

vivants de 0.1 à 12 µm.20 

 
Pour conclure cette section, l’excitation à deux photons présente de nombreux avantages : 
résolution 3D élevée, faible photo-toxicité/thermo-toxicité et irradiation en profondeur. C’est 
une méthode de choix pour les études in vitro et in vivo. Voyons maintenant quelques 
paramètres qui permettent de déterminer l’efficacité d’un GPP vis à vis d’une excitation à 
deux photons. 
 

I.2.3.  Paramètres photophysiques et photochimiques 
 

En excitation à deux photons l’efficacité d’un composé sera déterminée par la section 
efficace de photolibération ( !) défini par :  
  ! =  "#!   (11) 
 
où  "  est la section efficace d’absorption à deux photons exprimée en GM (également 
nommée σ2 ou   selon les sources) et Φu le rendement quantique (Figure 14). 
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Figure 14. Efficacité à un et deux photons de différents GPP libérant du glutamate.12 

 
I.2.4. Ingénierie moléculaire de chromophores sensibles à l’excitation à deux photons 

 
Les groupements photosensibles synthétisés pour l’utilisation sous excitation à un 

photon, présentés dans la première partie, se montrent peu efficaces sous excitation à deux 
photons.12 C’est en 1999 dans l’équipe de Tsien22 que le premier GPP efficace en excitation à 
deux photons est mis en applications. Un dérivé de coumarine, le Bhc, est combiné avec un 
neurotransmetteur, le glutamate, pour donner un composé capable de provoquer l’activation 
des neurones. Par la suite, Kasai et son équipe vont affiner la technique et mimer la libération 
d’un neurotransmetteur sur une synapse unique grâce au MNI-Glu et à un laser pulsé à 720 
nm.23 Suite à cela, une nouvelle génération de composés a été synthétisée, ce qui a permis de 
mettre en évidence certains paramètres permettant une augmentation de la sensibilité à 
l’excitation à deux photons. Portés par les applications en sciences des matériaux, de 
nombreux principes généraux d’ingénierie moléculaire ont été déterminés afin d’optimiser les 
propriétés d’absorption à deux photons de molécules organiques24. Ce sont les mêmes 
principes qui ont été utilisés pour l’optimisation des cages sensibles à une excitation 
biphotonique. La majorité des composés utilisés pour l’uncaging sont des dipôles non-
centrosymétriques de type électrodonneur – système conjugué π – électroattracteur (D-π-A). 
Ces systèmes sont aussi appelés « push-pull » (Figure 15). 
 

 
Figure 15.  Représentation schématique et exemple d’un système de type « push-pull » 

 
Les substituants des systèmes conjugués vont avoir un rôle majeur dans la polarité de la 
molécule. Comme citée dans la section ONL, la section efficace d’absorption δa à deux 
photons est liée aux moments dipolaires de transitions. Ainsi, la capacité plus ou moins 
importante d’un groupement à donner ou attirer des électrons va influencer directement la 
section efficace d’absorption à deux photons18,25 du composé envisagé. Hammet a étudié et 
quantifié la force des groupements électrodonneurs et électroattracteurs en prenant en compte 
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les effets mésomères et inductifs de différents substituants (Tableau 1). Un coefficient de 
Hammet a été proposé pour représenter la force d’un groupement donné à attirer ou repousser 
des électrons. 
 

 
Tableau 1. Coefficient de Hammet pour différents groupements. 

 
Pour les groupements électrodonneurs les dérivés aminés tels que -NMe2 seront préférés à 
ceux oxygénés comme -OMe. Par exemple, l’EANBP voit sa section efficace d’uncaging à 
deux photons augmenter vis-à-vis du PENB26 (Figure 16). 
 

 
Figure 16.  Exemple de modification d’un groupement électrodonneur pour augmenter la 

sensibilité d’un GPP à l’excitation biphotonique 

 
Les groupements attracteurs quant à eux sont de bien meilleurs inducteurs 
d’hyperpolarisabilité, de plus la géométrie plane de ces groupements permet une extension 
des systèmes conjugués π efficaces. Dans le cas des séries o-NB ou ortho-nitrophénéthyle (o-

NPP), les groupements nitro sont impliqués dans le mécanisme de photolibération et une 
modification n’est pas souhaitée puisque le groupement nitro a déjà un coefficient d’Hammet 
très élevé. 
Le système conjugué central est également un facteur important. Les structures de types 
biphényle et stilbène font partie des systèmes les plus utilisés afin d’augmenter la section 
efficace d’absorption à deux photons. Au sein du laboratoire des groupements stilbènes ont 
été associés à l’o-NPP27, malgré une augmentation de la section efficace d’ADP le rendement 
de libération diminue. Ceci est notamment dû au caractère photoisomérisable de la double 
liaison une partie des photons va être utilisée pour former l’isomère et non pour effectuer la 
réaction de photolyse ce qui entraine une baisse du rendement quantique. De plus, le nouvel 
isomère formé possède ses propres caractéristiques photochimiques qui peuvent également ne 
pas conduire à la photolyse. Les groupements biphényles se montrent plus efficaces comme 
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on peut le voir dans la série des o-NPP en comparant le DMNPB28 et le PMNB27 mais aussi 
plus récemment, dans la série des quinoléines avec les dérives du 8-DMAQ29,30 (Figure 17). 
Pour que les composées restent suffisamment solubles dans les milieux biologiques il faut 
rester sur des tailles de système conjugué raisonnable. 
 

 
Figure 17.  Exemple d’amélioration de la section efficace d’uncaging à deux photons par 

élongation du système conjugué et/ou introduction d’un groupement donneur 

d’électron.26,28–30 

 
Il existe d’autre agencements moléculaires conduisant à des multi-pôles, par exemple des 
systèmes de type A–π–D–π–A ou A–π–A sont moins répandus au sein des composés cagés 
mais se sont avérés très efficaces pour les composés fluorescents par excitation à deux 
photons31,32, BNS et BNSF33 en sont deux exemples majeurs. Il faut tout de même noter que 
ces deux molécules sont peu solubles en milieu aqueux, notamment à cause de leur système 
conjugué étendu très hydrophobe. Récemment, une structure plus complexe a été développé 
par l’équipe de Blanchard-Desce, un octupôle de type D-(π -A)3 (Figure 18). 34 



16  

 
Figure 18.  Multipôles utilisés en photochimie. 33,34 

 
Ces systèmes peuvent également être considérés comme des dimères ou des trimères 
conjugués. Un seul composé à la capacité de libérer deux ou trois substrats, glutamate pour 
BNS et BNSF et acétate pour l’octupôle triphénylamine. C’est pour cela que les rendements 
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de libération sont supérieurs à 100%, puisque comme établi précédemment le Rlib est défini 
par la quantité de substrat libérée par molécule après irradiation. Par exemple, dans le cas du 
BNSF, si la libération était totale, le Rlib serait égal à 200%, car on peut avoir deux substrats 
libérés pour un GPP. L’augmentation du nombre de biomolécules libérées par un GPP va 
permettre, soit d’obtenir la même quantité de substrat libéré mais à partir d’une concentration 
de composé cagé plus faible, soit de garder la même concentration et d’obtenir une libération 
plus grande.  
C’est dans cette optique que l’équipe de Blanchard-Desce a développé un octupôle basé sur 
un cœur central triphénylamine avec un GPP de la famille des quinoléines34. L’équipe de 
Dalko a également synthétisé un quadrupôle avec deux quinoléines directement liées entre 
elles en différentes positions35 (Figure 19). Malgré l’augmentation du nombre d’effecteurs 
biologiques pouvant être libérés sur ce type d’espèce, les propriétés photochimiques 
d’« uncaging » obtenues sont faibles.  
 

 
Figure 19.  Dipôle, quadripôle et octupôle de GPP.34,35 

 
Une autre approche, qui utilise le transfert d’électron photoinduit (PeT), consiste à employer 
des groupements sensibles à l’excitation à deux photons comme antenne pour transférer de 
l’énergie lumineuse au groupement protecteur. Ainsi, un composé de la série des o-NB qui est 
classiquement utilisé pour des irradiations à un photon, a vu sa sensibilité à l’excitation à deux 
photons augmentée d’un facteur 5 grâce à un dérivé fluorènyle fixé de manière covalente au 
groupement photoclivable36,37. L’équipe d’Anderson a ainsi synthétisé un composé possédant 
des caractéristiques photochimiques satisfaisantes (BEF-Pyr), ceci notamment grâce à une 
section efficace d’absorption à deux photons très élevée 38 (Figure 20). 
 

 
Figure 20.  (a) Principe de photoclivage d’un groupement protecteur photolabile via un 

transfert d’électron photoinduit. Après excitation à deux photons (i) la sonde va 

transférer ces électrons au groupement photoclivable, (ii) ce qui va provoquer la 

réaction photochimique et (iii) permettre la libération de la biomolécule.38 (b) 

Exemple de composé utilisant le PeT pour la libération de GABA. 
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Le laboratoire d’Adah Almutairi a adapté les systèmes auto-immolable à la photochimie en 
créant un composé permettant de libérer jusqu’à 2.8 glutamates par molécule. Pour cela, ils 
utilisent un système d’auto-immolation basé sur un dérivé quinone-méthide39 décliné en 
plusieurs générations avec comme déclencheur photosensible un dérivé de coumarine, le 
Bhc40 (Figure 21). Cette méthode permet de libérer plusieurs substrats mais souffre d’une 
cinétique de libération très lente (plusieurs jours), qui engendrent une perte du contrôle spatial 
de la libération. 
 

 
Figure 21.  (a) Structure du 6-bromo-7-hydroxycoumarine (b) Principe de l’auto-

immolation pour les générations 0,1 et 2.40 

 
C’est dans cette dynamique que s’inscrit cette thèse, nous nous attacherons à la mise au point 
d’un GPP efficace sous excitation à deux photons ayant la capacité de libérer plus d’un 
effecteur biologique, dans le but d’obtenir un composé capable d’engendrer un saut de 
concentration plus élevé que ceux obtenus à l’heure actuelle.  
 

I.3. Applications de l’absorption à deux photons 
 

I.3.1. Imagerie 
 

La microscopie de fluorescence a été la première à profiter à des avantages liés à 
l’utilisation de l’excitation à deux photons41. Outre les avantages décris dans les sections 
précédentes comme la résolution très élevée et la faible phototoxicité, cette technique permet 
la collecte d’un plus grand nombre de photons ce qui va grandement améliorer le rapport 
signal sur bruit. Le contraste des images obtenu avec cette technique est nettement amélioré 
comparé à la microscopie confocale42. Les sondes fluorescentes vont également être 
optimisées afin de correspondre aux exigences de l’optique non linéaire43. L’ingénierie 
moléculaire des sondes fluorescentes va établir les bases de l’optimisation de composés pour 
l’excitation à deux photons, dont les GPP s’inspireront par la suite (Figure 22). 
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Figure 22.  Comparaison entre microscopie confocale (a) et microscopie à deux photons 

(b) d’un plexus choroïde teinté de fluorescéine. (c) Exemple de sonde fluorescente 

optimisée pour la microscopie à deux photons. Microscopie deux photons in vivo des 

fonctions cérébrales (d) Exemple de cartographie à deux photons de la 

vascularisation après une injection de dextrane conjugué à une fluorescéine. 

(e) Image à deux canaux de signaux neuronaux (vert) et vasculaires (rouge) : 

(gauche) coloration des neurones par une sonde vert Oregon sensible au calcium et 

(droite) souris transgénique exprimant la GFP (« green fluorescent protein ») dans 

une sous-population de neurone. Le dextrane rouge Texas est le traceur 

intravasculaire dans les deux cas. (f) Image à trois canaux d’une souris atteinte de la 

maladie d’Alzheimer avec une sonde ciblant les amyloïdes (bleu), la GFP exprimée 

dans les neurones et dendrites (vert) and la vascularisation (rouge). 42,44 

 
I.3.2. Microfabrication 

 
La photopolymérisation est particulièrement efficace pour la création de structures 

contrôlées à l’échelle micrométrique45,46. Un mélange de photoinitiateurs et de monomères est 
irradié par un laser selon un motif défini. Grâce à l’excitation biphotonique, seuls les 
photoinitiateurs situés au point focal vont générer des radicaux qui entraineront la 
polymérisation des monomères. Cette technique va permettre d’obtenir des structures 
fonctionnelles souvent visualisées par la création de structures artistiques à l’échelle du 
micron (Figure 23).47,48 
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Figure 23.  Image de microscopie électronique à balayage de cône (a) et ligne (b) et 

microstructure 3D : (c) micro-chaîne, (d) micro-taureau de 4 ˩m 46. (e) Exemple de 

photoinitiateur utilisé dans le processus de photopolymérisation. 46–48 
 
Récemment, deux équipes ont effectué une avancée majeure dans la bio-impression. 
Contrairement à précédemment, l’excitation lumineuse ne va pas initier la création de liaison 
mais bien la photolyse d’un GPP. Le GPP va en réalité masquer la réactivité d’un des deux 
composants d’une matrice. Il s’agira ici d’obtenir après irradiation une matrice 3D 
cytocompatible, c’est à dire capable d’accueillir une culture cellulaire. Une copolymérisation 
par addition de Michael sur des fonctions thiol portées par des dérivés coumarines permet 
l’obtention d’un gel cytocompatible avec un contrôle de sa taille, sa forme et sa rigidité49. La 
seconde méthode va, elle, permettre de déclencher la formation d’un assemblage protéique 
avec une un contrôle spatial élevé50. La formation du complexe est basée sur l’affinité entre le 
glutathion et la glutathion S-transférase. Ces deux techniques ont un énorme potentiel en 
médecine régénérative et bio-impression. 
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Figure 24.  Construction 3D d’un réseau protéique par activation à deux photons.50 

 
I.3.3. Systèmes de délivrance : Micelles et polymères 

 
Les micelles sont devenues un outil puissant pour l’acheminement de sondes 

fluorescentes ou de drogues vers des cibles spécifiques. Pour en libérer le contenu, un 
stimulus tel qu’une réaction redox ou un changement de pH peuvent être utilisés. En 1999, la 
lumière, par l’intermédiaire de dérivé azobenzène, va permettre de modifier les propriétés 
macroscopiques de micelles. Par la suite les composés photosensibles vont devenir des 
molécules de choix pour obtenir des transporteurs avec une libération hautement spécifique. 
Ainsi, des composés très hydrophobes, comme le rouge de Nil, vont pouvoir être libérés sous 
excitation à un ou deux photons à partir de micelles comportant des groupements 
photosensibles51. Des nanoparticules avec des capacités de conversions ascendante 
(« upconverting nanoparticules ») sont co-encapsulées avec du rouge du Nil (« Nil-Red ») 
dans des micelles photosensibles basées sur un groupement o-NB, afin de le rendre sensible à 
des excitations à 980 nm52. En effet, la nanoparticule va absorber le rayonnement infrarouge 
et réémettre de la lumière UV qui sera à son tour absorbée par les dérivés o-NB qui 
effectueront le photoclivage. Ces nouveaux outils de délivrance possèdent une libération 
spécifique et rapide ainsi que de très bonne compatibilité biologique53. L’association des 
techniques précédentes et de nanoparticules de silice va permettre l’obtention de composés 
capables de libérer un anticancéreux mais aussi de cibler les cellules tumorales grâce à l’ajout 
d’acide folique dont le récepteur est surexprimé par les cellules cancéreuse54. 
Au même titre, les polymères sensibles à la lumière peuvent être utilisés comme système de 
délivrance de médicament. Un implant cutané a récemment démontré de formidables 
propriétés pour la libération localisée d’un anti-inflammatoire sous irradiation UV.55 
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Figure 25.  Plusieurs exemples de micelles photosensibles (a) Micelle photosensible 

« classique » : après irradiation la poche hydrophobe disparaît et libère la molécule 

d’intérêt (rouge). (b) Co-encapsulation de drogue hydrophobe et « upconverting » 

nanoparticules. (c) Enrobage par un copolymère photosensible d’une nanoparticule 

de silice. 51,52,54 
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I.3.4. Applications aux neurosciences 
 
Le système nerveux est un réseau extrêmement complexe composé de cellules 

hautement spécialisées, les neurones, capable de véhiculer un signal électrochimique. Chaque 
neurone est connecté à plusieurs milliers d’autres par le biais de synapses, ce qui fait de leur 
cartographie fonctionnelle un vrai chalenge. Historiquement, la connectivité des neurones a 
été étudiée en appliquant un stimuli électrique sur le neurone présynaptique et en enregistrant 
la réponse du neurone post-synaptique9,56 (Figure 26) par des techniques d’électrophysiologie. 
 

 
Figure 26.  (a) Représentation schématique d’un neurone (b) Schéma d’une synapse.57 

 
En 1989, Denk et son équipe décrivent une nouvelle méthode d’étude basée sur les GPP. Ils 
vont protéger un carbamoylcholine avec un dérivé o-NB, le CNB, qui après photoclivage va 
être libéré et activé les récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine (Figure 27).58 Les GPP 
permettent d’obtenir des stimulations présynaptiques plus précises avec une localisation bien 
définie comparées au stimuli électriques11, ainsi l’utilisation de ces composés va rapidement 
s’étendre aux autres neurotransmetteurs (notamment le glutamate). La résolution spatiale de 
cette méthode reste cependant limitée par la diffusion de la lumière dans les tissus vivants. En 
effet, Les longueurs d’onde utilisées avec l’excitation à un photon (de 300 à 500 nm) sont 
largement absorbées et diffusées par les chromophores endogènes de la cellule exposée. De 
plus, l’exposition de composés secondaires au rayonnement UV est un facteur de variation 
non négligeable pour l’observation de comportement physiologique. La photolibération 
chimique à deux photons (ou « chemical two-photon uncaging »)59 va apporter une première 
réponse. Attention il est important de préciser ici qu’il ne s’agit pas d’excitation à deux 
photons mais d’un double photoclivage qui va nécessiter deux photons fournis par une 

excitation à un photon. Dans ce cas, le glutamate est lié par deux groupements protecteurs α-
carboxy-2-nitrobenzyle. Ainsi, le photoclivage va demander l’absorption de deux photons, la 
probabilité d’obtenir ce résultat est plus élevée au point focal, on obtient alors un composé 
avec une meilleure résolution spatiale. 
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Figure 27.  (a) Premiers composés cagés pour les neurosciences. (b) Les deux 

neurotransmetteurs principaux du SNC. (c) Glutamate doublement protégé. (d) 

Représentation théorique de la zone de libération du glutamate après photoclivage 

pour une protection simple et double. Le rouge représente les concentrations les plus 

élevées et le bleu les plus faibles.59 

 
Par la suite, la première génération de composés sensibles à l’excitation à deux photons, tel 
que le Bhc-Glu22 et le MNI-Glu60, vont conduire à  des résolutions spatiales encore plus 
élevées et une pénétration bien plus profonde dans les tissus. Désormais, la libération de 
glutamate atteint une résolution suffisante pour effectuer des études ex vivo où seule une épine 
dendritique, c’est-à-dire la synapse d’une dendrite, est excitée23,61. Ces nouveaux outils ont 
apporté une contribution importante dans la compréhension détaillée des mécanismes de 
connexion entre les neurones.62 (Figure 28). 
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Figure 28.  (a) Première génération de glutamate protégé sensible à l’excitation à deux 

photons (b) Schéma illustrant l’application locale de drogue via une micropipette (P) 

dans la région dendritique contenant la synapse d’intérêt et à proximité d’une pipette 

d’enregistrement (R). Image de microscopie à deux photons représentant (c) un 

neurone complet, (d) un segment d’épines dendritiques et (d) une épine dendritique.61 

 
Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du SNC, il est contrebalancé par le 
GABA qui est le principal neurotransmetteur inhibiteur. Les processus physiologiques des 
neurones sont ainsi constamment excités ou inhibés principalement en fonction du ratio de ces 
deux neurotransmetteurs. Malgré leur importance, les dérivés cagés de GABA sont moins 
développés. Ceci est en partie dû au fait que la majorité des molécules synthétisées conservent 
une affinité pour les récepteurs GABA après fixation du GPP. Ces molécules sont 
antagonistes des récepteurs GABA60,63,64. Ceci pose deux problèmes majeurs : tout d’abord le 
composé protégé antagoniste qui n’a pas réalisé la déprotection va masquer l’effet du GABA 
libéré, de plus l’incubation avec un antagoniste peut perturber la physiologie initiale de 
tissu56. Certains composés, comme le RuBi-GABA, ne montrent aucun antagonisme mais sont 
faiblement efficaces en excitation à deux photons et présentent une toxicité sur les cellules 
neuronales65. Néanmoins, l’utilisation de GPP très efficace permet de contrer en partie ces 
problèmes mais la mise au point d’un composé non antagoniste reste une nécessité. L’essor 
des GPP sensibles à l’excitation à deux photons a permis le développement de composés 
nettement plus efficaces que les premières générations tel que CDNI66 ou EANBP26 mais 
également avec des sensibilités à des gammes de longueurs d’onde très différentes. L’équipe 
d’Ellis-Davis a profité de cette diversité pour combiner plusieurs composés photosensibles, le 
DEAC450-Glu et le CDNI-GABA67. Ils vont ensuite pouvoir choisir quel composé sera libéré 
en fonction de la longueur d’onde d’excitation utilisée, ainsi le glutamate pourra être libéré 
par excitation à 900 nm alors que le GABA le sera par excitation à 720nm. 
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Figure 29.  (a) Nouvelles générations de neurotransmetteurs protégés par des GPP. (b) 

Spectre d’absorption du CDNI (bleu), DEAC (violet) et DEAC450 (rouge).67 

 
Les nombreux outils photochimiques à notre disposition nous rapprochent de plus en plus 
d’un contrôle poussé des voies de signalisations neuronales. C’est dans cette continuité 
d’amélioration des outils neurophysiologiques que va s’inscrire cette thèse et le projet auquel 
nous avons collaboré. 
 

