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NOTATIONS ET ABREVIATIONS

Technigues d’imagerie et de thérapie

ARM : Angio-IRM

BLI : BioLuminescence Imaging
BOLD-MRI : Blood Oxygen Level
Dependent MRI

CEST : Chemical Exchange Saturation
Transfer

CFLSM : ConFocal Laser Scanning
Microscopy

CFM : ConFocal Microscopy

CLI : Cherenkov Luminescence Imaging
CLT : Cherenkov Luminescence
Tomography

CT : Computed Tomography

DCE-MRI : Dynamic Contrast Enhanced-
MRI

DOT : Diffuse Optic Tomography
DW-MRI : Diffusion Weighted-MRI
fDOT : functionnal Diffuse Optic
Tomography

FMT : Fluorescence-mediated Molecular
Tomography

FRI : Fluorescence Reflectance Imaging
10 : Imagerie Optique

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique

(MRI : Magnetic Resonance Imaging)

IRM(f : IRM fonctionnelle

MIV : Microscopie IntraVitale (IVM :
IntraVital Microscopy)

MRS : Magnetic Resonance Spectroscopy
PAI : PhotoAccoustic Imaging
PARACEST : PARAmagnetic Chemical
Exchange Saturation Transfer

PDT : PhotoDynamic Therapy

RIT : Radio-ImmunoThérapie

RT-fDOT : Real Time-functionnal Diffuse
Optic Tomography

RX : Rayons X

SCIFI : Secondary Cherenkov Induced
Fluorescence Imaging

SERS : Surface Enhanced Raman Scattering
STED : STimulated-Emission-Depletion
microscopy

TEP : Tomographie par Emission de
Positrons (PET : Positron Emission
Tomography)

TEMP : Tomographie par Emission Mono-
Photonique (SPECT : Single Photon
Emission Computed Tomography)

US : UltraSound

Techniques analytiques et de purification

AES : Atomic Emission Spectroscopy
CCM : Chromatographie sur Couche Mince
DLS : Diffusion Light Scaterring

DRX : Diffraction des Rayons X

ESI : ElectroSpray Ionisation
FPLC : Fast Protein Liquid Chromatography



Notations et abréviations

FTIR : Fourrier Transformer InfraRed
HPLC : High Performance Liquid
Chromatography

HRMS : High Resolution Mass Spectrometry
ICP : Inductively Coupled Plasma

MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption
Ionisation

MS : Mass Spectrometry

NOESY : Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY

RITLC : Radioactive Instant Thin Layer
Chromatography

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
(NMR : Nuclear Magnetic Resonance)
TEM : Transmission Electron Microscopy
TGA : ThermoGravimetric Analysis

TOF : Time Of Flight

UV : UltraViolet

XPS : X-ray Photoelectron Spectrometry

Classes de molécules

AzaPc : AzaPhtalocyanine

BFA-BODIPY : Benzo-Fused AzaBODIPY
BODIPY : BOroDIPYrométhene

Cy : Cyanine

Nec : Naphtalocyanine

Pc : Phtalocyanine

Pz : Porphyrazine

Rh : Rhodamine

SubNc : SubNaphtalocyanine
SubPc : SubPhtalocyanine

Réactifs, solvants et composés chimiques

APTES : AminoPropylTriEthoxySilane
APTS : Acide ParaToluéne Sulfonique
BSA : Bis-StéarylAmide

Chol : Cholestérol

DAMN : DiAminoMaléoNitrile

DAPI : 4°,6’-DiAmino-2-PhénylIndole
dba : dibenzylidénacétone

DBU : 1,8-DiazaBicyclo[5.4.0]Undéc-7-¢ne
DCC : DiCyclohexylCarbodiimide
DCM : DiChloroMéthane

DFO : DesFerriOxamine

DHB : DiHydroxyBenzoic acid

DIPEA : N,N-DilsoPropyle EthylAmine
DMAE : DiMéthylAminoEthanol

DMF : DiMéthylFormamide

DMSO : DiMéthylSulfOxyde

-14-

DO3AtBu : tri-tert-butyl 2,2'2"-(1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate
DOTA :
1,4,7,10-Tetraacetic Acid
DOTAGA-anhydride : 2,2'2"-(10-(2,6-

dioxotetrahydro-2H-pyran-3-yl)-1,4,7,10-

1,4,7,10-tetraazacycloDOdecane-

tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetic
acid

DPBF : DiPhénylisoBenzoFurane

DPPC : 1,2-DiPalmitoylPhosphatidyl
Choline

DPPE : 1,2-DiPalmitoylPhosphatidyl
Ethanolamine

DSPE : 1,2-DiStéaroylPhosphatidyl

Ethanolamine



Notations et abréviations

DT4AtBu : 3,6,9-tris(2-(tert-butoxy)-2-
oxoethyl)-13,13-dimethyl-11-ox0-12-oxa-
3,6,9-triazatetradecan-1-oic acid

DTPA : Diethylene Triamine Pentaacetic
Acid

DSPE : 1,2-DiStéaroyl-sn-glycero-3-
PhosphoKEthanolamine

FDG : FluoroDésoxyGlucose (2-désoxy-2-
fluoro-D-glucose)

FITC : Fluorescein IsoThioCyanate

FLT : 3’-déoxy-3" FLuoroThymidine

HATU : 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-
1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium  3-oxid
hexafluorophosphate

HBTU : N,N,N',N'-Tetramethyl-O-(1H-
benzotriazol-1-yl)uronium
hexafluorophosphate

HIB : Hexadecyl-4-IodoBenzoate

HMPAO : HexaMethylPropyleneAmine
Oxime

HOBt : 1-HydrOxyBenzotriazole

HOPO : HydrOxyPyridinOne

ICG : IndoCyanine Green

L-DOPA : L-3,4-DihydrOxyPhénylAlanine
MSA : MethaneSulfonic Acid

MTT : bromure de 3-(4,5-diMéthylThiazol-
2-yl)-2,5