I.4. Projet 
 

Cette thèse est issue d’un projet collaboratif international entre des laboratoires de 
différents pays financé par l’organisation « Human Frontier Science Program ». Il a pour but 
l’étude du réseau cognitif de l’hippocampe par imagerie fonctionnelle et manipulation à haute 
résolution in vivo (titre original : « In vivo functional imaging and high-resolution 
manipulations of hippocampal memory circuits »). Les expériences de neurophysiologie 

seront effectuées par l’équipe du Dr. Attila Losonczy de l’université de Columbia, la 
biochimie sera gérée par l’équipe du Dr. Boris Zemelman de l’université du Texas à Austin, 
les expériences optiques seront menées à Vienne par l’équipe du Dr. Vaziri, enfin la synthèse 
de nouveaux outils photochimiques sera assurée par moi-même sous la direction du Dr. 
Frédéric Bolze à Strasbourg. 
Comme nous l’indique le titre du projet, le but est de travailler sur l’hippocampe. 
L’hippocampe est une partie du cerveau qui joue un rôle important dans la navigation spatiale 
et la mémoire à long terme. Il est souvent utilisé en neurophysiologie comme modèle du 
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système nerveux car son organisation en strates distinctes facilite l’expérimentation. De plus, 
c’est une des seules structures à présenter une activité de neurogénèse, création de nouveau 
neurone, chez l’adulte. L’hippocampe est séparé en différentes aires, l’aire CA1 est 
privilégiée pour les expériences car il correspond à un modèle simplifié de l’organisation 
anatomique de l’hippocampe entier68, de plus il contient les cellules de lieu ou « place cell » 
(Figure 30).69,70 
 

 
Figure 30.  (a) Hippocampe (bleu) chez l’homme. (b) Hippocampe (bleu) chez le rat. (c) 

Représentation des différente partie d’un hippocampe de rat.71,72 

 
Les cellules de lieu sont des neurones dont l’activité est modulée par des éléments spatiaux 
(par exemple : un lieu visité). L’activation des neurones est ensuite centralisée au sein d’une 
carte cognitive spatiale (CCS) que notre cerveau va interpréter. Les informations actuelles sur 
le codage de la navigation spatiale ont permis d’élaborer la théorie de la CCS. La CCS peut 
être représentée par une grille composée d’une série de neurones, les cellules de lieu. Chaque 
lieu enregistré dans notre mémoire va correspondre à un motif où certains neurones sont actifs 
et certains silencieux. Ces neurones sont activés de manière plus ou moins intense selon 
l’information visualisée. Par exemple, pour un lieu A (un lac), un motif précis va être activé. 
Lorsque nous faisons appel à des informations sur un lieu bien distinct B (un désert), si l’on 
observe la même série de neurone un motif d’activation totalement différent va apparaître, ce 
phénomène est appelé « global remapping » (Figure 31). 
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Figure 31.  Représentation schématique d’un « global remapping ». Le changement de 

lieu va provoquer l’activation d’un motif différent de neurone. 70 

 
En revanche, si la différence entre deux lieux est subtile, par exemple le même lieu mais avec 
un angle différent A’, on assistera à un phénomène de « rate remapping » et dans ce cas un 
motif similaire sera utilisé mais l’intensité d’activation des neurones sera différente (Figure 
32).73 
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Figure 32.  Représentation schématique d’un « rate remapping ». Pour un changement 

subtil d’environnement spatial, un motif similaire de neurone est utilisé mais a des 

intensités différentes. 70 

 
La théorie de la CCS se base sur des observations expérimentales, cependant la formation et 
la dynamique des différents phénomènes de codage est encore inconnue et leur 
compréhension constitue le chalenge de ce projet.74,75 Si l’on regarde à l’échelle cellulaire, la 
structure d’un neurone de l’aire CA1, on constate des entrées glutamatergiques excitatrices 
provenant de deux autres parties de l’hippocampe, l’aire CA3 et le cortex entorhinale. Des 
interneurones GABAergic sont également présents et vont produire une inhibition locale.76,77 
L’activité de ce type de neurones va donc être une balance entre des excitations extrinsèques 
et des inhibitions locales (Figure 33). 
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Figure 33.  (a) Schéma  simplifié d’un neurone de l’aire CA1. (b) Image d’un neurone 

CA1 en microscopie à fluorescence. 78 

 
Notre rôle dans cette étude va être de fournir des outils capables de perturber ces systèmes à 
l’échelle cellulaire et ceci afin de déterminer le rôle d’une ou d’un sous-groupe de cellules. 
Pour ce faire, nous allons utiliser les GPP présentés dans la première partie combinés à 
différents substrats d’intérêt : le duo glutamate / GABA et des dérivés de quinuclidine. Le 
glutamate et le GABA cagés vont permettre de provoquer des cascades physiologiques tandis 
que les dérivés de quinuclidine cagés doivent apporter la possibilité de rendre inactive la zone 
ciblée. 
Au sein du laboratoire la série des o-NPP a été très développée, et des composés tels que 
l’EANBP ou le PENB présentent des caractéristiques photochimiques, photophysiques très 
satisfaisantes et une faible cytotoxicité. L’association de ces dérivés au glutamate fonctionne 
efficacement, cependant ils sont peu adaptés pour le GABA puisque les composés deviennent 
antagonistes. Cette thèse a été motivée par l’idée d’apporter une nouvelle plateforme aux GPP 
et une nouvelle manière d’utiliser ces groupements, en s’inspirant de la tendance qu’a connue 
le domaine des sondes pour l’imagerie à dendrimériser et nanostructurer ces composés. L’idée 
est de mettre au point un système qui permettrait de combiner plusieurs GPP afin de 
multiplier le nombre de substrats libérés. L’obtention d’un saut de concentration plus élevé 
permettrait d’aborder ces composés de deux manières, soit en conservant les mêmes 
concentrations pour obtenir un effet plus important, soit en diminuant la concentration en 
conservant l’effet initial mais en en diminuant l’impact sur la cellule. De plus, dans le cas 
spécifique du GABA, la diminution des concentrations permettait une diminution de l’effet 
antagoniste. On peut également envisager que des structures de grande taille annulent 
totalement l’antagonisme du GABA cagé. 
Enfin pour obtenir une palette complète d’outils pour l’étude des neurones nous avons étudié 
les dérivés de quinuclidine qui sont utilisés en combinaison avec l’ingénierie protéique du 
récepteur à l’acétylcholine α7 nicotinique permettent d’obtenir un puissant outil d’inhibition 
des neurones. A l’heure actuelle, ces dérivés n’ont jamais été cagés et il serait très intéressant 
de pouvoir ajouter un contrôle spatio-temporel à ce type d’outils. Ainsi nous nous sommes 
intéressés à la synthèse de nouveaux dérivés de quinuclidine capable de fixer un GPP tous en 
conservant leur affinité pour leur récepteur. 
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          CHAPITRE II  ETUDES PRELIMINAIRES 
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II.1. Introduction 
 

Pour débuter cette étude, nous nous sommes inspirés du BNS et du BNSF. Ces 
molécules possèdent de très bonnes sections efficaces de libération à deux photons ( !) mais 
souffrent d’un manque de solubilité notamment à cause de leur système conjugué étendu très 
hydrophobe conduisant à des molécules peu solubles dans l’eau (Figure 34). 
 

 
Figure 34.  BNS-Glu et BNSF-Glu 

 
Notre première approche a été de synthétiser des composés comportant deux à quatre GPP et 
de manière non conjuguée, contrairement au BNS et au BNSF. Nous avons décidé de débuter 
le projet avec de petites structures modèles afin d’appréhender plus facilement le 
comportement de ce nouveau type de composé, puisqu’à notre connaissance aucune donnée 
n’existe sur ce type de système. Notre choix s’est porté sur la série des o-NPP développée au 
sein du laboratoire. Nous avons choisi d’utiliser comme unité de base un dérivé possédant un 
groupement donneur oxygéné comme le PENB ou le PMNB. En effet, la synthèse, la 
fonctionnalisation et la purification des dérivés oxygénés est plus accessible que celles des 
dérivés aminés comme EANBP malgré des sections efficaces d’uncaging à deux photons plus 
élevées (Figure 35). 
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Figure 35.  PMNB-Glu, PENB-Glu et EANBP-Glu 

 
Il est important de préciser que le PMNB et le PENB ont des paramètres photochimiques 
similaires, mais la solubilité accrue du PENB en milieu biologique (aqueux) due à la chaîne 
éthylène glycol est un avantage pour une application biologique de ces groupements 
photolabiles. Ces deux composés ont été très largement étudiés,26,27,79 ce qui nous donne accès 
à l’ensemble de leurs paramètres photochimiques et photophysiques (Tableau 2). L’évolution 
du spectre d’absorption durant l’irradiation permet de suivre la réaction de photolyse, les 
points isobestiques définis par ces spectres nous indique que la réaction forme 
majoritairement un type de sous-produit. Enfin le dosage du glutamate libéré, nous indiquera 
que la voie de photolyse est privilégié (Figure 36). 
 

 
Tableau 2. Données photophysiques et photochimique de PMNB-glu et PENB-

Glu.26 
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Figure 36.  Spectre d’absorption et évolution au cours de l’irradiation (en minutes) de 

PENB-Glu.80 

On peut voir au cours du temps une diminution de l’absorbance à 317 nm qui correspond à la 
disparition du glutamate cagé et une augmentation à 300 et 390 nm qui traduit la formation du 
sous-produit de photolyse. La longueur d’onde plus élevée suggère la formation d’un sous-
produit avec un système conjugué plus étendu comme l’évoque le mécanisme proposé dans la 
littérature. Cependant ces sous-produits n’ont pas été caractérisés car l’irradiation continue 
provoque une dégradation de ceux-ci.80 Une fois excité le produit peut emprunter plusieurs 
voies réactionnelles, l’optimisation des composés o-NPP a permis de favoriser la réaction 
majoritaire conduisant au photoclivage mais des réactions secondaires peuvent apparaître 
(Figure 37).81 

 

 
Figure 37.  Mécanismes photochimiques proposés pour la série o-NPP.5 

 
Voyons maintenant comment il est possible de combiner plusieurs GPP au sein d’une même 
molécule. La synthèse d’un dimère et d’un tétramère non conjugué vont permettre d’observer 
les propriétés de ce type de composés afin d’orienter nos choix pour des composés de plus 
grande taille.   
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II.2. Synthèse 
 

II.2.1. Dimère non conjugué 
Le projet a débuté avec la synthèse d’un dimère non-conjugué. Pour relier les deux 

GPP entre eux, une chaîne diéthylène glycol a été choisie afin de correspondre au plus près au 
modèle du PENB et d’augmenter la solubilité du système. La voie de synthèse choisie pour le 
DPENB est convergente (Schéma 1). 
 

 
Schéma 1.  Rétrosynthèse du DPENB. 

 
Le premier synthon 3 (Schéma 2) est préparé comme décrit dans la littérature.82 La synthèse 
commence par une substitution nucléophile aromatique indirecte 83,84 en ortho du para-
bromonitrobenzene pour former l’ester 1, suivie d’une méthylation en alpha du carbonyle et 
d’une réduction de l’ester pour obtenir l’alcool 2. L’halogène est ensuite substitué par un ester 
boronique ce qui mène à l’ester boronique 3. Pour le second synthon 5, un bis-tosylate 4 est 
préparé à partir du diéthylène glycol, après substitution nucléophile par le 4-iodophénol on 
obtient l’espèce di-halogénée 5. Ensuite, après un double couplage de Suzuki entre 3 et 5 sous 
conditions micro-ondes, le dimère non-conjugué DPENB est obtenu avec un rendement de 
5% en 5 étapes (Schéma 2). A partir du DPENB une grande variété de substrats peut être 
fixée. Dans notre cas, nous allons tout d’abord effectuer une estérification avec l’acide (4-
méthoxyphényl)acétique (mpa) pour obtenir le DPENB-mpa2. Le mpa est un chromophore 
qui pourra être détecté simplement par spectroscopie UV-visible, ce qui va permettre une 
détermination rapide de l’efficacité du GPP. Le dosage d’effecteur biologique tel que le 
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glutamate, qui n’absorbe pas dans la zone UV-visible nécessite un kit de dérivatisation ce qui 
rend la procédure beaucoup plus longue. Le mpa mime la liaison entre le DPENB et le 
glutamate, l’efficacité de photolibération devrait ainsi être similaire transposable d’un ligand à 
l’autre. 
 
 

 
Schéma 2.  Synthèse du dimère non conjugué DPENB 

a) tert-butoxide de potassium, tert-butylchloroacetate, DMF, TA, 2 h, 99%. b) 1. NaH, CH3I, THF, 24 h TA, 
83%; 2. DIBAL-H, THF, 30 min, 0°C, 67%. c) bis(pinacolato)diborane, AcOK, Pd(dppf)Cl2, DMSO, 80°C, 15 
h, 53%. d) TsCl, Et3N, CH3CN, TA, 24 h, 88%. e) K2CO3, iodophénol, CH3CN, 100°C, 24 h, 65% f) K2CO3, 
TBAB, Pd(OAc)2, EtOH/H2O (2:1), microondes 170°C, 15 min, 25%. g) acide 4-methoxyphenylacetique, DCC, 
DMAP, DCM, 15 h, TA, 44%. 
 

II.2.2. Tétramère non conjugué 
 

Un tétramère non conjugué, basé sur un cœur pentaérythritol a aussi été préparé, Le 
but va être de fixer de manière covalente quatre PENB ensembles, autour du pentaérythritol 
C’est à nouveau une synthèse convergente basée sur deux synthons préparés en parallèles 
(Schéma 3). 
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Schéma 3. Rétrosynthèse du TPENB 

 
Le synthon 3 est le même que celui utilisé dans la section précédente. La même voie de 
synthèse que le diéthylène glycol est utilisée pour le second synthon, mais cette fois avec le 
pentaérythritol. On forme tout d’abord le tétra-tosylate 8, qui est ensuite substitué par 
l’iodophénol pour obtenir l’espèce tétra-iodée 9. L’étape suivante est un « tétra-couplage » de 
Suzuki ; cependant le manque d’efficacité de la réaction n’a pas permis d’obtenir le TPENB 
10 pur avec de bons rendements. En effet, même après purification, le TPENB 10 est mélangé 
à deux autres composés : 10b un dérivé n’ayant que trois dérivés nitro et ayant subi la perte de 
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l’iode sur son dernier cycle et le pseudo-TPENB 11 qui possède quatre PENB mais dont l’un 
a subi une déformylation. La réaction à l’origine de la dégradation du pseudo-TPENB ne 
semble pas commune. La séparation de 10 et 11 a pu être réalisée sur HPLC analytique, 
cependant afin de d’obtenir une quantité exploitable à l’étape finale, la décision a été prise 
d’effectuer le couplage du mpa sur le mélange. De plus, après estérification du mpa, la 
purification devrait être simplifiée du fait que l’un des composés possède quatre mpa et les 
deux autre trois. Finalement, seul le pseudo-TPENB-mpa3 12 a pu être isolé en quantité 
suffisante pour les premières mesures photochimiques. Le TPENB-mpa4 est tout de même 
détecté à l’état de trace, mais ne sera hélas pas exploitable. Le produit 12 obtenu peut être 
considéré comme un pseudo-tétramère car il possède bien les quatre blocs biphényles, 
néanmoins seul trois mpa ont pu être greffés. Il nous a semblait pertinent d’étudier ce 
composé car il possède une structure très similaire à la molécule visée et pourra fournir des 
informations sur le processus de photolyse. 
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Schéma 4. Synthèse du TPENB-mp4 

a) tert-butoxide de potassium, tert-butylchloroacetate, DMF, TA, 2 h, 99%. b) 1. NaH, CH3I, THF, 24 h TA; 2. 
DIBAL-H, THF, 30 min, 0°C, 67%. c) bis(pinacolato)diborane, AcOK, Pd(dppf)Cl2, DMSO, 80°C, 15 h, 53%. 
d) TsCl, Et3N, CH3CN, TA, 24 h, 30%. e) iodophenol, NaOH, DMF, 160°C, 24 h, 71%. f) K2CO3, TBAB, 
Pd(OAc)2, EtOH/H2O (2:1), microondes 160°C, 45 min, 13%. g) acide 4-methoxyphenylacetique, DCC, DMAP, 
DCM, 15 h, TA, 10% 
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II.3. Etude photophysique et photochimique des dimères et 
tétramères non conjugués 
 

Le coefficient d’extinction molaire (ɛ) et le rendement de libération (Rlib) sont 
déterminés et comparés aux données de la littérature concernant PENB-Glu26 considéré 
comme le monomère de cette série. (Tableau 3) 
 

 
Tableau 3. Paramètres photochimiques pour le DPENB-mpa2 et du pseudo-

TPENB-mpa3 

 
Tout d’abord, étudions les résultats obtenus pour le dimère DPENB. Le premier paramètre 
comparé est le λmax, celui-ci ne varie pas de manière significative entre PENB et le DPENB. 
Les molécules de la série des o-NPP possèdent en effet une bande d’absorption très large 
entre 300 et 350 nm qui ne permet pas une détermination très précise du maximum 
d’absorbance. Additionné à l’absorption caractéristique des GPP on note l’apparition de 
l’absorbance des groupements mpa à 270 nm (Figure 38). Le fait de lier de manière covalente 
mais non conjuguée deux PENB ensemble devrait conduire, selon la loi de Beer-Lambert, à 
une addition de leur ε pour un résultat attendu d’environ 19 000 M-1.cm-1. Hors nous 
observons un ε de 12 600 M-1.cm-1 ce qui suggère une interaction entre les deux blocs 
aromatiques responsable de l’absorbance.85,86 On peut supposer que des interactions 
intramoléculaires de type π-π-stacking se mettent en place.  
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Figure 38. Spectre d’absorption et évolution au cours de l’irradiation à 315 nm (en 

minutes) du DPENB-mpa2. Mesures effectuées à 25 ˩M dans un mélange 1/1 tampon 

PBS1x / CH3CN toutes les minutes pendant 11 minutes. 

L’évolution du spectre d’absorption au cours de l’irradiation est similaire à celui obtenu avec 
PENB-Glu, ainsi on retrouve une diminution de l’absorbance au λmax qui correspond à la 
disparation du mpa cagé et une augmentation de l’absorbance à 300 et 390 nm qui traduit la 
formation du sous-produit de photolyse. La formation du sous-produit peut-être visualisée de 
manière plus distincte en soustrayant le spectre d’absorption à t= 0 avec chaque spectre relevé 
à un temps différents. On obtient ainsi un graphique où l’on distingue nettement l’évolution 
de la réaction de photolyse et la formation des sous-produits (Figure 39). Cependant, il est 
important de noter qu’il n’y a pas de points isobestiques nets, les courbes ne vont converger 
qu’après trois minutes d’excitation. Ce phénomène va traduire la présence d’au moins un 
processus photochimique supplémentaire qui ne conduit pas au photoclivage voulu, de plus de 
t0 à t3 les spectres semblent subir une translation qui pourrait indiquer un réarrangement de la 
molécule. 
 

 
Figure 39.  Soustraction des spectres enregistrés au cours de l’irradiation à 315 nm par 

rapport à T0 du DPENB-mpa2. 

 
Malgré un profil d’irradiation satisfaisant se rapprochant de celui obtenu pour le monomère, 
le Rlib est plus faible qu’attendu, après excitation seule 0.8 mpa par molécule sont libérés, ce 
qui est plus faible que les résultats du PENB tout en restant dans le même ordre de grandeur. 
Ainsi l’interaction entre les deux sous-unités PENB du dimère à l’origine de la faible 
absorbance perturbe également la réaction de photolyse. 
Ce phénomène a aussi été observé sur le pseudo-TPENB-mpa3 mais de manière plus 
accentuée. Cette fois, on constate un déplacement bathochrome du λmax d’une vingtaine de nm 
(Figure 40). A nouveau l’ε est plus faible que celui attendu, 25 000 au lieu de 38 000 M-1.cm-1 
environ. Il est intéressant de noter que l’ε du pseudo-tétramère correspond au double de celui 
du dimère. Ce qui pourrait traduire une interaction par paire entre les quatre structures 
biphényles.  
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Figure 40.  Spectre d’absorption et évolution au cours de l’irradiation à 315 nm du 

pseudo-TPENB-mpa3. 

 
Le profil d’irradiation va montrer une évolution rapide et également plus discrète (amplitude 
plus faible), en effet on constate qu’après deux minutes d’excitation un palier est atteint et va 
très peu varier même après 30 minutes d’irradiation. Ceci est confirmé par les spectres 
différentiels qui nous permettent de voir qu’il n’y a que très peu d’évolution de la photolyse 
dans le temps et une absence de points isobestiques qui suggère que des voies réactionnelles 
secondaires qui ne mènent pas à la photolyse sont empruntées (Figure 41).  
 

 
Figure 41.  Soustractions des spectres enregistrés au cours de l’irradiation par rapport à 

T0 du pseudo-TPENB-mpa3. 
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Enfin, le Rlib est de 0.7 mpa par molécule libérée après excitation ce qui est plus faible que 
pour PENB ou DPENB. On peut ainsi conclure que la quasi-totalité de la réaction de 
photolyse s’effectue dans les deux premières minutes (présence de deux points isobestiques) 
et permet de libérer 0.7 mpa par molécule. 
 

II.4. Conclusion préliminaire 
 
Les premières expériences ont permis de mettre en avant la présence d’interactions 

intramoléculaires à priori de type π-π-stacking entre les différents blocs aromatiques. L’ ɛ 
nous suggère des interactions par paires (Figure 42) qui vont être à l’origine d’une diminution 
de l’absorbance mais également d’une perturbation de la réaction de photolyse. 
 

 
 

Figure 42.  Schéma des interactions de π-π-stacking possibles pour DPENB-mpa2 et 

pseudo-TPENB-mpa3. 

 
Si l’on considère que la photolyse des sous-unités s’effectue de manière séquentielle, les 
interactions intramoléculaires ne semblent pas poser de problème lors du premier 
photoclivage, les rendements de libération restant dans la même gamme que le monomère. 
Par contre, une fois qu’une des deux sous-unités de la paire se sépare de son ligand, la gêne 
stérique du mpa disparait et l’interaction entre les deux sous-unités peut se renforcer ce qui 
peut perturber le second photoclivage (Figure 43). Dans le cas du pseudo-tétramère, l’une des 
sous-unités ne peut pas fixer de ligand, l’interaction avec la sous-unité voisine sera déjà 
maximale. Ainsi le composé n’aurait la possibilité réelle de ne libérer qu’un seul ligand, ceci 
expliquerait le faible résultat du Rlib. 
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Figure 43.  Représentation possible des interactions intramoléculaires pour DPENB et 

pseudo-TPENB avant et après excitation 

 
Cette explication n’est cependant pas complète puisque nous devrions obtenir 90% de 
rendement de libération comme pour le PENB. Il faut considérer un autre point, les sous-
produits formés après photolyse du PENB ne vont pas perturber la photochimie de ce dernier, 
cependant les sous-produits provenant du DPENB ou du pseudo-TPENB sont liés entre eux et 
peuvent plus facilement interagir avec les autre sous-unités n’ayant pas encore effectué le 
photoclivage. On peut néanmoins écarter cette possibilité pour le DPENB car son spectre 
d’absorption au cours de l’irradiation montre une évolution constante qui ne semble pas être 
perturbée par une espèce secondaire, contrairement à ce qu’on peut voir avec le pseudo-
tétramère. 
Des simulations de dynamique moléculaire avec le logiciel ChemBio3D® peuvent nous 
donner des informations sur le comportement de ces espèces. La dynamique moléculaire 
utilise la mécanique Newtownienne pour simuler les mouvements des atomes. Ces 
simulations sont effectuées en phase gazeuse, et n’ont pas la prétention de modéliser ce qui se 
passe pour nos échantillons en présence de solvant. Néanmoins les tendances présentées par 
celles-ci semblent pertinentes à la vue des résultats expérimentaux. Ainsi, on constate bien un 
rapprochement des deux blocs aromatiques avec des distances qui varient entre 3.9 et 5.0 Å. 
De plus, sur le TPENB, le π-stacking est présent par paires de sous-unités. Il semblerait 
également que le mpa n’ait pas d’influence majeure et ne participe pas à ces interactions 
(Figure 44). 
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Figure 44.  Simulation de dynamique moléculaire de différents GPP nanostructurés (bloc 

aromatique en jaune). 
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Des simulations ont également été effectuées sur des dérivés du DPENB possédant des 
chaînes centrales éthylène glycol plus longues (jusqu’à 32 atomes de carbones), aucune 
différence significative n’a été relevée sur ces simulations. La flexibilité de la chaîne éthylène 
glycol n’empêche pas le rapprochement des blocs aromatiques, mêmes les plus longues 
chaînes ont tendances à s’enrouler sur elles-mêmes, ce qui ne favorise pas l’éloignement des 
GPP. 
 

II.5. Alternative 
 

Structurer au sein d’une même plateforme des GPP à l’aide d’un simple lien organique 
tel que le diéthylène glycol ou le pentaérythritol ne semble pas suffisant pour obtenir un 
composé efficace. En effet, il semble nécessaire de supprimer les interactions possibles entre 
les différentes sous-unités. Pour cela, la partie centrale de la molécule doit être modifiée. Le 
diéthylène glycol et le pentaérythritol sont des groupements de petite taille et flexibles, ce qui 
peut favoriser les interactions intramoléculaires. Les expériences précédentes nous ont permis 
de déterminer les critères important pour le choix du cœur du composé, comme la solubilité, 
la taille et la flexibilité. Comme alternative, nous nous sommes tournés vers les groupements 
polyamidoamine (PAMAM). Ce sont des systèmes dendrimériques qui se déclinent en 
plusieurs générations, très solubles en milieu aqueux et possédant des amines terminales 
facilement fonctionnalisables. De plus, ce sont des produits commerciaux, ce qui permet 
d’avoir facilement accès à une large gamme de dendrimères. Cependant, ils restent flexibles 
et ne vont pas figer complètement la conformation des sous-unités. Il s’agit là d’un 
compromis car cela reste compliqué de trouver des composés solubles dans l’eau et également 
très rigides. Nous pensons que la longueur des chaînes sera suffisante pour éloigner les sous-
unités les unes des autres. Les simulations de dynamique moléculaire effectuées 
préalablement sur le PAMAM de génération 0, qui peut posséder jusqu’à quatre GPP, 
semblent indiquer un espacement des sous-unités photosensible (Figure 45). 
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Figure 45. Simulation de dynamique moléculaire avec le nouveaux « cœur » PAMAM 

(bloc aromatique en jaune).   
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        CHAPITRE III  DENDRIMERE DE TYPE  PAMAM 
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III.1. Introduction 
 
Les PolyAMidoAMines (PAMAM) sont une classe de dendrimères qui sont constitués 

de l’enchainement de sous-unités amides et amines. Synthétisés pour la première fois en 
198587, c’est la première famille de dendrimère à être caractérisée et commercialisée. Ils sont 
parfois appelés « starburst » ce qui signifie littéralement « éclatement d’étoile » en référence à 
leur forme sphérique et au fait que chaque génération est de plus en plus grande.88 Les 
dendrimères de types « starburst » sont séparés en trois niveaux d’architectures : le cœur 
initiateur, pour le PAMAM il s’agit de l’éthylène diamine, la couche intérieure liée de 
manière radiale au cœur initiateur, qui va définir la génération en fonction du nombre d’unités 
répétées, et la couche externe liée à la dernière répétition de la couche interne, qui correspond 
aux groupements terminaux portant les amines libres (Figure 46). 

 

 
Figure 46. Structures moléculaires simulées de différentes générations de PAMAM. Cœur 

initiateur (I), rouge ; couche interne, jaune ; couche externe, bleue.88 
 

La dendrimérisation des PAMAM permet un contrôle précis de leur taille et de leur forme, ce 
qui en fait un outil de valeur dans de nombreux domaines. Tout d’abord, leur structure 
comprend de nombreux hétéroatomes qui lui permettent d’être très soluble en milieux 
biologiques. Ils vont souvent être utilisés pour développer des nanotransporteurs du fait de ça 
biocompatibilité et sa fonctionnalisation aisée.89 Ils ont également été associés à des GPP pour 
la libération contrôlée d’anti-cancéreux mais avec des groupements sensibles uniquement en 
excitation à un photon90. De plus, moins de 10 % des positions (8/110) disponibles sont 
utilisées pour lier des GPP, le reste sera fonctionnalisé avec des dérivés d’acide folique utiles 
pour l’adressage de cellules cancéreuses.90,91 Enfin, certains composés destinés à l’imagerie 
ont aussi été associés au PAMAM et à ce jour ils restent les seuls exemples d’utilisation du 
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PAMAM pour structurer des fluorophores sensibles à une excitation à deux-photons.92–94 Il 
faut noter que les neurosciences ont déjà employé des dérivés de PAMAM pour la nano-
thérapie ou encore l’imagerie, et il semblerait qu’ils soient compatibles avec l’utilisation que 
nous souhaitons en faire.95 Il faudra cependant être attentif à la taille du composé, notre but 
étant de provoquer des réactions de photolyse à proximité d’une fente synaptique, il sera ainsi 
nécessaire que la molécule puisse y accéder. Les synapses possèdent des fentes synaptiques 
d’environ 200 Å nous devrons donc nous limiter aux premières générations de PAMAM.96 
Les dendrimères peuvent être fonctionnalisés de différentes manières au niveau de leur 
groupements terminaux (amine, alcool, acide carboxylique, sel de carboxylate, ester, acide 
succinique …). Au regard de notre synthèse (voir III-2-1), nous avons choisi d’utiliser des 
PAMAM possédant des amines terminales (Figure 47). Comme nous allons travailler avec les 
premières générations (0 à 2), même en additionnant la taille des GPP que nous allons ajouter 
sur le dendrimère, il ne devrait pas y avoir de problème de taille avant la génération 7 
(Tableau 4) et l’accès aux fentes synaptiques ne devrait pas poser problème.88 
 
 

 
 

Figure 47. Formules des PAMAM avec amines terminales (couleur) de génération 0, 1 

et 2. 
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Tableau 4. Caractéristiques physiques des PAMAM-aminés.97 

 

III.2. PAMAM G0/G1 
III.2.1. Synthèse 

 
Afin de pouvoir conjuguer les GPP au PAMAM, la synthèse a dû être adaptée. Pour 

cela nous avons placé un acide carboxylique substitué sur le GPP qui permettra en utilisant 
des réactifs de couplage peptidique classiques d’obtenir une liaison amide stable à l’hydrolyse 
et adaptée aux milieux biologiques. D’autre part, le couplage de Suzuki se fait désormais à 
partir de l’acide (4-hydroxyphényl)boronique commercial plus stable que l’ester boronique 
utilisé précédemment. Cela permet d’obtenir un rendement global plus élevé car les réactions 
de couplage des GPP au PAMAM sont faites avec un large excès de GPP et en nécessite donc 
de grandes quantités. 
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Schéma 5. Rétrosynthèse du NPG0.  

 
A partir de l’alcool 2 dont la synthèse est décrite précédemment, et de l’acide (4-
hydroxyphenyl)boronique, un couplage de Suzuki est utilisé pour former 13. Une substitution 
nucléophile du tert-butylchloroacétate permet d’obtenir le composé 14, dont l’alcool va être 
protégé par un groupement acétate dans le but de ne pas perturber le couplage avec le 
PAMAM. Pour finir, l’alcool protégé 15 est mis en présence de TFA afin de déprotéger sa 
fonction ester. L’acide carboxylique 16 peut ensuite être couplé avec le PAMAM. (Schéma 6) 
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Schéma 6.  Nouvelle voie de synthèse du dérivé PENB pour le couplage aux dendrimères. 
a) TBAB, K2CO3, Pd(OAc)2, 170 °C, 10 min., micro-ondes, eau, EtOH, 95%. b) K2CO3, ACN, DMF, TA, 95%. 
c) Ac2O, DMAP, DCM, TA, 97%. d) TFA, DCM, TA, 95%. 
 
Afin de mieux appréhender les propriétés de ces nouveaux composés, nous avons décidé de 
travailler avec les premières générations 0 et 1 qui possèdent respectivement quatre et huit 
groupements amines terminaux. Les mêmes conditions sont utilisées pour les deux 
générations. Le N,N’-diisopropylcarbodiimide (DIC) et le 1-hydroxybenzotriazole (HoBt) 
vont former un ester activé à partir de l’acide 16, qui va ensuite réagir avec les amines 
primaires du PAMAM pour former les liaisons amides du composé 17. L’alcool 18 est 
régénéré en milieu basique dans le méthanol après une heure. Ces composés vont également 
être couplés par estérification de Steglich98 au mpa pour former 19 et testés dans les mêmes 
conditions que les composés précédents. (Schéma 7) 
 

 
Schéma 7.  Couplage et fonctionnalisation du GPP sur un dendrimère de type PAMAM. 

a)1. DIC, HoBt, DMF, 30 min, TA. 2. PAMAM-G(x), DMF, 24h, TA, 82%(G0) / 52%(G1). b) K2CO3, MeOH, 
TA, 1h, 99% (G0 et G1). c) 1.DIC, DMAP (cat.), DMF, TA, 19h (G0) / 24h (G1), 18%(G0) / 36%(G1). 
 

III.2.2. Caractérisation 
 

Pour déterminer la nature des composés préparés précédemment, nous avons utilisé 
principalement la spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton, la 
spectroscopie de masse ainsi que la chromatographie en phase liquide à haute performance 
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(HPLC). Pour commencer, les spectres 1H des deux réactifs de base 16 et PAMAM-G1 sont 
relevés dans le méthanol deutéré (Figure 48). Pour le composé 16 l’attribution des pics s’est 
faite de manière séquentielle suite à l’ajout des différents groupements à chaque étape. On 
note la présence de résonance de protons échangeables sur le spectre du PAMAM-G0, il 
s’agit des groupements amines primaires de la structure, ce pic a été discriminé grâce à la 
littérature. 99 



57  

 
Figure 48.  Spectre RMN 1H dans MeOD4 du groupement photosensible 16 (a) et du 

PAMAM-G0 (b). 
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Le chromatogramme HPLC de la réaction de couplage de 16 et du PAMAM-G0 nous montre 
la formation d’un composé majoritaire (Figure 49). Après purification, le spectre 1H (Figure 
50) nous confirme la fonctionnalisation des positions accessibles du PAMAM-G0 notamment 
représenté par un blindage (≈-0.2 ppm) des protons du CH2 (B) de la liaison amide. 
Malheureusement, les pics du PAMAM vont être superposés avec ceux du solvant ce qui va 
rendre difficile l’intégration de cette zone et donc la confirmation par RMN du nombre de 
groupements photosensibles fixés. Après fixation des GPP sur le PAMAM, la molécule perd 
en flexibilité ce qui entraine une perte de résolution des signaux du PAMAM. Néanmoins, le 
chromatogramme HPLC (Figure 49) de ce composé nous permet de constater qu’il est bien le 
chromophore majoritaire présent dans l’échantillon et le spectre de masse vient ensuite 
confirmer qu’il s’agit bien du NPG0 couplé avec quatre groupements photosensibles. (Il faut 
noter que le NPG0 s’ionise difficilement ce qui fera apparaître dans les spectres de masse des 
impuretés présentes à l’état de trace mais qui ne sont ni visibles en l’HPLC ni en la RMN.) 
 

 
Figure 49. Chromatogramme HPLC de la réaction de couplage entre 16 et le PAMAM-G0 

après 2h30 de réaction et après purification par chromatographie FLASH-C18. 
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Figure 50. Spectre RMN 1H dans MeOD4 du NPG0 (18G0). 

 
La déprotection de l’alcool en milieu basique est quantitative, le chromatogramme HPLC 
nous permet de constater la formation d’un composé majoritaire (Figure 51), et la 
spectrométrie de masse nous confirme la présence de l’espèce totalement déprotégée. Le 
spectre RMN 1H permettra de constater de la disparition du signal correspondant au CH3 de 
l’acétate. L’étape de couplage au mpa sera directement effectuée dès que le chromatogramme 
HPLC indique que la déprotection n’évolue plus. La décision d’effectuer les deux dernières 
étapes de la synthèse à la suite l’une de l’autre sans isolement du produit a été prise après la 
perte totale du composé intermédiaire suite à un essai de purification par chromatographie 
Flash sur gel de silice C18. 
 

 
Figure 51. Chromatogramme HPLC de NPG0 après 2h en milieu basique. 
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Enfin pour la dernière étape, le couplage des mpa, le spectre 1H nous montre bien les signaux 
caractéristiques appartenant au mpa (encadré rouge). De plus, comme il a été établi lors des 
analyses que le NPG0 comporte bien quatre groupements photosensibles, les signaux et 
intégrales correspondants peuvent être utilisés pour déterminer le taux de greffage du mpa. On 
constate grâce au spectre RMN 1H que quatre groupements mpa ont bien été fixés. Ce 
greffage complet est confirmé par la spectrométrie de masse et le chromatogramme HPLC du 
composé montre qu’il est majoritaire (Figure 52). Les signaux du PAMAM-G0 sont 
difficilement visibles sur ce spectre, principalement à cause de la présence des pics résiduels 
du solvant deutéré. En revanche, ces signaux sont à nouveau clairement visibles en changeant 
de solvant (DSMO-d6, insert en Figure 53). 
 

 
Figure 52.  Chromatogramme HPLC du NPG0-mpa4 isolé. 

 

 
Figure 53. Spectre RMN 1H dans MeOD4 du NPG0-mpa4 (19G0). 
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Le PAMAM de génération 0 reste une molécule de petite taille et l’on peut ainsi obtenir une 
fonctionnalisation totale de ce composé avec quatre groupements photosensibles. 
La génération suivante, le PAMAM-G1, possède quant à elle huit groupements amines 
terminales, et la molécule pourra accueillir jusqu'à huit GPP. Pour commencer, nous avons 
révélé le spectre RMN 1H du PAMAM-G1 (Figure 54), relevé dans le DMSO-d6 en présence 
de quelques gouttes de D2O afin de faire disparaître les signaux des protons échangeables. 

 
Figure 54.  Spectre RMN 1H dans le DMSO-d6 avec quelques gouttes de D2O du 

PAMAM-G1. 

 
Pour l’étape de couplage entre les groupements photosensibles et le PAMAM-G1, le 
chromatogramme HPLC va à nouveau nous indiquer la formation d’un pic majoritaire (Figure 
55) Comme pour la génération précédente après purification, les signaux de 16 et du 
PAMAM-G1 sont présents dans le spectre RMN 1H. Néanmoins le changement de solvant 
deutéré nous permet de mieux visualiser les signaux du PAMAM-G1 et cette fois une 
corrélation quantitative sera possible afin de déterminer le taux de greffage du dendrimère 
(Figure 56). La nouvelle molécule NPG1 (19-G1) possèdera ainsi huit groupements 
photosensibles, valeur qui est ensuite confirmée par la spectrométrie de masse. 
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Figure 55. Chromatogramme HPLC de la réaction de couplage entre 16 et le PAMAM-G1 

après une nuit de réaction  

 
Figure 56. Spectre RMN 1H dans le DMSO-d6 du NPG1 (19-G1). 

 
Pour l’étape de déprotection de la fonction alcool, le chromatogramme HPLC a permis de 
constater la formation d’un composé unique avec un nouveau temps de rétention plus faible 
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comme attendu (Figure 57). Dans ce cas également la déprotection est directement suivie du 
couplage au mpa sans purification préalable. 
 

 
Figure 57. Chromatogramme HPLC du NPG1 après 17h en milieu basique. 

 
Pour la dernière étape, le suivi HPLC va cette fois nous montrer la formation de plusieurs 
composés ayant un temps de rétention très proche qui ne seront pas séparés après purification 
(Figure 58). Le spectre RMN 1H va nous indiquer la présence du mpa mais cette fois le taux 
de greffage n’est pas de 100% (Figure 59). En effet les intégrations des signaux des 
différentes parties de la molécule nous permettent de déterminer un taux de greffage de 94% 
soit en moyenne 7.5 mpa par molécule. Le spectre de masse nous confirmera par la suite la 
présence de quatre composés majoritaires possédant 5, 6, 7 et 8 mpa fixés (Figure 60). Le 
taux de greffage correspondra donc au nombre de mpa présents sur chacun des différents 
composés moyenné en fonction de leur quantité dans l’échantillon. Ainsi à partir de la 
génération 1 du PAMAM, il faudra s’attendre à une distribution statistique des 
fonctionnalisations. Nous n’avons pas tenté de purifier ce mélange de composés car le taux de 
greffage était satisfaisant, de plus la séparation de composés aussi similaires aurait été très 
compliquée. 
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Figure 58. Chromatogramme HPLC après purification des produits formés lors de la 

réaction de couplage des mpa sur NPG1. 

 

 
Figure 59. Spectre RMN 1H dans le DMSO-d6 du NPG1-mpa7.5 (19-G1). 
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Figure 60. Spectre de masse du mélange de NPG1-mpa7.5 (19-G1). m/z calculé pour 5 

mpa : 4626.05 ; 6 mpa : 4790.10 ; 7 mpa : 4954.15 ; 8 mpa : 5118.20. 
 
En conclusion, il est bien  possible de fonctionnaliser complètement sur ces quatre positions 
libres, le PAMAM-G0. Dès le PAMAM G1 la fonctionnalisation de chaque molécule est plus 
difficile à définir et la distribution devient statistique. Pour déterminer le taux de greffage du 
composé, nous avons principalement combiné deux techniques d’analyse, la RMN qui va 
permettre de quantifier en moyenne le nombre de groupement fixés sur le dendrimère et la 
spectrométrie de masse qui nous indique les différentes espèces en présence. Etudions 
maintenant les paramètres photophysiques et photochimiques de ces composés. 
 
III.2.3. Etudes des paramètres photophysiques et photochimiques 

 
Commençons avec les résultats du NPG0-mpa4 (Tableau 5), comme pour les 

molécules précédentes on observe une bande d’absorption large et le λmax est compris entre 
295 et 315 nm. Dans ce cas, le maximum d’absorbance est fixé au centre de ces deux valeurs 
à 305 nm. Le nombre de groupements photosensibles du dérivé de génération 0 est similaire à 
celui du pseudo-tétramère décrit précédemment, les paramètres photochimiques devraient 
donc s’en approcher si le PAMAM n’empêche pas le rapprochement des sous-unités 
photosensibles. Dans un premier temps, l’ε est mesuré dans les mêmes conditions que pour 
les composés précédents, c’est-à-dire dans un mélange PBS1x/ACN (1/1). Ainsi, l’ε de 
NPG0-mpa4 est mesuré à 28 000 M-1.cm-1 à 305 nm, ce qui est légèrement plus élevé que le 
pseudo-tétramère à 25 000 M-1.cm-1. Néanmoins un nouveau phénomène, inexistant dans les 
mesures précédentes vient modifier cette valeur. Lors de la détermination de l’ε, l’absorbance 
est toujours mesurée au moins deux fois de suite avec la même cuve sans modification des 
paramètres d’acquisition afin de constater la cohérence et la reproductibilité des mesures. 
Généralement, cette nouvelle mesure est strictement identique à la précédente. Avec le NPG0-
mpa4, la seconde mesure nous a montré une baisse significative de l’ε en l’espace de quelques 
secondes (intervalle entre deux mesures). Au bout de 10 minutes, l’absorbance s’est stabilisée 
à une valeur de 14 000 M-1.cm-1 soit une diminution de 50 % (Figure 61). De plus, le milieu 
contenu dans la cuve se trouble. Habituellement, les mesures sont également effectuées à 
plusieurs concentrations afin d’ajuster les premières mesures et juger de leurs pertinences. Les 
mesures à concentrations plus élevées vont montrer une stabilisation plus rapide de l’ε mais 
des valeurs similaires. D’autre tests ont été effectués en modifiant le solvant ce qui a pour 
effet de maintenir l’ε à des valeurs élevées. Ces données suggèrent que le composé adopte une 
certaine auto-organisation au contact de solvant aqueux. Les interactions intermoléculaires 
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conduisant à une agrégation vont être favorisées en milieu aqueux. Ces phénomènes vont 
engendrer une baisse significative de la solubilité et de l’efficacité photochimique du produit. 
 

 
Tableau 5. Evolution dans le temps de l’ε dans différent solvant du NPG0-mpa4. 

 

 
Figure 61. Spectre d’absorption de NPG0-mpa4 dans PBS1x/ACN et évolution au cours 

du temps sans irradiation. 

 
Un rendement de libération va tout de même être déterminé. L’évolution du spectre 
d’absorption  de NPG0-mpa4 au cours de l’irradiation ressemble beaucoup à celle du pseudo-
tétramère (Figure 62). Il y a une diminution de l’absorbance au λmax (305 nm) entre t0 et t2 et 
une augmentation à 250 et 380 nm. Ainsi, on constate la même stabilisation pour la réaction 
de photolyse après deux minutes d’excitation et l’absence de point isobestique. Le rendement 
de libération sera de 60 % alors que le potentiel du composé est de 360 %. 
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Figure 62. Spectre d’absorption de NPG0-mpa4 dans PBS1x/ACN et évolution au cours 

de l’irradiation à 315nm (courbes supérieures). Soustraction des spectres enregistrés 

au cours de l’irradiation par rapport à t0 (courbes inférieures). 

 
Voyons tout d’abord les résultats obtenus par le NPG1-mpa7.5 avant de dresser un tableau 
comparatif et faire le bilan sur ces deux nouveaux composés. 
Pour la génération 1 (Tableau 6), le produit possède une moyenne de 7.5 mpa/molécule, son ε 
devrait normalement avoisiner les 70 000 M-1.cm-1 s’il s’affranchit des interactions intra et 
intermoléculaires observées sur les autres composés. Cependant, on va constater le même 
phénomène d’auto-organisation chez le NPG1-mpa7.5 que pour la génération 0, l’ε va 
diminuer en fonction du temps, toutefois le phénomène sera ici beaucoup plus lent et se 
stabilisera après 24h (Figure 63). On ne va pas constater de diminution entre deux mesures ou 
même après quelques minutes, il faudra attendre plusieurs heures pour constater une 
diminution de l’ε. De plus, la concentration de l’échantillon n’aura aucune incidence, l’ε 
évoluera de la même manière. Un pourcentage de DMSO a été ajouté au mélange 
PBS1x/ACN, à 25 % on constate que l’ε est doublé mais cependant après 24h il y a toujours 
une diminution de 50%. On peut également noter que 12% de DMSO ne vont pas avoir 
d’incidence sur l’absorption. 
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Tableau 6. Evolution dans le temps de l’ε dans différents solvants du NPG1-mpa4. 

 
 

 
Figure 63. Spectre d’absorption de NPG1-mpa7.5 dans PBS1x/ACN et évolution au cours 

du temps sans irradiation. 

 
Concernant le rendement de libération de NPG1-mpa7.5, l’évolution du spectre d’absorption 
après irradiation montre un changement significatif jusqu’à huit minutes avant de se stabiliser. 
La première minute va correspondre à 40 % de diminution de l’absorbance à 315 nm, mais 
contrairement aux autres profils établis jusqu’à présent, l’augmentation des absorbances aux 
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environs de 250 et 400 nm n’est pas visible directement sur le suivi. On peut visualiser une 
augmentation à 275 nm grâce au spectre de soustraction mais la variation reste faible et on ne 
voit pas d’augmentation au-delà. Les points isobestiques sont également absents de ce 
graphique. Le rendement de libération suite à l’excitation sera de 135% au lieu de 675% 
possible. Le rendement de libération a également été déterminé pour une solution contenant 
25% de DMSO en plus du PBS1x et le l’ACN, mais les résultats obtenus restent similaires 
(110%). 
 

 
Figure 64. Spectre d’absorption de NPG1-mpa7.5 dans PBS1x/ACN et évolution au cours 

de l’irradiation à 315nm (courbes supérieures). Soustraction des spectres enregistrés 

au cours de l’irradiation par rapport à t0 (courbes inférieures). 

 
Pour conclure (Tableau 7), le NPG0-mpa4 et le NPG1-mpa7.5 ont montré un phénomène 
d’auto-assemblage ou d’agrégation lors de leur solubilisation dans des solvants aqueux. On a 
noté avec le dérivé de génération 1 que le DMSO permettait de contourner en partie ce 
problème et d’augmenter nettement l’absorbance, pour autant cela n’aura pas d’impact sur le 
rendement de libération. La différence de temps nécessaire pour arriver à l’état stationnaire 
semble dépendre de la taille du dendrimère utilisé. Cela pourrait s’expliquer par le fait que 
NPG1-mpa7.5 est une molécule très encombrée, qui aura moins de mobilité que le composé de 
génération 0. Le π-π stacking constaté sur la première série de composés (DPENB et TPENB) 
semble toujours présent et impacter la réaction de photolyse. Car même à t0 l’absorbance est 
inferieur à celle attendu, si l’on considère que l’agrégation n’est pas immédiate, les 
interactions intramoléculaires demeurent présentes même avec le dendrimère PAMAM. 
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Tableau 7. Comparaison des résultats obtenus avec différentes nanostructurations 

et composés de référence. 

 
L’ensemble de ces phénomènes, inter- et intramoléculaire, vont fortement impacter la qualité 
de la réaction photochimique qui ne mènera plus à la photolyse. Néanmoins, le seuil des 
100% est franchi avec le NPG1-mpa7.5 et son rendement de libération est du même ordre de 
grandeur que le BNSF-Glu. Le dérivé PAMAM devrait être aussi plus soluble en milieu 
biologique quand les groupements mpa seront remplacés par les glutamates. De plus, lors de 
l’application des molécules en milieux biologiques, la solution va être fortement diluée dans 
l’ensemble de la zone d’étude, cette dilution pourrait suffire à contrecarrer l’agrégation. 
 

III.3. Glutamate cagé 
 
III.3.1. Synthèses et caractérisations 

 
Suite aux différents résultats obtenus, il nous a semblé pertinent d’essayer un ligand 

différent pour nos nouveaux GPP. Les problèmes apportés par les interactions hydrophobes et 
aromatiques sont surement renforcés par le chromophore mpa que nous utilisons pour le 
dosage. Ainsi, nous avons décidé d’observer le comportement des dendrimères préparés en 
cageant du glutamate, ligand plus difficile à doser que le mpa mais plus proche des 
applications biologiques envisagées. Les deux composés les plus prometteurs ont été 
sélectionnés : le DPENB, et le NPG1. Concernant le DPENB, une nouvelle voie de synthèse a 
été utilisée s’inspirant de celle mise au point pour les dérivés PAMAM (Schéma 8). Le phénol 
13 est obtenu grâce à un couplage de Suzuki à partir d’un acide boronique commercial, ce qui 
permet d’obtenir le produit à « grande échelle », de l’ordre de la dizaine de grammes. Le 
phénol 13 va ensuite effectuer une substitution nucléophile sur le bis-tosylate 4 pour obtenir le 
DPENB 6. Pour le dérivé NPG1, la même voie de synthèse que précédemment est utilisée 
(Schéma 7). Seule la dernière étape va être modifiée, le glutamate protégé sera couplé et les 
mêmes réactifs de couplage peptidique que pour le mpa seront utilisés (Schéma 9). Il faudra 
également ajouter une étape de déprotection du glutamate en milieu acide. 
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Schéma 8.  Synthèse du DPENB-Glu2 (21). 
a) K2CO3, KI, DMF, 90 °C, 15h, 80%. b) GluBoc, DCC, DMAP (cat.), DMF, 0°C-TA, 24h, 96%. c) TFA, DCM, 
TA, 15 h, 99%. 
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Schéma 9. Synthèse du NPG1-Glux. 

a) GluBoc, DIC, DMF, TA, 24h, 10%. b) TFA, TA, 24h, 40%. 
 
Le DPENB-Glu2 a été caractérisé par RMN et spectrométrie de masse avec ses deux ligands. 
Pour le NPG1, afin d’obtenir le composé fonctionnalisé de manière totale, les conditions de 
couplage avec le glutamate protégé ont été optimisées par rapport au mpa. Un très large excès 
et une réaction sur plusieurs jours ont permis d’obtenir un pic majoritaire sur le 
chromatogramme HPLC du suivi de la réaction (Figure 65). Après purification, le spectre 
RMN 1H va être mis à profit pour déterminer le nombre de ligands fixés, les protons des 
groupements protecteurs ainsi que le proton du carbone stéréogénique seront déterminants car 
les CH2 de la chaîne alkyle sont confondus avec le solvant et les protons du PAMAM (Figure 
66). Un chromatogramme HPLC du composé purifié révèlera un pic majoritaire avec, à sa 
base, des épaulements (Figure 65). Cela pourrait correspondre aux produits avec 7, voire 
moins, glutamates protégés fixés, cependant leurs quantités semblent trop faibles pour 
influencer les intégrations spectre RMN 1H. 
 

 
Figure 65. Chromatogramme HPLC du NPG1-GluBoc8 après 9 jours de réaction et après 

purification par chromatographie FLASH-C18. 
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Figure 66. Spectre RMN 1H dans CH3CN-d3 du NPG1-GluBoc8. 

 
Pour finir, le NPG1-GluBoc8 sera déprotégé au TFA, et un chromatogramme HPLC permettra 
de suivre l’évolution de la réaction. Après une nuit, on retrouve un pic majoritaire (Figure 67) 
qui sera identifié par spectrométrie de masse comme étant la molécule avec 8 glutamates, le 
spectre révèle également le fait que le composé soit seul, il n’y a pas de distribution statistique 
comme pour le mpa. A cette étape, le produit devient très hygroscopique et l’ensemble des 
spectres RMN 1H réalisés pour ce composé va être pollué par le signal de l’eau ce qui ne 
permettra pas d’intégrer les différents signaux. Cependant le spectre permet de révéler la 
disparition des signaux correspondant au groupement protecteur du glutamate. 
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Figure 67. Chromatogramme HPLC du NPG1-GluBoc8 après une nuit en présence de 

TFA. 

 
Nous allons maintenant déterminer les paramètres photophysiques et photochimiques de ces 
composés. 
 
III.3.2. Etude des paramètres photophysiques et photochimiques 

 

Dans un premier temps, l’ε  sera déterminé à la fois pour la forme protégée et 
déprotégée du glutamate. Généralement, une fois déprotégé le glutamate augmente la 
solubilité aqueuse du GPP auquel il est fixé. A cette étape, une solution tampon seule (PBS) 
peut être utilisée pour déterminer l’absorbance, cela permet également de juger la solubilité 
du produit sans co-solvant organique. Comme le composé ne sera plus modifié, il est 
important qu’il possède une solubilité suffisante dans un tampon pour une utilisation en 
milieu biologique. 
Pour commencer étudions les résultats obtenus avec le DPENB-Glu2 (Tableau 8). 
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Tableau 8. Paramètres photochimiques et photophysiques de DPENB avec 

différents ligands et solvants. 

 
Avec le glutamate protégé (GluBoc) très hydrophobe, de l’éthanol est utilisé comme co-
solvant plutôt que de l’acétonitrile car la solution mère du composé est conservée dans ce 
même solvant. Concernant l’absorbance, on constate un déplacement du maximum à 345 nm 

et une augmentation de l’ε à 17 000 M-1.cm-1. Les groupements tert-butyloxycarbonyles (Boc) 
sont très volumineux et les glutamates, sur lesquels ils sont fixés, sont flexibles ce qui permet 
à ces groupements d’exercer une gène stérique sur le rapprochement intramoléculaire, 
contrairement au mpa qui aurait tendance à rester en périphérie de la molécule.  
Une fois déprotégé, le composé est tout d’abord dissout dans une solution tampon PBS 1x, le 

˨max va subir un effet bathochrome important et atteindre les 370 nm. De plus un précipité se 
forme dans le tampon (Figure 68). Du fait de sa structure très amphiphile le composé forme 
certainement des agrégats, ce qui provoquera une diminution drastique de son ε.86 Dans une 
solution aqueuse sans tampon, le composé retrouve son absorbance classique à 12 000 M-

1.cm-1 avec un effet bathochrome amoindri et cette fois principalement dû à la polarité du 

solvant. Cependant pour des concentrations à partir de 50 ˩M, un auto-assemblage apparaît à 

nouveau traduit par l’augmentation du ˨max à 370 nm. Finalement, le composé a été testé dans 
les mêmes conditions que pour les groupements mpa, et va montrer des paramètres similaires. 
Ceci nous montre que le mpa n’influence finalement que très peu les interactions intra- ou 
intermoléculaires. Le caractère hydrophile du glutamate ne permet hélas pas au composé 
d’être soluble dans les milieux tampons et par extension dans les milieux biologiques. 
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Figure 68. Spectre d’absorption du DPENB-Glu2 dans différents solvants et à différentes 

concentrations. 
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Tournons-nous maintenant vers les résultats obtenus avec le NPG1 conjugué aux glutamates 

(Tableau 9). Tout d’abord intéressons-nous au NPG1-GluBoc, le ˨max reste similaire, mais en 

revanche l’ε est bien supérieure à celui obtenue avec le mpa. Cela correspond au même 
phénomène observé chez DPENB-GluBoc. La gêne stérique induite par les groupements 
protecteurs semble se confirmer. De plus, une diminution est observée après 24 h, mais elle 
reste cependant raisonnable. Comme lors des expériences précédentes avec le PAMAM-G1, 
une formation d’agrégats est visible et la solution devient turbide. 
 

 
Tableau 9. Paramètres photochimiques et photophysiques de NPG1 avec différents 

ligands et solvants. 

 
Pour la dernière molécule, une fois déprotégé nous allons observer différents comportements 
et ce en fonction des concentrations de produits introduits dans la cuve de mesure (Figure 69). 

Le premier phénomène observé est un effet bathochrome sur le ˨max que l’on doit en partie à 

la mise en solution dans l’eau. L’ ε  observé à t0 est le même quelles que soient les 
concentrations utilisées, 72 000 M-1.cm-1 ce qui est très proche de la valeur attendue de 79 000 
M-1.cm-1. Cependant un suivi du milieu dans le temps va rapidement faire apparaitre le 
phénomène d’agrégation. L’influence de la concentration sera majeure dans l’auto-
organisation des composés. En effet, l’absorbance va diminuer de 40 % lors des 20 premières 

minutes à 10 ˩M alors que la perte sera seulement de 30 % à 5 ˩M, cette observation étant 

plus marquée après 24h. Le déplacement vers le rouge du ˨max peut également être expliqué 
par la formation de particule dans le milieu. 
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Figure 69. Evolution dans le temps du spectre d’absorbance de NPG1-Glu2 dans PBS 1x à 

différentes concentrations. 

 
Il faut noter que le composé reste stable à 1 μM, la possibilité d’avoir des interactions 
intermoléculaires à cette concentration est très faible (Figure 70). Malheureusement, même si 
le composé est à 100% de ces capacités à 1 μM seulement 8 μM de glutamate sera libérée ce 
qui n’est pas suffisant pour activer une synapse. L’activation d’une synapse nécessite un 
minimum de 100 μM de glutamate, le glutamate cagé est habituellement infusé à des 
concentrations de 1mM pour être sûr d’obtenir une réponse biologique. 
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Figure 70. Evolution dans le temps du spectre d’absorbance de NPG1-Glu2 dans PBS 1x 

à 1 μM. 

 
Pour conclure, l’utilisation du glutamate à la place du mpa n’a pas permis de rendre utilisable 
les nouvelles plateformes synthétisées. Cependant ces expériences ont permis d’obtenir des 
informations utiles sur le comportement de ces composés en milieu aqueux et avec un autre 
type de ligand. Les groupements protecteurs Boc du glutamate vont atténuer le stacking des 
blocs aromatiques vraisemblablement par gène stérique ce qui suggère que l’utilisation de 
ligands plus volumineux pourrait rendre efficace ce type de GPP. Mais il faut garder à l’esprit 
que chaque photolyse entrainera la perte d’une partie de la gêne stérique et donc de 
l’efficacité. Le caractère hydrophobe des composés a également été mis en avant lors de 
l’utilisation de milieux tamponnés ou aqueux. L’effet bathochrome combiné à la diminution 
rapide ou lente dans le temps de l’absorbance traduit bien d’un rapprochement des GPP qui 
pourrait être expliqué par un phénomène d’agrégation ou la formation de particule. La 
structure du PENB s’y prêtre parfaitement, ainsi que celle du NPG1 qui est composée d’un 
cœur hydrophile mais qui possède tous ces GPP hydrophobes en périphérie. Le phénomène 
est immédiat chez le dimère alors qu’il est plus lent à observer pour le dérivé PAMAM 
G1sans doute à cause de la taille de la molécule. 
Une des solutions envisagées suite à ces expériences est d’être « moins gourmand » quant au 
fait de vouloir fonctionnaliser l’ensemble du PAMAM. Une fonctionnalisation partielle 
pourrait donner l’opportunité de placer des groupements différents qui aideraient à solubiliser 
et maintenir éloignés les GPP les uns des autres. Un composé de ce type possèderait ainsi 
moins de GPP mais avec l’objectif qu’ils soient tous efficaces, de plus cela pourrait donner la 
voie à suivre pour les générations supérieures. 
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III.4. Conception de système hybride 
 

La dénomination « hybride » est introduite pour désigner les dendrimères qui vont être 
composés à la fois de GPP mais également d’autres substituants. Le ratio d’espèce fixé sur le 
PAMAM sera désigné comme suit : GPP/R, le GPP toujours en premier puis le second 
substituant. 
 
III.4.1. Phénomène de coopérativité 

 
Pour commencer, nous avons souhaité synthétiser à partir du PAMAM-G1 une 

molécule qui garderait quatre amines libres et serait fonctionnalisée sur les quatre positions 
restantes (Figure 71). On pourrait ainsi utiliser les quatre positions restantes pour y greffer des 
groupements solubilisant en milieu aqueux. Pour cela nous avons effectué une réaction dans 
des conditions similaires à celles utilisées pour le NPG1 mais en diminuant le nombre 
d’équivalent de GPP (Tableau 10). 
 

 
Figure 71. PAMAM-G1 avec quatre GPP (bleu) et quatre amines libres (vert). 

 
 

 
Tableau 10. Conditions expérimentales utilisées pour l’obtention du PAMAM-G1 à 

différents niveaux de fonctionnalisation. 

 



81  

Le chromatogramme HPLC du brut réactionnel avec les conditions de couplage partiel C1 va 
nous indiquer la formation d’un composé majoritaire (Figure 72). Suite à la purification, un 
spectre RMN 1H et l’analyse par spectrométrie de masse nous révèlent que le composé 
majoritairement formé est le PAMAM-G1 avec huit GPP. Une seconde réaction faite en 
parallèle avec le PyBOP à la place du mélange DIC/HoBt et cette fois le chromatogramme 
HPLC du brut réactionnel va montrer la formation de plusieurs composés (Figure 72). A 
partir du temps de rétention et du profil UV, on peut déterminer que l’un des pics correspond 
au NPG1 possédant huit GPP et les pics le précédant sont vraisemblablement les espèces 
composées d’un nombre inférieur de GPP. Ce qui sera confirmé grâce à des analyses menées 
par la suite (Cf. Figure 73, Figure 74). 
 

 
Figure 72. Chromatogramme HPLC du brut des expériences de couplage partiel dans les 

deux conditions G1 (spectre complet en annexe). Les chiffres indiquent le nombre de 

GPP fixé sur le PAMAM-G1. * = supposé 
 
Ces résultats nous suggèrent un effet coopératif au cours de cette réaction. C’est-à-dire que 
dès que le premier GPP se fixe sur le PAMAM celui-ci devient plus attractif pour les suivants 
et ainsi de suite. Cependant ce phénomène semble s’atténuer avec le PyBOP, qui est un réactif 
de couplage peptidique plus efficace que le mélange DIC/HoBt. On peut imaginer que le 
PyBOP sera moins affecté par l’effet coopératif ce qui expliquerait que la distribution soit 
plus équilibrée, néanmoins il semble que ce soit tout de même des espèces avec plus de 4 GPP 
qui soit favorisées. A ce stade, il est difficile de comprendre le phénomène de 
« coopérativité » observé pour ces réactions, une première hypothèse serait qu’il soit la 
conséquence d’un rapprochement entre différents blocs aromatiques (π-π stacking). La 
littérature ne mentionne pas à notre connaissance de réaction similaire. 
Ces résultats nous ont obligés à changer de stratégie pour fonctionnaliser en amont le 
PAMAM afin de priver les GPP de l’accès aux quatre positions restantes. Nous avons décidé 
de travailler avec l’acide sulfoacétique qui va apporter une bonne solubilité aqueuse au dérivé 
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mais également une charge négative qui, à pH physiologique, pourrait éloigner les blocs 
aromatiques les uns des autres. En outre, une seconde synthèse avec le triéthylène glycol 
permettra d’avoir un dérivé solubilisant dans l’eau et neutre. Dans un premier temps nous 
avons consacré quelques expériences à mieux comprendre le phénomène de « coopérativité », 
pour cela nous avons mis en place plusieurs synthèses (Tableau 11). Les séries d’expériences 
1 et 2 vont être des couplages simples avec un substrat et serviront de contrôle pour la série 3. 
En effet, la dernière série sera une mise en compétition de l’acide sulfoacétique et des GPP. 
Pour l’ensemble de ces expériences, des chromatogrammes HPLC du brut réactionnel ont été 
réalisés. Les pics semblant les plus intéressants ont été isolés et caractérisés par spectrométrie 
de masse. 
 
 

 
Tableau 11. Différentes conditions réactionnelles de couplage au PAMAM-G1 avec 

différents réactifs et différents substrats. 

 
Voyons maintenant les informations que nous pouvons tirer en comparant les différents 
profils HPLC. Les chromatogrammes HPLC des réactions avec les acides sulfoacétiques ne 
montrent pas d’intérêt particulier étant donné que le produit absorbe peu en UV. En revanche 
le produit formé sera très utile pour la synthèse des composés hybrides décrits dans la section 
suivante (III.4.2). Pour la série 2 (Figure 73), on constate la formation de plusieurs composés 
quelles que soient les conditions, A ou B. Les pics les plus intéressants seront isolés par 
HPLC et caractérisés par spectrométrie de masse. Pour 2A notamment, il y a une grande 
différence avec le chromatogramme HPLC obtenu précédemment (Figure 72) qui montrait un 
produit majoritaire. Les réactions sont très similaires mais il y a quelques différences qui ont 
pu influencer ce résultat. Tout d’abord, les réactions ne sont pas effectuées sur le même 
nombre d’équivalent : 4 équivalents pour les conditions 2A et 5 équivalents en C1, ensuite la 
concentration n’est pas la même non plus. La réaction 2A est environ deux fois moins 
concentrée que C1. L’information principale à noter est la formation de produit possédant 8 
GPP, la spectrométrie de masse nous a également permis d’identifier le composé possédant 7, 
6, 4, et 3 GPP. La molécules possédant 5 GPP devrait avoir le même temps de rétention que 
16 mais il était difficile d’isoler un pic dans cette zone. Pour les molécules avec une ou deux 
GPP, elles pourraient se trouver avec un temps de rétention aux environs des 15 minutes, mais 
elles semblent assez peu présentes.  
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Figure 73. Chromatogramme HPLC du brut réactionnel des réactions 2A et 2B. Les 

chiffres correspondent aux nombres de GPP fixé sur le PAMAM-G1. (*) Cette zone 

représente la position du réactif « 16 » et la position attendu du composé avec 5 GPP. 

 
Même si un spectre UV ne permet pas de juger de la quantité de composé formé, on peut 
s’accorder à dire qu’il n’est pas attendu dans ces conditions de voir se former des molécules 
possédant plus de quatre ou cinq GPP. De plus, la tendance semble être portée sur la 
formation majoritaire des espèces possédant 6, 7 et 8 GPP. Ainsi, comme évoqué 
précédemment, un phénomène de coopération pourrait bien être à l’origine de cette 
distribution. Il faut tout de même noter que le PyBOP semble former plutôt les espèces entre 4 
et 7 GPP surement à cause de sa réactivité alors que les conditions A favoriseront 6, 7 et 8. 
Pour les chromatogrammes HPLC de la série 3 (Figure 74), deux composés sont en 
compétition l’un étant très hydrosoluble l’acide sulfoacétique et l’autre plutôt hydrophobe le 
GPP 16. Dans les conditions A, ils sont activés séparément pendant 1h, puis ajoutés au 
PAMAM-G1. Dans les conditions B, le DIPEA généralement combiné au PyBOP en mélange 
équimolaire sera ici ajouté en plus grande quantité afin de contrebalancer l’apport en proton 
de l’acide sulfoacétique pour ne pas perturber la réaction. Sur les chromatogrammes HPLC 
des deux réactions on va constater une forte tendance à former NPG1 les autres espèces 
majoritaires vont posséder une combinaison de dérivés sulfate et GPP. Dans ce mélange on 
retrouve, les PAMAM-G1 ayant fixé 7 GPP et un dérivé sulfate (noté 7/1), mais également 
6/2 et 5/3 sont observés. De plus, on n’observe pas de produits dans la zone comprise entre 15 
et 20 min., où sont visibles les espèces possédant 3 et 4 GPP. On note également une 
différence entre les conditions A où les composés 8/0 et 7/1 sont majoritaires, alors que les 
conditions B auraient tendance à favoriser 6/2 et un composé qui serait dû à la dégradation de 
PAMAM. 
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Figure 74. Chromatogramme HPLC du brut réactionnel des réactions 3A et 3B. Les 

chiffres correspondent aux ratios GPP/dérivés sulfates fixés sur le PAMAM-G1. * 

L’analyse de ce pic ne montre que des fragments inexploitables, cependant le 4/4 a été 

identifié dans le spectre de masse du brut, et cela pourrait correspondre à sa position. 

 
Nous avons suggéré qu’une interaction entre les blocs aromatiques du GPP 16 pourrait être à 
l’origine de la fonctionnalisation excessive du PAMAM. Pour tenter de répondre à cela, nous 
avons ajouté du biphényle au milieu réactionnel (Figure 75). Dans les conditions de la 
réaction, ce composé ne devrait pas réagir mais devrait être en mesure d’engager des 
interactions avec les autres blocs aromatiques. Nous avons choisi d’ajouter du biphényle aux 
conditions réactionnelles de la synthèse 3A. Nous supposons que si le biphényle s’intercale à 
la place d’un GPP, aucune liaison ne pourra se créer et le sulfate aura la possibilité de réagir. 
Néanmoins seule l’absence de réactivité pourra être observée puisque le composé n’absorbe 
pas dans l’UV et à cause de sa solubilité, il est très compliqué de l’isoler dans un mélange 
aussi complexe. 
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Figure 75. Injection du brut réactionnel des réactions 3A et 3B avec ajout de différents 

équivalents de BIP. Les chiffres correspondent aux ratios GPP/dérivés sulfates fixés 

sur le PAMAM-G1. 
 
La première différence avec les réactions précédentes est la présence du réactif 16 même 
après sept jours de réaction. Dans la réaction avec 4 équivalents de biphényle, on constate la 
formation de composé avec un taux élevé de greffage (8/0, 7/1), il faut cependant attendre 
plusieurs jours pour obtenir ce résultat. De plus, lorsque l’on ajoute 10 équivalents de 
biphényle, la réaction n’évolue quasiment pas, on observe une légère formation de composés 
qui pourrait correspondre aux 8/0 et 7/1. Ainsi, l’ajout de biphényle dans le mélange 
réactionnel va rendre l’effet coopératif de la réaction délétère et ralentir voire stopper la 
réactivité du GPP 16. On peut imaginer que le biphényle se positionne à la place de 16 et 
comme il ne peut pas réagir, rien ne se passe jusqu’à ce qu’une nouvelle interaction se crée 
avec un composé capable de se lier de manière covalente au PAMAM. 
Finalement nous avons réussi à démontrer qu’il existe bien un phénomène non classique dans 
cette réaction et qui fait intervenir des interactions entre les aromatiques. Ce qui semble 
cohérent puisque les espèces hydrophiles ne semblent pas touchées par ce phénomène comme 
nous le verrons dans la prochaine section (III.4.2), de plus la littérature n’évoque pas ce 
comportement. C’est un phénomène qui peut être intéressant s’il est exploitable sur d’autres 
composés aromatiques et il mériterait d’être exploré plus en détails. 
 
III.4.2. Préparation de PAMAM hybride sulfaté et pégylé 

 
Suite aux expériences menées dans la section précédente il nous est apparu évident 

qu’il fallait commencer la synthèse en plaçant les espèces hydrophiles en premier. Ainsi nous 
avons entrepris la synthèse d’un composé fonctionnalisé avec 4 équivalents d’acide 
sulfoacétique et un second avec 4 équivalents d’un dérivé acide du triéthylène glycol (Schéma 
10). 
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Schéma 10. Rétrosynthèse des composés hybrides SPG1 et PPG1. 

 
Les deux synthèses vont s’effectuer dans des conditions similaires lors de la première étape. 
Comme le taux de greffage devrait être à nouveau une distribution statistique de plusieurs 
composés, un léger excès (4,5 équivalents) de réactif (SAS ou TEG) est utilisé afin de 
favoriser la formation de l’espèce avec quatre amines libres (Schéma 11). Un mélange PyBOP 
et de DIPEA a également été testé dans des conditions similaires avec des résultats identiques. 
Il faut noter que lors de la synthèse de G1-SAS, dès l’ajout du PAMAM-G1 un précipité se 
forme marquant le début de la réaction, ce précipité s’avérera par la suite être le produit 
souhaité. La solubilité du produit étant très élevée en milieu aqueux, il n’était pas 
envisageable de purifier ce composé sur colonne C18, il sortirait directement dans le volume 
mort. Des essais de dialyse ont été menés mais sans grand succès, l’ouverture (cut-off) de la 
membrane, même la plus petite, n’avait pas la rétention nécessaire pour conserver la majorité 
du produit dans la membrane. Finalement, une simple filtration du brut réactionnel avec un 
lavage à la DMF sera adoptée. 
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Pour l’étape de couplage avec 16, concernant la voie de synthèse du SAS, les suivis HPLC 
ont montré une faible formation de nouveaux composés lors de l’utilisation du DIC et du 
HoBt. C’est pourquoi le PyBOP qui a montré de meilleurs résultats, a été choisi. Ce n’est 
cependant pas le cas pour la voie de synthèse du TEG. Les conditions réactionnelles de cette 
étape sont encore soumises à des changements, puisque c’est la dernière étape que j’ai pu 
atteindre au cours de cette thèse et que les produits obtenus ne sont pas encore complètement 
caractérisés. 
 

 
Schéma 11. Synthèse générale des composés hybrides. 

SAS : a) DIC, HoBt, DMF, 19h, TA, 90%. b) PyBOP, DIPEA, DMF, 70°C, 1 nuit. TEG : a) DIC, HoBt, DMF, 
19h, TA, nd%. b) DIC, HoBt, DMF, TA, 1 nuit. 
 
III.4.3. Caractérisation 

 
G1-SAS 

La caractérisation par RMN 1H du G1-SAS a fait apparaître la présence de SAS 
restant dans l’échantillon final. Les signaux ont pu être réattribués aux deux composés grâce à 
la méthode RMN DOSY100 (Diffusion Ordered SpectroscopY) qui utilise le coefficient de 
diffusion des différents composés pour les discriminer (Figure 76). Enfin, la spectrométrie de 
masse nous confirmera la présence de PAMAM possédant 1 à 4 dérivés sulfates (3 et 4 
majoritaire) ce qui est cohérent avec l’intégrale du spectre RMN 1H indiquant un taux de 
greffage moyen de 3.7 sulfate. 
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Figure 76. Spectre RMN 1H et DOSY du G1-SAS. 
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Pour la seconde étape, les chromatogrammes HPLC et les spectres de masse du brut 
réactionnel sont encourageants mais jusqu’à présent nous n’avons pas réussi à isoler un 
composé d’intérêt. Actuellement, la synthèse est dirigée dans le but d’obtenir l’espèce 
possédant 4 GPP et 4 dérivés sulfates, afin de juger de la pertinence de ce type de composé. 
Néanmoins des espèces 5/3, 6/2 etc... serait également très intéressantes à étudier car elles 
pourraient fournir des informations tel que le nombre limite de GPP à fixer avant de perturber 
la photochimie. 
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         CHAPITRE IV  QUINUCLIDINE ET INHIBITION NEURONALE 
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IV.1. Introduction 
 

Le glutamate et le GABA cagés sont des outils très performants pour induire 
respectivement une excitation ou une inhibition d’un neurone par simple excitation 
lumineuse. Toutefois, l’ingénierie biologique des récepteurs canaux permet d’obtenir un degré 
supplémentaire de contrôle dans la perturbation neuronale. Par exemple, le développement de 
récepteurs canaux chimériques mis au point par l’équipe de Sternson101 permet d’obtenir une 
manipulation sélective de l’activité neuronale dans un cerveau de mammifère in vivo. Cet 
outil est basé sur la combinaison de l’ingénierie protéique du récepteur à l’acétylcholine α7 
nicotinique (nα7AChR) avec l’ingénierie moléculaire des ligands de ce même récepteur. Le 
sous-type α7 est présent en abondance dans le système nerveux central, notamment au niveau 
de l’hypothalamus et du cortex. 
Le nα7AChR fait partie de la famille des récepteurs canaux (appelés aussi « ligand gated ion 
channel » (LGIC)). Ce sont des protéines transmembranaires qui en réponse à un messager 
chimique vont ouvrir un canal transmembranaire et autoriser le passage d’ions. Ces récepteurs 
canaux peuvent être séparés en deux parties : le domaine de reconnaissance des ligands (ou 
LBD pour « ligand binding domain ») et le domaine de passage des ions (ou IPD pour « ion 
pore domain ») (Figure 77). 
 

 
Figure 77. Schéma simplifié d’un récepteur canal. 

 
Dans le but de rendre le récepteur plus sélectif aux agonistes synthétiques, le domaine de 
reconnaissance du nα7AChR va être modifié par évolution dirigée pour diminuer son affinité 
vis à vis de son agoniste naturel, l’acétylcholine (ACh). La lysine en position 141 va être 
remplacée par une phénylalanine afin d’obtenir un nouveau domaine de reconnaissance muté 
noté α7L141F. En parallèle, un dérivé de quinuclidine, le PNU,102 connu pour avoir une affinité 
élevée envers le nα7AChR a été optimisé à son tour afin d’obtenir le composé 89S, qui 
possède une forte affinité pour α7L141F. Le domaine de passage des ions pourra également être 
modulé en fonction de l’effet recherché (Figure 78). L’association d’un domaine de 
reconnaissance muté et d’un domaine de passage des ions choisis donne naissance à un 
nouveau récepteur canal qui peut être qualifié de chimérique. 
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Figure 78.  Récepteur canal chimérique. (a) Agoniste naturel (Acétylcholine) et 

synthétique (PNU et 89S) des récepteurs α7-nicotinique et agoniste du récepteur α7 

muté. (b) Récepteur canal chimérique composé d’un domaine de reconnaissance α7 

muté et d’un domaine de passage des ions. Les mutations du LBD vont le rendre 

sélectif du 89S mais pas du ligand endogène, l’ACh. (c) Contrôle de la conductance en 

fonction du IPD choisis. 

 
Ce système peut être intégré dans l’organisme d’une souris transgénique et permettre 
l’observation de la relation entre l’activité neuronale et le comportement animal. Il est souvent 
utilisé pour réduire au silence (« silencing ») certains types de neurones. Par exemple, des 
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souris transgéniques co-exprimant channelrhodopsin et un récepteur canal chimérique α7L141F-
Gly sur des neurones responsable de l’appétit, les neurones AGRP, ont été créées. Le 
channelrhodopsin est une protéine dont le gène est extrait d’algues unicellulaire, capable 
d’ouvrir un canal perméant sous l’action d’une lumière bleue, laissant entrer sélectivement les 
ions Na+, ce qui dépolarise les neurones et les rend excitables). Ainsi, suite à une 
photostimulation des neurones mutés chez les souris transgéniques, le channelrhodopsine est 
activé et crée une dépolarisation des neurones qui provoque une prise de nourriture de 
l’animal. Ce comportement peut être modulé par une injection de 89S qui va venir atténuer la 
dépolarisation, on pourra ainsi constater une diminution de la prise de nourriture (Figure 79). 
Après, 24h la souris retrouvera une prise de nourriture normale. 
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Figure 79. Exemple de neurones rendus partiellement silencieux grâce à l’utilisation de 

récepteurs canaux chimériques pour supprimer la prise de nourriture évoquée par les 

neurones AGRP chez une souris transgénique. (a) La photostimulation de l’animal va 

provoquer une activation des channelrhodopsines et engendrer une dépolarisation des 

neurones. Cela va entraîner une prise de nourriture de la part de l’animal. (b) La 

photostimulation de l’animal après injection du 89S va à nouveau provoquer une 

dépolarisation mais beaucoup plus faible qui va se traduire par une prise de 

nourriture plus faible des souris. (c) Représentation de la prise de nourriture de 

l’animal en fonction des conditions expérimentales.101 
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Pour notre étude, les récepteurs chimériques vont être utilisés afin de rendre silencieux les 
interneurones GABAergiques. Des études ont déjà été menées dans ces conditions et ont 
permis d’élucider certains mécanismes de régulation de l’information neuronale.103 Malgré 
une grande sélectivité ce système ne permet pas l’observation d’événements neuronaux à 
l’échelle de la synapse. Nous souhaitons grâce au GPP apporter une résolution spatio-
temporelle à cette technique afin de pouvoir contrôler quel interneurone sera réduit au silence. 
Dans cette optique de nouveaux dérivés de quinuclidine ont été synthétisés avec une structure 
autorisant le couplage aux GPP tout en conservant l’affinité pour le récepteur α7 nicotinique 
muté. 
 

IV.2. Synthèse 
  

De nombreuses études ont déjà été menées sur les dérivés de quinuclidines104–107, 
cependant ils ont été synthétisés en tant qu’agoniste du récepteur α7 nicotinique naturel. Le 
système que nous souhaitons utiliser possède une mutation, et il sera important d’en tenir 
compte. Ainsi, le point de départ de ce projet sera le composé 89S qui possède une affinité 
élevée pour le récepteur muté. A partir du 89S, il est difficile d’imaginer un couplage direct 
avec un GPP tels que PENB. L’ajout d’une fonction phénol pourrait servir de point d’ancrage 
au GPP comme cela a déjà été décrit pour le couplage du DDAO au PENB grâce à une 
réaction de Mitsunobu (Schéma 12). 79 
 

 
Schéma 12. Synthèse de PENB-DDAO. 

 
Le cycle quinuclidine constitue la base de la reconnaissance du ligand par les récepteurs 
mutés ou non, c’est donc la partie benzamide qui fera l’objet de modifications (Schéma 13). 
De manière générale, les dérivés de quinuclidine sont obtenus en une étape grâce à la 
formation d’une liaison amide entre la 3-aminoquinuclidine et un dérivé d’acide benzoïque. 
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Schéma 13. Rétrosynthèse de dérivé de quinuclidine cagé. 

 
Pour commencer nous avons optimisé la synthèse du composé 89S afin que l’équipe du Pr. 
Zemelman puisse calibrer leur protocole. Nous nous sommes basés sur la littérature101,108 pour 
déterminer les conditions de synthèse (Schéma 14). Cependant, l’étape de purification par 
HPLC, peut s’avérer très fastidieuse sur des quantités de l’ordre du gramme même en 
conditions préparatives. Nous avons optimisé les étapes de purification de ce composé. Ainsi, 
en alternant les extractions et lavages entre un milieu acide et basique, il nous a été possible 
d’obtenir le composé 89S pur et avec un rendement de 80% sur des lots de plusieurs 
grammes. 
 

 
Schéma 14. Synthèse générale pour différents dérivés de quinuclidine. 

 
Pour les nouveaux dérivés possédant une fonction phénol, les mêmes conditions 
réactionnelles que pour le 89S sont utilisées. Ainsi, nous avons synthétisé deux molécules qui 
pouvaient être obtenues rapidement à partir de produits commerciaux. Toutefois, la présence 
du phénol nous a cette fois obligés à utiliser une purification sur colonne C-18. 
Malheureusement, ils ont montré une affinité trop faible pour le récepteur et une nouvelle 
série de composés a dû être envisagée (Tableau 12). 
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Tableau 12. Rendements des composés Q2 et Q3. 

 

IV.3. Criblage Virtuel 
 

Avant de débuter de nouvelles synthèses, un criblage virtuel a été effectué en 
collaboration avec le Dr. Antoine Taly (IBPC, Paris). Nous avons tout d’abord dressé une 
liste des différents acides para-hydroxybenzoïques substitués disponibles commercialement, 
les molécules possédant des groupements halogénés ont été favorisées car ils vont renforcer la 
nucléophilie du phénate pour la réaction de couplage au GPP. Une liste de 17 composés 
(Figure 81) a ainsi été obtenue, 14 composés originaux possédant un groupement phénol et 3 
utilisés dans l’étude du laboratoire de Sternson pour servir de référentiel. Le récepteur a été 
modélisé avec le logiciel « modeller » et le « docking » a été effectué à partir du logiciel 
« autodock vina » dans une boîte de 20 Å autour du site de reconnaissance (Figure 80). 
 

 
Figure 80.  Docking du 89S (au centre) dans le récepteur acétylcholine α7 nicotinique 

portant la mutation L141F. 
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Les scores obtenus sont comparés au composé 89S et vont permettre de classer les composés 
en trois catégories : supérieur, similaire ou plus faible que l’affinité du 89S. 
 

 
Figure 81. Molécules soumis au « docking » avec le récepteur α7L141F. 

 
A l’issue du criblage virtuelle, trois composés ont montré des affinités supérieures au 89S, 
dont deux possèdent un groupement nitro électroattracteur. Les trois composés ont été 
synthétisés, et il faut noter que les rendements des dérivés nitro sont particulièrement élevés 
(Tableau 13). Les tests biologiques concernant ces composés sont en cours dans le laboratoire 
du Pr. Zemelman. 
 



101  

 
Tableau 13. Rendements des composés Q6, Q7 et Q8 

 

IV.4. Expériences in vitro et in vivo 
 

La mise au point des tests biologiques concernant ces composés a pu être réalisée 
grâce à la quantité importante de 89S que nous avons pu envoyer à l’équipe du Pr. Zemelman. 
Ces premières expériences serviront de référence pour les tests qui seront effectués sur les 
nouveaux dérivés présentés dans la section précédente. Les expériences ont été réalisées sur 
des tranches de cerveaux possédant les récepteurs chimériques α7L141F-Gly. Dans la première 
figure (82a), quand 89S est ajouté, la résistance du neurone commence à diminuer car les 
canaux Gly s’ouvrent et la cellule commence à laisser passer les ions chlorures. Ceci va 
entrainer une augmentation de la conductance traduit par une diminution du potentiel de 
membrane. Le paramètre suivant est la cinétique d’ouverture du canal, Tau. Tau décroît quand 
la conductance de la membrane augmente à cause de l’ouverture des canaux Gly par le 89S 
(Figure 82). 
 

 
Figure 82. Suivi des paramètres électrochimiques de la membrane avant et après ajout de 

89S. (a) Enregistrement du potentiel de la membrane du neurone subissant des 

impulsions électriques. (b) Mesure de la constante de temps de la membrane. 
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La seconde expérience correspond à une étude in vivo. Elle consiste en l’enregistrement 
électrophysiologique du gyrus dentate d’un hippocampe où les voies d’entrées sont stimulées 
électriquement. L’animal est anesthésié et la mutation est exprimée au niveau des 
interneurones inhibiteurs par transfection virale. Les stimulations électriques vont provoquer 
la dépolarisation des interneurones inhibiteurs et conduire à l’absence d’activité au niveau du 
gyrus dentate. En revanche, lorsque le 89S va être appliqué dans la zone, l’interneurone va 
ouvrir ces canaux Gly et perdre sa dépolarisation, ainsi le GABA ne sera plus libéré et le 
signal pourra continuer d’être transmis au niveau du gyrus dentate. C’est le principe de "– " + " − " =  + . Le produit permet donc bien de réduire au silence les interneurones 
inhibiteur de l’hippocampe. 
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Figure 83. Test in vivo du 89S. (a) Schéma décrivant le principe de l’expérience. (b) 

Enregistrement de l’activité du gyrus dentate, d’une souris transgénique possédant le 

canal chimérique sur ses interneurones inhibiteurs. 
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         CONCLUSION  
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Cette thèse avait pour objectif d’explorer la nanostructuration de groupements 
protecteurs photolabiles sensibles à l’excitation à deux photons, avec pour finalité la mise au 
point de nouveaux outils pour les neurosciences. Ces travaux ont nécessité l’association de 
plusieurs savoir-faire, à commencer par la synthèse organique pour l’obtention de nouvelles 
molécules, la photophysique qui a permis de juger de la qualité des nouveaux composés, la 
chemoinformatique qui a dirigé notre choix de synthèse pour les dérivés de quinuclidine et la 
biologie qui nous a informés sur la pertinence de ces mêmes dérivés. 
 
Nous avons débuté la nanostructuration par la synthèse de composés de petite taille basés sur 
le PENB. Ces deux premiers composés, le DPENB et le pseudo-TPENB, ont mis en évidence 
un problème de rapprochement des sous-unités PENB par π-π stacking. Réussir à éloigner les 
différents PENB constituera le défi majeur pour ce type de composé. Nous avons ensuite 
utilisé le dendrimère PAMAM comme plateforme centrale. Malheureusement les interactions 
de type π-π stacking étaient toujours présentes, et un phénomène d’agrégation, certainement 
dû à la structure amphiphile des composés est apparu. Le NPG1-mpa7.5 a tout de même 
permis d’obtenir un rendement de libération de la substance d’intérêt supérieur à 100%, ce qui 
laisse entrevoir un saut de concentration photoinduit d’un effecteur biologique plus important 
en utilisant des générations supérieures de PAMAM. 
Suite à ces résultats la synthèse de composés hydrides a débuté mais n’est pour l’instant pas 
terminée. Il sera très intéressant de voir si la mise en place d’un nombre inférieur de GPP 
ainsi que l’ajout des groupements hydrophiles, comme l’acide sulfoacétique, permettra 
d’obtenir une molécule qui ne s’agrège pas dans les solvants aqueux et qui possèdera de 
bonnes caractéristiques photochimiques. Les dérivés hybrides fonctionnalisés avec les 
triéthylènes glycols sont également à l’étude et sont très prometteurs, notamment en terme de 
solubilité. 
La synthèse des composés hybrides a également permis de mettre en lumière un phénomène 
qui n’est pas décrit dans la littérature, une réaction « coopérative ». Nous avons effectué une 
série de synthèses qui a montré l’existence de ce phénomène et également différentes 
conditions qui vont moduler la distribution du taux de greffage des dendrimères. Ce 
phénomène soulève de nombreuses questions quant à son fonctionnement même si 
l’expérience avec le biphényle tend à montrer que des interactions aromatiques sont 
impliquées. De nombreuses variations devront être expérimentées, comme différents solvants, 
d’autres composés hydrophobes ou des générations de PAMAM supérieures et devraient 
permettre un bon contrôle de la fonctionnalisation des PAMAM.  
 
L’ensemble des informations obtenues sur la dendrimérisation de GPP constitue les premières 
données d’un domaine peu exploré à l’heure actuelle. Nous avons ainsi établi les bases des 
synthèses de GPP basés sur des dendrimères, nul doute que ces informations seront précieuses 
pour quiconque souhaite expérimenter ces molécules. Une des perspectives les plus excitantes 
est celle de tenter d’adapter la nanostructuration à d’autres familles de GPP comme les 
coumarines ou les quinoléines. Il serait très intéressant d’observer l’évolution des propriétés 
de tels composés. Des molécules comme les thioxanthones, utilisées comme antennes pour les 
GPP109–111, pourraient également être placées sur les dendrimères avec des GPP. Sa structure 
hydrophobe n’empêcherait pas le π-stacking, mais ce composé fournirait un environnement 
énergétiquement favorable pour provoquer une réaction photochimique, en espérant qu’elle 
mène à la photolyse. Nous espérons que cette thèse inspirera d’autres laboratoires pour la 
construction de ces nanostructures photosensibles. 
 
Nous avons également utilisé la chemoinformatique pour diriger notre choix lors de la 
synthèse des dérivés de quinuclidine. Les tests biologiques sont en cours afin de savoir si l’un 
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des trois « hit » obtenus par modélisation est utilisable. Si c’est le cas, il faudra ensuite 
déterminer les conditions de couplage qui permettront de « cager » ce composé. Cet outil est 
très attendu par les neurophysiologistes afin d’obtenir un contrôle spatio-temporel du 
« silencing » de neurones avec ce système, ce qui ouvrirait la voie à un nouveau degré de 
résolution dans la cartographie cérébrale. 
 
Le développement d’outils toujours plus précis et efficaces pourrait apporter de nouvelles 
perspectives pour l’étude de l’organe extrêmement complexe qu’est le cerveau. 
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          PARTIE EXPERIMENTALE  
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VI.1. Matériels et appareillages 
 

Solvants et réactifs 
Les réactifs utilisés pour les synthèses ainsi que les solvants anhydres ont été commandés 
chez Sigma-Aldrich. Tous les produits et réactifs commerciaux ont été utilisés sans traitement 
préalable, excepté pour les différentes générations de PAMAM qui sont commercialisées en 
solution dans le MeOH. Ce solvant a été évaporé avant utilisation. 
 
Chromatographies 
Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur plaque d’aluminium recouverte 
de gel de silice 60 F254 Merck. 
Les chromatographies sur colonne ont été effectuées sur gel de silice 60 (230-400 mesh, 
0,040-0,063 mm) Merck. 
Les chromatographies FLASH ont été effectuées avec un Combi flash Rf (Teledyne isco), sur 
des colonnes silices Simply connect BP-SUP (20 – 40 μm) en 40 g, 12 g, et 4 g ou des 
colonnes silices RediSep Rf Gold (HP silica) en 24 g et 4 g. Pour les colonnes C18 nous 
avons utilisés des Biotages SNAP Cartridge KP-C18-HS en 30 g et 12g. 
 
Chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) 
 
Les analyses HPLC ont été réalisées sur une chaîne de chromatographie haute performance 
Waters® (pompes doubles corps Waters 600 avec détecteur à barrette diode Dionex 
UVD340V ou pompe Waters 1525 avec détecteur Waters 2996). équipée de colonne 
analytique Phenomenex C18 PolarRP 4 micron (4.6, 250 mm), Thermo Betabasic 5 micron 
(4.6, 250 mm), Agilent Zorbax SB-C18 5 microns (4.6, 250 mm) ou Kromasil 100-5C18 (4.6, 
250 mm). Les analyses sont effectuées sur un gradient partant de 100% d’H2O MQ acidifiée 
avec 0.01% de TFA et montant à 100% d’acétonitrile en 30 min. Ce gradient peut être ajusté 
pour améliorer la séparation des différents pics. 
Les purifications par HPLC ont été réalisées sur une chaîne de chromatographie haute 
performance Waters® (pompes doubles corps Waters 600, détecteur à barrette diode Waters 
2296) équipée d’une colonne semi-préparative Phenomenex C18 PolarRP 10 micron (10, 250 
mm), Thermo Betabasic 5 micron (10, 250 mm), ou Kromasil 100-5C18 (10, 250 mm).. Les 
purifications ont été effectuées sur un gradient similaire à celui utilisé pour l’HPLC 
analytique, ou bien avec une élution isocratique. 
 
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 
 
Les spectres RMN 1H, 13C et DOSY ont été relevés sur des spectromètres RMN 300, 400 et 
500 Mhz Brucker® au sein de la faculté de pharmacie. Les déplacements chimiques (δ) ont 
été indiqués en ppm par rapport à la référence interne des spectres qui correspond au pic du 
solvant non deutéré (CHCl3 : 7.26 ppm ; MeOH : 3.31 ppm ; CH3CN : 1.94 ppm ; acétone : 
2.05 ppm ; DMSO : 2.50 ppm en 1H et CDCl3 : 77.16 ppm ; MeOH : 49.00 ppm ; CH3CN : 
1.31 et 118.26 ppm ; acétone : 29.84 et 206.26 ppm ; DMSO : 39.52 ppm en 13C). Les 
abréviation s, d, t, q, m, dd, … correspondent respectivement à singulet, doublet, triplet, 
quadruplet, multiplet, doublet dédoublé,…et bs pour « broad signal ». 
 
Spectrométrie de masse 
Illkirch 
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Les spectres de masse LCMS ont été réalisé sur un spectromètre Agilent 1200 SL/QTof 6520 
couplé à une colonne Hypersil Gold C18 de 1.9 μm de taille de particules et de 1x30 mm de 
dimension et les spectres ESI sur un spectromètre Agilent 1200 SL. 
Esplanade 

Les spectres de masse ESI ont été réalisé sur un MicroTOF (Bruker®) équipé d’une source 
électrospay et les MALDI sur un spectromètre AutoFlex II TOF/TOF (Bruker®) avec 
différentes matrices (acide caféique, acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB), super-DHB 
(mélange d’acide 2-hydroxy-5-methoxybenzoique et d’acide 2,5-dihydroxybenzoique) et 
dithranol. 
 
Spectroscopie d’absorption 
 
Les spectres d’absorption UV-visible ont été mesurés sur un spectrophotomètre double 
faisceau UVIKON XS. 
 
Micro-onde 
 
Les réactions pallodo-catalysées ont été réalisées en utilisant un micro-onde Anton Paar 
Monowave 300. Les réacteurs ont toujours été dégazés à l’argon avant ajout du palladium. 
 
Dialyses 
 
Les dialyse ont été effectuées sur des membrane Spectra/Por® 7 pré-traitées en cellulose 
régénéré possédant un « cut-off » de 1k Da ou 3.5 kDa. Avant utilisation les membranes sont 
lavées 15 minutes dans l’eau pure puis la solution à dialyser est ajoutée dans le boudin de 
dialyse. Le boudin de dialyse est ensuite immergé de 1 à 48h selon les besoins dans un bain 
d’eau pure, de méthanol ou un mélange 1/1 d’acétonitrile et d’eau dans une chambre froide à 
4 °C. Le bain peut en fonction du produit à dialyser être renouvelé au cours de la 
manipulation. 
 
Tampons PBS 
 
Le tampon PBS utilisé se prépare à partir d’un mélange de 90g de NaCl, 2g de KCl, 7.5g de 
Na2HPO4 et 2g de KH2PO4 ; l’ensemble est solubilisé dans un litre d’eau pour obtenir une 
solution dix fois concentrée. 100 mL de cette solution-mère sont dilués dans un litre d’eau 
pure, pour obtenir le PBS 1x, son pH est ensuite ajusté à 7,4 avec du Na2HPO4. 
 
Dosage du mpa 
 
Pour quantifier le mpa relargué dans l’échantillon irradié, il faut tout d’abord établir une 
courbe étalon par l’HPLC qui sera utilisée pour les mesures. Les concentrations de mpa 
choisies pour tracer la courbe étalon devront se trouver dans la fenêtre de relargage du 
produit. Les concentrations (x) seront mises en relation avec les aires sous la courbe (y) du pic 
du mpa dans le chromatogramme HPLC. Différentes concentrations seront injectées, deux 
fois chacune minimum, cela permettra d’établir par régression linéaire une droite qui devra 
posséder un R2 > 0.98. L’équation de la droite permettra par la suite d’établir la concentration 
de mpa présente dans l’échantillon grâce à son aire mesurée sur le chromatogramme HPLC. Il 
est important que la zone d’intégration du mpa ne soit pas polluée par des impuretés. (Ci-
dessous un exemple de courbe étalon) 
 



113  

 
 
 

VI.2. Synthèses 
 

 
tert-Butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)acetate (1) 
 

 
 
To a stirred solution of tert-BuOK (17.4 g, 155 mmol) in anhydrous DMF (50 mL) was added 
through a cannula a solution of 4-bromonitrobenzene (5.00 g, 24.75 mmol) and tert-butyl 
chloroacetate (5.47 mL, 38.5 mmol) in DMF (50 mL). The reaction was carried out for 2 
hours under argon at room temperature. 5 % HCl (50 mL) was poured into the mixture at 0°C. 
The mixture was then extracted with AcOEt, dried over Na2SO4 and evaporated under 
vacuum to afford a brown oil/solid (8.34 g, 99 %). 
 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.99 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.60 (dd, J=1.0, 8.8 Hz, 
1H), 7.51 (d, J=1.0 Hz, 1H), 3.92 (s, 2H), 1.45 (s, 9H) 
 
RMN 13C (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 168.4, 136.1, 132.3, 131.4, 128.14, 126.6, 82.2, 
40.7, 27.9 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C12H14BrNO4Na] + 337.9998 found 337.9997. 
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(+/-)-tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)propanoate. 
 

 
 
tert-butyl-2-(5-bromo-2-nitrophenyl)acetate (7.74 g, 24.5 mmol) and sodium hydride (60 % in 
oil, 1.00 g, 24.5 mmol) were dissolved in 80 mL of DMF. Methyl iodide (3.0 mL, 48.9 mmol) 
was then added dropwise at 0°C. The mixture was stirred at room temperature under argon for 
24 h. The reaction was quenched with water and extracted with EtOAc. The extract was dried 
over Na2SO4 and the combined extracts were evaporated. The crude product was purified by 
column chromatography (silica, heptane/EtOAc: 9/1 to 8/2 in vol. as eluent) to afford a 
yellowish solid (6.7 g, 83 %). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.83 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.63 (d, J=2.3 Hz, 1H), 7.55 
(dd, J=2.3, 8.8 Hz, 1H), 4.22 (q, J=7.1 Hz, 1H), 1.58 (d, J=7.1 Hz, 4H), 1.41 (s, 9H) 
 
RMN 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm) = 171.6, 147.9, 137.7, 132.8, 130.9, 127.9, 126.3, 
81.8, 27.8, 17.4. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C13H16BrNO4Na] + 352.0160 found 352.01465. 
 
(+/-)-tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)propan-1-ol (2). 
 

 
tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)propanoate  (2.0 g, 6.1 mmol) was dissolved in THF (20 
mL) and stirred at 0°C. DIBAL-H 1.0 M in THF (18.2 mL, 18 mmol) was slowly added to the 
solution and the mixture was stirred 30 min. at the same temperature. The solution was keep 
to 0°C and HCl 3 M (10 mL) was added dropwise. The crude solution was extract with 
EtOAc and purified by FLASH chromatography (silica gel heptane/EtOAc, 8/2 in vol.) to 
obtain a dark oil (1.1 g, 67 %). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.64 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 
7.47 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz), 3.78 (m, 2H), 3.53 (m, 1H), 1.31 (d, J = 7 Hz, 3H). 
 
RMN 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm) = 149.4 140.5, 131.6, 130.4, 127.5, 125 .7, 67.6, 36.4, 
17.4. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C9H10BrNO3Na] + 281.9742 found 281.9724. 



115  

(+/-)-2-(2-Nitro-5-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)propan-1-ol (3). 
 

 
 
A mixture of tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)propan-1-ol (800 mg, 3.08 mmol), 
bis(pinacolato)diboron (859 mg, 3.38 mmol), KOAc (368 mg, 3.75 mmol) and Pd(dppf)Cl2 
(169 mg, 0.23 mmol) in DMSO (40 mL) was heated to 85 °C overnight. The reaction mixture 
was poored into 50 mL ice-water slush and extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL) and 
dried over MgSO4. After evaporation of the solvent, the crude product was purified by flash 
chromatography on silica gel using gradient elution of Heptane / EtOAc: 9/1 to 8/2 in vol. to 
give 500 mg of 3 as black red oil (53%). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.85 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 
1H), 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.80 (m, 2H), 3.41 (q, J = 6.8 Hz, 1H), 1.31-1.34 (m, 15 H). 
 
RMN 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm) = 162.6, 136.8, 134.4, 133.7, 133.6, 122.9, 84.5, 
67.9, 36.5, 24.9, 17.6. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C15H22BNO5Na] + 330.1489 found 329.1522. 
 
 

Oxybis(ethane-2,1-diyl)bis(4-methylbenzenesulfonate) (4) 
 

 
 
 A mixture of triethylene glycol (10.0 g, 94.2 mmol), tosyl chloride (44.9 g, 235.6 mmol), 
triehtylamine (32.7 mL, 235.6 mmol) in acetonitrile (100 mL) was stirred at r.t. overnight. 
Saturated NaHCO3 (50 mL) was added, the mixture was extracted with ethyl acetate (3 x 20 
mL), the organic phase was combined and washed with brine. After evaporation, a white solid 
was obtained (34.2 g, 87.6% yield). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.75 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 
4.06 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 3.58 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 2.42 (s, 6H). 
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4,4'-((Oxybis(ethane-2,1-diyl))bis(oxy))bis(iodobenzene) (5) 
 

 
 
A mixture of iodophenol (5.00 g, 22.7 mmol) and K2CO3 (3.2 g, 23.7 mmol) in MeCN (24 
mL) was stirred for 30 min. at 90 °C, followed by addition of 4 (4.5 g, 10.9 mmol) in MeCN 
(36 mL). The mixture was stirred for another 24 h at 90 °C, before being cooled to r.t. The 
precipitate was dissolved in a water and extracted with EtOAc (3 x 100 mL). The extract was 
dried over Na2SO4 and the combined extracts were evaporated. We obtained the dersired 
product as a white powder (3.62 g, 65%). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm): 7.52 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 6.67 (d, J=8.9 Hz, 4H), 4.09 
(t, J=4.8 Hz), 3.88(t, J =4.8 Hz, 4 H). 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C16H16I2O3Na] + 532.9087 found 532.9078. 
 

 
 
DPENB (6) 
 

 
 
A mixture of 3 (500 mg, 1.63 mmol), 5 (332 mg, 0.65 mmol), K2CO3 (270 mg, 1.95 mmol), 
tetrabutylammonium bromide (840 mg, 2.60 mmol) and Pd(OAc)2 (catalytic, 6% mol.) in 
EtOH (10 mL) and water (5 mL) was heated under microwave conditions at 160 °C for 30 
min. Water (100 mL) was added and organics were extracted with EtOAc (200 mL). The 
solvent was evaporated in vacuo and the crude product was purified by column 
chromatography on silica with 3/7 Heptane/EtOAc in vol. as eluant, to obtain a yellow oil 
(100 mg, 25%). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.81 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 
7.5 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 7.46 (m, J = 8.4 Hz, 2.0 Hz, 2 H), 7.0(d, J = 8.4 Hz, 4H), 4.21 (t, J = 
5.0 Hz, 4H), 3.96 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 3.8 (d, J = 6.5 Hz, 4H), 3.62 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 1.34 (d, 
J = 6.8 Hz, 6H). 
 
RMN DEPT135 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm) = 128.5, 126.2, 125.2, 125.0, 115.2, 70.0, 
67.9, 67.6, 36.4, 17.6. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C34H36N2O9Na] + 639.2319 found 639.2323. 
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DPENB-mpa2 (7) 
 

 
 4-Methoxyphenylacetic acid (6 mg, 36 �mol) and 6 (9 mg, 15 �mol) was dissolved in dry 
DCM (5 mL) and cooled to 0 °C. Next, DCC (9 mg, 44 �mol) and DMAP (cat. 1% mol.) 
were added to the mixture and stirred overnight. Solvent was removed in vacuo and the 
mixture was purified by flash chromatography (silica gel, 1/1, Heptane/Ethyl acetate) to 
obtain an orange oil (5.8 mg, 43.5%). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.46 (m, 8H), 7.01 (m, 8H), 
6.71 (d, J = 8.5 Hz, 4H), 4.27(m, 4H), 4.22 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 3.98 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 3.83 
(q, J = 6.7 Hz, 2H), 3.72 (s, 6H), 3.44 (s, 3H), 1.32 (d, 6.7 Hz, 6H). 
 

 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C52H52N2O13Na] + 935.3367 found 935.3373. 
 

 
 
DPENB-GluBoc2 (8). 
 

 
 
Boc-D-glutamic acid 5-tert-butyl ester (132.8 mg, 0.43 mmol) and 6 (108 mg, 0.17 	mol) 
were dissolved in dry DCM (5 mL) and cool to 0 °C. Next, DCC (90.3 mg, 0.43 	mol) and 
DMAP (cat. 1% mol.) were added to the mixture and stirred overnight (15h) at room 
temperature. Solvent was removed in vacuo and the mixture was purified by flash 
chromatography (silica gel, 6/4, Heptane/Ethyl acetate) to obtain a colored oil (200.0 mg, 
96.2%). 
 
RMN 1H (500MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.83 (dd, J = 2.0, 8.5 Hz, 2H), 7.54 (bs, 2H), 7.52 – 
7.46 (m, J=2.0, 8.9 Hz, 6H), 7.02 (d, J= 8.8 Hz, 4H), 4.27(m, 4H), 4.22 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 
4.17 – 4.08 (bs, 2H), 3.98 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 3.82 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 2.40 – 2.23 (m, 4H), 
2.10 – 2.00 (bs, 2H), 1.86 – 1.75 (m, 2H), 1.46 – 1.34 (m, 42H). 
 
RMN 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm) = 172.9, 172.6, 159.5, 158.8, 148.7, 145.5, 138.1, 
131.7, 128.5, 126.1, 125.5, 125.1, 115.2, 82.20, 79.85, 70.0, 68.6, 67.6, 53.3, 35.4, 33.1, 30.2, 
28.3, 27.9, 17.9. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C62H82BN4O19Na] + 1209.54 found 1209.54. 
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DPENB-Glu2 

 

 
 
DPENB-GluBoc2 (100 mg, 0.08 mmol) was dissolved in a mix of DCM and TFA (2/1; 7.5 
mL) and stirred overnight under argon at room temperature. Solvents were removed in vacuo 

and the crude product was washed several times with DCM to obtain an orange oil (73.0 mg, 
99%). 
 
RMN 1H (500MHz, MeOD-d4): δ (ppm) = 7.84 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.75 (d, J= 1.6 Hz, 2H), 
7.63 (d, J=8.6 Hz, 4H), 7.62 (dd, J=1.5, 8.4 Hz, 2H), 7.08 (d, J= 8.6 Hz, 4H), 4.44 – 4.28 (m, 
4H), 4.23 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 3.99 – 3.92 (m, 6H), 3.98 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 3.76 (q, J = 6.8 Hz, 
2H), 2.51 (td, J=2.5, 7.8 Hz, 2H), 2.50 (td, J=2.4, 7.6 Hz, 2H), 2.20 – 2.11 (m, 2H), 2.11 – 
2.02 (m, 2H), 1.41 (d, J=7.0 Hz, 6H). 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C44H52N4O15]2+ 876.34 found 876.34. 
 
2,2-Bis((tosyloxy)methyl)propane-1,3-diyl bis(4-methylbenzenesulfonate) (8) 
 

 
 
A mixture of pentaerytrithol (5.0 g, 36.73 mmol), tosyl chloride (42.0 g, 220.4 mmol), 
triethylamine (30.6 mL, 220.4 mmol) in acetonitrile (50 mL) was stirred at r.t. 48h. Saturated 
NaHCO3 was added and the mixture was extracted with ethyl acetate (3 x 200 mL). The 
organic phase were combined and evaporated. The crude product was purified by flash 
chromatography (silica gel, heptane/EtOAc, 50% to 100%) to yield a yellowish powder (7.0 
g, 25.3% yield). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm): 7.66 (d, J = 8.4 Hz, 8H), 7.34 (d, J = 8.4 Hz, 8H), 
3.79 (s, 8H), 2.4 (s, 12H). 
 
RMN 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm): 145.7, 131.4, 130.2, 128.0, 65.63, 43.3, 21.7. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C33H36O12S4Na] + 775.0987 found 775.0967. 
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4,4'-((2,2-Bis((4-iodophenoxy)methyl)propane-1,3-diyl)bis(oxy)) bis(iodobenzene) (9) 
 

 
 
A stirred mixture of pentaerythrityl tetratosylate (1.00 g, 1,33 mmol), 4-iodophenol (1.46 g, 
6.64 mmol), and NaOH (0.26 g, 6.64 mmol) in DMF (20 mL) was refluxed for 24 h. The 
solution was then cooled, water (100 mL) was added, and the mixture was extracted twice 
with diethyl ether. The organic layers were combined, washed with brine, and dried over 
Na2SO4. Removal of volatiles under reduced pressure left a residue that was purified by flash 
chromatography (silica gel, with heptane as eluent) to give 9 (890 mg, 0.94 mmol, 71%) as a 
white solid. 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm): 7.51 (d, J = 9.0 Hz, 8H), 6.65 (d, J = 9.0 Hz, 8H), 
4.22 (s, 8H). 
 
RMN 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm): 158.7, 138.5, 117.2, 83.6, 66.7, 44.9. 
 
 
Mix of TPENB, pseudo-TPENB and 10b 
 

 
TPENB 
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pseudo-TPENB 

 

 
10b 

 
 
A mixture of 9 (183 mg, 019 mmol), 3 (250 mg, 0.81 mmol), K2CO3 (160 mg, 1.16 mmol), 
tetrabutylammonium bromide (500 mg, 1.55 mmol) and Pd(OAc)2 (cat. 0.03 mol%) in EtOH 
(10 mL) and water (5 mL) was heated under microwave conditions at 160 °C for 45 min. 
Water (100 mL) was added and organics were extracted into EtOAc (200 mL). the organic 
phase was removed in vacuo and the crude extract was purified by column chromatography 
on silica with 3/7 Heptane/EtOAc in vol. as eluent to obtain a brown oil (30.00 mg, 13%). 
 

HRMS (ESI) (m/z)  
 
TPENB:   calcd. for [C65H65N4O16] + 1157.4390 found 1157.4372. 
pseudo-TPENB:  calcd. for [C64H62N4O15Na] +1149.4104 found 1149.4078. 
10b:    calcd. for [C56H56N3O13] + 978.3808 found 978.3797. 
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pseudo-TPENB-mpa3. 

 
 
4-Methoxyphenylacetic acid (21.5 mg, 129 �mol) and a mix of TPENB, pseudo-TPENB 

and 10b (30 mg, 32.4 �mol) were dissolved in dry DCM (5 mL) and cooled to 0 °C. Next, 
DCC (25 mg, 120 �mol) and DMAP (cat. 1% mol) were added to the mixture and stirred 
overnight. The mixture was purified by flash chromatography (silica gel, 7/3, Heptane/Ethyl 
acetate) to obtain pseudo-TPENB-mpa3 (4.6 mg, 10%). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm): 7.82 (d, J = 8.4 Hz, 3H), 7.54 (d, J = 8.4 Hz, 3H), 
7.46 (m, 14H), 7.04 (m, 14H), 6.71 (d, J = 8.9 Hz, 6H), 4.47 (s, 8H), 4.26 (m, 6H), 3.82 (m, 
3H), 3.71 (s, 9H), 3.44 (s, 6H), 2.97 (q, 2H), 1.32-1.30 (m, 12H). 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C91H86N4O21Na] + 1593.5677 found 1594.5666. 
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3'-(1-hydroxypropan-2-yl)-4'-nitro-[1,1'-biphenyl]-4-ol (13) 

 

 
 
2 (950 mg, 3.65 mmol), 4-hydroxyphenylboronic acid (755 mg, 5.47 mmol), and 
tetrabutylammonium bromide (1,17 g, 3.65 mmol) were dissolved in 5 mL of water and 10 
mL of ethanol. The mixture was introduced in a microwave reactor and degased applying 
vacuum for 5 min. Next, the bis(acetato)palladium (24 mg, 0.1 mmol) was added in the 
mixture and the microwave reactor was sealed and heated to 170 °C for 10 min. Solvents 
were removed in vacuo, the crude was dissolved in water and extracted with ethyl acetate (3 x 
50 mL). The mixture was purified by Flash chromatography (silica gel, 8/2 Heptane / ethyl 
acetate as eluent) to obtain 13 (950 mg, 95%). 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 7.84 (d, J=8.5 Hz, 1H), 7.73 - 7.70 (m, 1H), 7.59 
(dd, J=2.1, 8.4 Hz, 1H), 7.56 (d, J=7.7 Hz, 2H), 6.92 (d, J=7.7 Hz, 2H), 3.85 - 3.71 (m, 2H), 
3.59 - 3.50 (m, 1H), 1.39 (d, J=7.0 Hz, 3H). 
 
RMN 13C (100MHz, MeOD4): δ (ppm): 158.1, 149.1, 145.4, 138.85, 130.3, 128.1, 125.7, 
124.4, 124.3, 115.5, 66.4, 36.5, 16.7. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C15H15N1O4Na] + 296.08 found 296.08. 
 
 
tert-butyl 2-((3'-(1-hydroxypropan-2-yl)-4'-nitro-[1,1'-biphenyl]-4-yl)oxy)acetate (14) 

 
 A mixture of 13 (2,5 g, 9.2 mmol) and K2CO3 (1.4g, 10.2 mmol) was stirred 1h in acetonitrile 
(200 mL). Tert-butyl bromoacetate (1.41 mL, 9.7 mmol) was added and the mixture was 
stirred overnight at room temperature. The solvent was removed under vacuum and the crude 
product was dissolved in water and extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL). The organic 
phase was removed under vacuum and dried over MgSO4. The mixture was purified by flash 
chromatography (silica gel, 7/3 Heptane/ethyl acetate as eluent) to obtained 14 (3.4 g, 95%). 
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RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm): 7.83 (d, J=8.4 Hz, 1H), 7.59 (d, J=2.0 Hz, 1H), 7.52 
(d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.48 (dd, J=2.0, 8.4 Hz, 1H), 6.98 (d, J=8.8 Hz, 2H), 4.55 (s, 2H), 3.88 - 
3.78 (m, 2H), 3.68 - 3.60 (m, 1H), 1.49 (s, 9H), 1.36 (d, J=7.0 Hz, 3H). 
 
RMN 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm): 168.0, 158.7, 149.4, 145.5, 139.3, 132.5, 128.8, 
126.6, 125.5, 125.2, 115.393, 82.8, 68.2, 65.9, 36.6, 28.3, 17.9. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C21H25NO6Na]+ 410.15 found 410.15. 
 

 
 
tert-butyl 2-((3'-(1-acetoxypropan-2-yl)-4'-nitro-[1,1'-biphenyl]-4-yl)oxy)acetate (15) 

 

 
 
14 (1.59 g, 4.0 mmol), acetic anhydride (833.6 mg, 8.1 mmol) and DMAP (548.7 mg, 576.9 
mmol) were dissolved in DCM (30 mL) and stirred overnight at rt. DCM was removed under 

vacuum and the crude was purified by chromatography (silica gel, 9/1 Heptane/Ethyl acetate). 
A yellow solid (15) was obtained (1.71 g, 97%). 
 
RMN 1H (400MHz, CDCl3): δ (ppm): 7.84 (d, J=8.4 Hz, 1H), 7.55 (d, J=2.0 Hz, 1H), 7.51 
(d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.48 (dd, J=2.0, 8.4 Hz, 1H), 6.98 (d, J=8.8 Hz, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.30 – 
4.18 (m, 2H), 3.87 - 3.79 (m, 1H), 1.98 (s, 3H), 1.49 (s, 9H), 1.38 (d, J=7.0 Hz, 3H). 
 
RMN 13C (100MHz, CDCl3): δ (ppm): 1710, 167.9, 158.7, 148.9, 145.5, 138.3, 132.5, 
128.8, 126.4, 125.7, 125.2, 115.3, 82.8, 68.2, 65.9, 33.3, 28.3, 21.0, 18.0. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C23H27NO7Na]+ 452.16 found 452.16. 
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2-((3'-(1-acetoxypropan-2-yl)-4'-nitro-[1,1'-biphenyl]-4-yl)oxy)acetic acid (16) 

 

 
 
15 (1.6 g, 3.7 mmol) was dissolved in 18 mL of a DCM/TFA (2/1) mix. Solvents were 
removed under vacuum and the crude product was washed several times with DCM to 
obtained a brown solid 16 (1.31, 95%). 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 7.85 (d, J=8.4 Hz, 1H), 7.75 (d, J=2.0 Hz, 1H), 7.65 
(d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.64 (dd, J=2.0, 8.4 Hz, 1H), 7.07 (d, J=8.8 Hz, 2H), 4.72 (s, 2H), 4.34 – 
4.26 (m, 2H), 3.78 - 3.71 (m, 1H), 1.95 (s, 3H), 1.41 (d, J=7.0 Hz, 3H). 
 
RMN 13C (100MHz, MeOD4): δ (ppm): 172.7, 172.6, 160.3, 150.5, 146.6, 139.32, 133.5, 
129.7, 127.3, 126.7, 126.0, 116.4, 69.6, 66.1, 34.7, 20.8, 18.0. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C19H19NO7Na] + 396.10 found 396.10. 
 

PAMAM-G0 

 

 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 3.25 (t, J=6.4 Hz, 8H), 2.77 (t, J=6.8 Hz, 8H), 2.72 
(t, J=6.4 Hz, 8H), 2.54 (s, 4H), 2.37 (t, J=6.8 Hz). 
 
From SF of 99 : RMN 13C (75MHz, D2O): δ (ppm): 174.94, 49.99, 49.12, 41.62, 39.74, 
32.66. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C22H48N10O4Na]+ 539.37 found 539.37. 
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PAMAM-G1 

 

 
 
RMN 1H (400MHz, DMSO-d6): δ (ppm): 3.12 – 2.98 (m, 24H), 2.70– 2.59 (m, 24H), 2.54 
(t, 16H), 2.45– 2.38 (m, 12H), 2.19 (t, 24H). 
 
RMN 13C (100MHz, DMSO-d6): δ (ppm): 175.1, 174.6, 51.3, 50.1, 49.1, 48.9, 41.8, 39.8, 
36.8, 32.9, 32.7. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C62H133N26O12]5+ 1434.05 found 1434.06. 
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NPG0. (17-G0) 
 

 
 
16 (200 mg, 0.53 mmol) and HOBt (144 mg, 1.07 mmol) were dissolved in dry DMF (5 mL). 
DIC (0.16 mL, 1.07 mmol) was added and the mixture was stirred for 1h. Then, PAMAM-G0 
(55 mg, 0.10 mmol) in dry DMF (10 mL) was added and the mixture was stirred overnight. 
The solvent were removed under vacuum and the crude was purified by flash chromatography 
(C18 silica gel, 45/55 to 35/65 H20 0.1% TFA/ CH3CN as eluent) to obtained yellowish thick 
oil (170 mg, 82%). 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 7.76 (d, J=8.4 Hz, 4H), 7.67 (d, J= 2.0 Hz, 4H), 7.57 
(d, J=8.8 Hz, 8H), 7.51 (dd, J=2.0, 8.4 Hz, 4H), 7.04 (d, J=8.8 Hz, 8H), 4.52 (s, 8H), 4.28 – 
4.19 (m, 8H), 3.71 - 3.66 (m, 4H), 3.46 – 2.23 (m, 28H), 1.92 (s, 12H), 1.36 (d, J=7.0 Hz, 
12H). 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C98H118N14O28]2+ 1938.82 found 1938.80. 
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NPG0-(OH)4 . (18-G0) 

 
NPG0 (130 mg, 0.06mmol) and K2CO3 (92 mg, 0.67 mmol) were dissolved in dry methanol 
(10 mL) and stirred 2h30 at room temperature. The solvent was removed under vacuum and 
the crude product was directly used for the next step without further purification. Quantitative 
reaction according to HPLC analysis. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C90H110N14O24]2+ 1771.78 found 1771.76. 
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NPG0-mpa4. (19-G0) 
 (Les quantités excessives de réactifs sont dûes à une erreur de calcul) 
 

 
 
4-Methoxyphenylacetic acid (9.1 g, 54.76 	mol) and DCC (1.0 g, 4.84 mmol) were dissolved 
in dry DMF (30 mL). NPG0-OH4 (118 mg, 0.06 	mol) and DMAP (cat. 1% mol) in dry 
DMF (10 mL) were added to the mixture and stirred overnight. The mixture was first purified 
by flash chromatography (C18 silica gel, 3/7 H2O 0.1% TFA/CH3CN as eluent) and in a 
second time purified with semi-preparative HPLC (isocratic 66/34, H2O 0.1% TFA/CH3CN) 
to obtained after lyophilisation a yellow powder (17.8 mg, 18%). 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 7.76 (d, J=8.4 Hz, 4H), 7.57 (d, J= 2.0 Hz, 4H), 7.52 
(d, J=8.8 Hz, 8H), 7.47 (dd, J=2.0, 8.4 Hz, 4H), 7.02 (d, J=8.8 Hz, 8H), 6.91 (d, J=8.7 Hz, 
8H), 6.64 (d, J=8.7 Hz, 8H), 4.52 (s, 8H), 4.34 (dd, J=8.3, 10.6 Hz), 4.20 (dd, J=5.6 Hz, 10.8 
Hz), 3.68 – 3.63 (m, 4H), 3.65 (s, 12H), 3.49 - 3.47 (m, 8H), 3.56 – 2.23 (m, 28H), 1.27 (d, 
J=7.0 Hz, 12H). 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C126H142N14O32]2+ 2364.99 found 2364.98. 
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NPG1 

 

 
 
16 (200 mg, 0.53 mmol) and HOBt (161 mg, 1.19 mmol) were dissolved in dry DMF (5 mL). 
DIC (0.18 mL, 1.19 mmol) was added and the mixture was stirred for 1h. Then, PAMAM-G1 
(85 mg, 0.06 mmol) in dry DMF (5 mL) was added and the mixture was stirred overnight. 
The solvent was removed in vacuo and the crude was purified by flash chromatography (C18 
silica gel, 3/7 to 1/9 H20 0.1% TFA/ CH3CN as eluent) to obtained yellowish thick oil (140 
mg, 52%). 
 
RMN 1H (400MHz, DMSO-d6): δ (ppm): 7.87 (d, J=8.6 Hz, 8H), 7.84 (d, J= 1.5 Hz, 8H), 
7.73 (d , J=8.9 Hz, 16H), 7.68 (dd, J=1.7, 8.8 Hz, 8H), 7.08 (d, J=9.0 Hz, 16H), 4.53 (s, 16H), 
4.29 – 4.18 (m, 16H), 3.59 - 3.54 (m, 8H), 3.24 – 2.27 (bs, 100H), 1.89 (s, 24H), 1.33 (d, 
J=6.9 Hz, 24H). 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C214H267N34O60]3+ and [C214H266N34O60]2+ 4274.89 found 
4274.89. 
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NPG1-(OH)8 (18-G1) 
 

 
 
NPG1 (140 mg, 0.03mmol) and K2CO3 (91 mg, 0.65 mmol) was dissolved in dry methanol 
(15 mL) and stirred overnight at room temperature. Solvent was removed in vacuo and the 
crude was directly used for the next step without purification. Quantitative reaction according 
to HPLC analysis. 
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NPG1-mpa7.5 (19-G1) 
 
 

 
 
4-methoxyphenylacetic acid (1.3 g, 8.25 	mol) and DIC (0.51 mL, 3.30 mmol) were 
dissolved in dry DMF (5 mL) and dry CH3CN (5 mL). Next, NPG1-OH8 (estimated from 
previous step: 130 mg, 0.03 	mol) in dry DMF (10 mL) was added to the mixture and stirred 
overnight. The mixture was purified by flash chromatography (C18 silica gel, 1/9 H20 0.1% 
TFA/CH3CN) to obtained a thick colorless oil (61 mg, 36%). 
 
RMN 1H (400MHz, DMSO-d6): δ (ppm): 7.87 (d, J=8.5 Hz, 8H), 7.79 (bs, 8H), 7.70 (d, 
J=8.7 Hz, 16H), 7.67 (d, J=8.4 Hz, 8H), 7.07 (d, J=8.7 Hz, 16H), 6.97 (d, J=8.5 Hz), 6.72 (d, 
J=8.5 Hz), 4.52 (bs, 16H), 4.31 – 4.24 (bs m, 16H),3.66 (bs, 24H), 3.62 - 3.54 (bs m, 8H), 
3.44 (s, 16H), 3.25 – 2.13 (bs, 100H), 1.29 (d, J=6.8 Hz, 24H). 
 
HRMS (ESI) (m/z):  

 
NPG1-mpa8 calcd. for [C270H315N34O68]3+ and [C270H314N34O68]2+ 5124.23 found 
5124.20. 
NPG1-mpa7 calcd. for [C261H308N34O65]4+ 4959.18 found 4959.16. 
NPG1-mpa6 calcd. for [C252H300N34O62]4+ and [C252H298N34O62]2+ 4796.14 found 
4796.07. 
NPG1-mpa5 calcd. for [C243H288N34O59]3+ and [C214H266N34O60]2+ 4626.05 found 
4621.98. 
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NPG1-GluBoc8  

 

 
 
Boc-D-glutamic acid 5-tert-butyl ester acid (1.0 g, 3.30 	mol) and DIC (0.51 mL, 3.30 
mmol) were dissolved in dry DMF (5 mL) and dry CH3CN (5 mL). Next, NPG1-OH8 
(estimated from previous step: 130 mg, 0.03 	mol) in dry DMF (10 mL) was added to the 
mixture and stirred overnight. The mixture was purified by flash chromatography (C18 silica 
gel, 3/97 H20 0.1% TFA/CH3CN) to obtained a thick colorless oil (19.6 mg, 10%). 
 
RMN 1H (400MHz, DMSO-d6): δ (ppm): 7.76 (d, J=8.4 Hz, 8H), 7.67 (bs, 8H), 7.59 (d, 
J=8.4 Hz, 16H), 7.51 (d, J=8.4 Hz, 8H), 7.02 (d, J=8.4 Hz, 16H), 4.50 (bs, 16H), 4.27 – 4.19 
(bs m, 16H), 3.90 (bs, 8H), 3.70 - 3.62 (bs m, 8H), 3.50 – 2.10 (bs, 116H), 1.36 (m, 168H). 
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NPG1-Glu8 

 

 
NPG1-GluBoc8 (19.6 mg, 3.1 μmol) was dissolved in a mixture of DCM and TFA (4/3; 14 
mL) and stirred overnight at room temperature. Solvents were removed in vacuo and the 
crude was washed several times with DCM to obtain a pink thick oil (6.0 mg, 38.3%). 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C238H307N42O76]3+ 4972.15 found 4274.89 and 
[C238H307N42O76-(2NH4

+-Li+)]3+ 5010.20 found 5010.09. 
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G1-SAS 
 

 
 
SAS (132.3 mg, 0.94 mmol) and HoBt (283.5 mg, 2.09 mmol) was dissolved in 10 ml of 
DMF and stirred to have a clear solution. Then, DIC (0.32 mL, 2.09 mmol) was added to the 
mixture and stirred 1h at room temperature. Next PAMAM-G1 (300 mg, 0.20 mmol) in DMF 
(10 mL) was added to the mixture and stirred overnight at room temperature. The solution 
was filtered on fritted funnel (size 4), and the precipitate was washed several times with dry 
DMF. The crude was dissolved in water and lyophilized to obtain a white powder (365 mg, 
90%). 
 
RMN 1H (400MHz, D2O): δ (ppm): 3.81 (s, 7.4H), 3.50 (t, J= 5.8 Hz, 14H), 3.43 – 3.28 (m, 
24H), 3.25– 3.18 (m, 6H), 3.15 (t, J=6.0 Hz, 14H), 3.10 – 3.02 (m, 14H), 2.70 – 2.47 (m, 
28H). 
 
HRMS (ESI) (m/z):  

 
G1-SAS4 calcd. for [C70H138N26O28S4]2+ 1918.90 found 1918.90. 
G1-SAS3 calcd. for [C68H136N26O24S3]2+ 1796.93 found 1796.93. 
G1-SAS2 calcd. for [C66H134N26O20S2]2+ 1674.96 found 1674.97. 
G1-SAS1 calcd. for [C64H133N26O16S]3+ 1554.00 found 1554.00. 
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Experimental details about reaction of hybrid section (III.4) 
 
C1: 16 (200 mg, 0.53 mmol) and HOBt (145 mg, 1.07 mmol) were dissolved in dry DMF (10 
mL). DIC (0.18 mL, 1.07 mmol) was added and the mixture was stirred for 1h. Then, 
PAMAM-G1 (153 mg, 0.10 mmol) in dry DMF (10 mL) was added and the mixture was 
stirred overnight. 
 
C2: 16 (200 mg, 0.53 mmol) and PAMAM-G1 (191 mg, 0.13 mmol) was dissolved in dry 
DMF (20 mL). Then, PyBOP (279 mg, 0.53 mmol) was added and the mixture was stirred 
overnight. 
 
1A: sulfoacetic acid (41 mg, 0.29 mmol) and HOBt (100 mg, 0.73 mmol) were dissolved in 
dry DMF (5 mL). DIC (0. 11 mL, 0.73 mmol) was added and the mixture was stirred for 2h. 
Then, PAMAM-G1 (105 mg, 0.07 mmol) in dry DMF (10 mL) was added and the mixture 
was stirred 24h at room temperature at room temperature. 
 
1B: sulfoacetic acid (41 mg, 0.29 mmol) and PAMAM-G1 (105 mg, 0.07 mmol) was 
dissolved in dry DMF (15 mL). Then, PyBOP (380 mg, 0.73 mmol) and DIPEA (0.18 mL, 
1.09 mmol) were added 24h at room temperature. 
 
2A: 16 (109 mg, 0.29 mmol) and HOBt (100 mg, 0.73 mmol) were dissolved in dry DMF (5 
mL). DIC (0. 11 mL, 0.73 mmol) was added and the mixture was stirred for 2h. Then, 
PAMAM-G1 (105 mg, 0.07 mmol) in dry DMF (10 mL) was added and the mixture was 
stirred 24h at room temperature. 
 
2B: 16 (109 mg, 0.29 mmol) and PAMAM-G1 (105 mg, 0.07 mmol) was dissolved in dry 
DMF (15 mL). Then, PyBOP (380 mg, 0.73 mmol) and DIPEA (0.12 mL, 0.73 mmol) were 
added and the mixture was stirred 24h at room temperature. 
 
3A: 16 (109 mg, 0.29 mmol) and HOBt (50 mg, 0.36 mmol) were dissolved in dry DMF (5 
mL), then DIC (0.06 mL, 0.36 mmol) was added and the mixture was stirred for 2h. In the 
same time, a second flask was prepared with sulfoacetic acid (41 mg, 0.29 mmol) and HOBt 
(50 mg, 0.36 mmol) in dry DMF (5 mL), then DIC (0.06 mL, 0.36 mmol) was added and the 
mixture was stirred for 2h. Next, the two solutions were added via canula into a third flask 
which contained PAMAM-G1 (105 mg, 0.07 mmol) in dry DMF (5 mL) and finally the 
mixture was stirred 24h at room temperature. 
 
3B: sulfoacetic acid (41 mg, 0.29 mmol), 16 (109 mg, 0.29 mmol) and PAMAM-G1 (105 mg, 
0.07 mmol) were dissolved in dry DMF (15 mL). Then, PyBOP (380 mg, 0.73 mmol) and 
DIPEA (0.18 mL, 1.09 mmol) were added 24h at room temperature. 
 
BIP (4 eq.): 16 (56 mg, 0.15 mmol) and HOBt (25 mg, 0.18 mmol) were dissolved in dry 
DMF (2.5 mL), then DIC (29 μL, 0.18 mmol) was added and the mixture was stirred for 2h. 
In the same time, a second flask was prepared with sulfoacetic acid (21 mg, 0.15 mmol) and 
HOBt (25 mg, 0.18 mmol) in dry DMF (2.5 mL), then DIC (29 μL, 0.18 mmol) was added 
and the mixture was stirred for 2h. Next, the two solutions were added via canula into a third 
flask which contained PAMAM-G1 (54 mg, 37 μmol) and biphenyl (23 mg, 0.15 mmol) in 
dry DMF (5 mL) and finally the mixture was stirred 7 day at room temperature. 
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BIP (10 eq.): 16 (56 mg, 0.15 mmol) and HOBt (25 mg, 0.18 mmol) were dissolved in dry 
DMF (2.5 mL), then DIC (29 μL, 0.18 mmol) was added and the mixture was stirred for 2h. 
In the same time, a second flask was prepared with sulfoacetic acid (21 mg, 0.15 mmol) and 
HOBt (25 mg, 0.18 mmol) in dry DMF (2.5 mL), then DIC (29 μL, 0.18 mmol) was added 
and the mixture was stirred for 2h. Next, the two solutions were added via canula into a third 
flask, which contained PAMAM-G1 (54 mg, 37 μmol) and biphenyl (58 mg, 0.37 mmol) in 
dry DMF (5 mL) and finally the mixture was stirred 7 day at room temperature. 
 
Quinuclidine derivatives 

 

89S 
 

 
 
Hydroxy benzotriazole (2,25g, 16.47 mmol) and 2-5-dimethoxybenzoic acid (2.4 g, 13.17 
mmol) were added to a flask with DMF (196 mL). Dicyclohexylcarbodiimide (3.39 g, 16.47 
mmol) was added to the mixture and stirred 1 h at room temperature. Next, 
diisopropylethylamine (4.79 mL, 28.98 mmol) and (S)-(-)-3-aminoquinuclidine 
dihydrochloride (2,623g, 13,17 mmol) were added to the mixture and stirred overnight at 
room temperature. Methanol (about 75 mL) was added to the reaction mixture to yield to a 
clear solution. The organic solvent was removed under vaccum and the residue was dissolved 
in an aqueous solution acidified with HCl 1M to pH 4.5 and washed with DCM (5x300 mL). 
The aqueous layer was basified with aqueous sodium hydroxide (50%) to pH>12 and 
extracted with ethyl acetate (5x300 mL). The organic layer was dried over MgSO4 and 
concentrated under vaccum. A brown oil of N-[(3S)-1-azabicyclo[2.2.2]octan-3-yl]-2-
hydroperoxy-5-methoxybenzamide ( 2,9 g,  76 % yield)  was obtained by lyophylisation in a 
acid aqueous solution with pH<5. 
 

RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 7.36 (dd, J=2.3 Hz, 1H), 7.07 (dd, J=2.4 Hz, 1H), 
4.45 (m, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.84 (ddd, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.52 – 3.26 (m, 5H), 2.36 (m, 1H), 
2.17 (m, 1H), 2.10 (m, 1H), 2.00 (m, 1H). 
 
RMN 13C (100MHz, MeOD4): δ (ppm): 168.3, 155.1, 153.1, 123.6 119.6, 116.4, 114.4, 
57.3, 56.4, 53.9, 47.6, 47.2, 46.2, 25.8, 22.8, 18.6. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C16H23N2O3] + 291.17 found 291.17. 
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General method for the preparation of quinuclidine phenol derivatives 
 
HoBt (1.25 eq.) and substituted benzoic acid (1 eq.) were added to a flask with DMF. DIC 
(1.25 eq.) was added to the mixture and stirred 1h at room temperature. Next, DIPEA (2.25 
eq.) and (S)-(-)-3-aminoquinuclidine dihydrochloride, 1 eq.) were added to the mixture and 
stirred overnight at room temperature. Solvent was removed under vaccum and the crude 
product was purified by different chromatography according to the compound. 
 
Q2 

 
 
Purification:  1. Manual chromatography on silica gel with 100% ethyl acetate to elute 
reactant and 100% MeOH to elute Q2.  

2. Flash chromatography on C18-silica gel with 100% H2O 0.1% TFA to 
completely purified the product; yield =16%. 

 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 7.25 (s, 2H), 4.43 (m, 1H), 3.91 (s, 6H), 3.82 (ddd, 
1H), 3.55 – 3.30 (m, 5H), 2.36 (m, 1H), 2.26 (m, 1H), 2.09 (m, 1H), 1.93 (m, 1H). 
 
RMN 13C (100MHz, MeOD4): δ (ppm): 170.4, 148.9, 140.49, 125.5, 106.4, 56.9, 54.3, 47.8, 
47.4, 42.7, 23.5, and 20.48. 
 
BRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C16H23N2O4] + 307.16 found 307.2. 
 
Q3 

 
 
Purification: Flash chromatography on C18-silica gel with 8/2 H2O 0.1% TFA/CH3CN; yield 
= 49%. 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 7.49 (d, J=2.2 Hz, 1H), 7.43 (dd, J=2.2, 8.0 Hz, 
1H), 6.85 (d, J=8.1 Hz, 1H), 4.42 (m, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.82 (ddd, 1H), 3.53 – 3.32 (m, 5H), 
2.36 (m, 1H), 2.26 (m, 1H), 2.09 (m, 1H), 1.93 (m, 1H). 
 
BRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C15H21N2O3] + 277.15 found 277.2. 
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Q6 

 
 
Purification: Flash chromatography on C18-silica gel from 9/1 to 8/2 H2O 0.1% TFA/CH3CN; 
yield = 98%. 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 8.06 (d, 1H), 7.78 – 7.73 (m, 2H), 4.48 (m, 1H), 
3.85 (ddd, 1H), 3.49 – 3.32 (m, 5H), 2.40 (m, 1H), 2.23 (m, 1H), 2.11 (m, 1H), 1.99 (m, 1H). 
 
RMN 13C (100MHz, MeOD4): δ (ppm): 167.8, 159.1, 150, 8, 129.9, 122.1, 113.1, 111.6, 
52.3, 46.1, 45.8, 45.1, 24.1, 21.3, and 17.1. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C14H18N3O4] + 292.12 found 292.12. 
 

 
Q7 
 

 
 
Purification: Flash chromatography on C18-silica gel 9/1 H2O 0.1% TFA/CH3CN; yield = 
53%. 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 4.46 (m, 1H), 3.85 (ddd, 1H), 3.41 – 3.34 (m, 3H), 
3.15 (dd, 1H), 2.34 (m, 1H), 2.17 (m, 1H), 2.09 (m, 1H), 1.96 (m, 1H). 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C14H15F4N2O2] + 319.10 found 319.10. 
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Q8.  

 
 
Purification: Flash chromatography on C18-silica gel 95/5 H2O 0.1% TFA/CH3CN; yield = 
99%. 
 
RMN 1H (400MHz, MeOD4): δ (ppm): 8.59 (d, J=2.3 Hz, 1H), 8.01 (dd, J=2.5, 9.1 Hz, 
1H), 7.1 (d, J=9.0 Hz, 1H), 4.41 (m, 1H), 3.82 (ddd, 1H), 3.49 – 3.32 (m, 4H), 3.29 – 3.22 
(m, 1H), 2.34 (m, 1H), 2.23 (m, 1H), 2.08 (m, 1H), 1.92 (m, 1H). 
 

RMN 13C (100MHz, MeOD4): δ (ppm): 167.0, 159.2, 135.0, 134.4, 125.2, 123.1, 121.1, 52.1, 46.3, 45.8, 45.4, 24.3, 21.5, and 17.1. 
 
HRMS (ESI) (m/z) calcd. for [C14H18N3O4] + 292.12 found 292.12. 
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Sébastien PIANT 

Nanostructuration de  
groupements protecteurs 
photolabiles sensibles à 
l’excitation biphotonique 

 

Résumé 

Les groupements protecteurs photolabiles sont utilisés pour de nombreuses 
applications, notamment en neuroscience pour la libération de neurotransmetteurs 
avec un contrôle spatio-temporel très fin. La démocratisation des lasers pulsés 
infrarouges a permis la mise au point de  nouveaux composés sensibles à l’excitation 
à deux photons, de plus en plus efficace. Cependant, l’ingénierie moléculaire des 
cages n’est pas la seule méthode qui peut être utilisée pour améliorer  l’efficacité des  
de ces composés. Mon travail de thèse a ainsi abordé cette problématique sous 
l’angle de la nanostructuration de groupements protecteurs photolabiles sensibles à 
l’excitation à deux photons. Nous avons débuté cette étude avec des composés de 
petite taille (dimère et tétramère) basés sur des groupements photosensible type 
ortho-nitrophénéthyle. Nous avons ensuite fonctionnalisé des dendrimères de type 
polyamidoamine, cependant les propriétés photophysiques et photochimiques de ces 
nouveaux composés suggèrent que des interactions intramoléculaires perturbent 
l’efficacité de la réaction de photolibération. Des dendrimères partiellement 
fonctionnalisés ont ensuite été envisagés.  

Mots clés : groupement protecteur photosensible, absorption à deux photons, 
PAMAM, nanostructuration, quinuclidine. 

 

 

Résumé en anglais 

Photosensitive protecting groups have been used for many applications, including 
neuroscience for the release of neurotransmitters with an amazing spatio-temporal 
control. New compounds sensitive to two-photon excitation were developed with the 
spread out of pulsed infrared lasers. However, cages molecular engineering is not 
the only way to improve such compounds. This manuscript focuses on 
nanostructuration to improve the overall efficiency of two-photon sensitive protecting 
groups. We started our study with small compound as dimer and tetramer based on 
the ortho-nitrophenethyl architecture. Next, polyamidoamine dendrimers were tested, 
but photophysics and photochemistry properties of these new compounds suggest 
that intramolecular interactions disturb photochemical reaction. Synthesis of partially 
functionalized dendrimer was considering in a next step. 

Keywords: photosensitive protecting group, two-photon absorption, PAMAM, 
nanostructuration. 
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control. New compounds sensitive to two-photon excitation were developed with the 
spread out of pulsed infrared lasers. However, cages molecular engineering is not 
the only way to improve such compounds. This manuscript focuses on 
nanostructuration to improve the overall efficiency of two-photon sensitive protecting 
groups. We started our study with small compound as dimer and tetramer based on 
the ortho-nitrophenethyl architecture. Next, polyamidoamine dendrimers were tested, 
but photophysics and photochemistry properties of these new compounds suggest 
that intramolecular interactions disturb photochemical reaction. Synthesis of partially 
functionalized dendrimer was considering in a next step. 

Keywords: photosensitive protecting group, two-photon absorption, PAMAM, 
nanostructuration. 
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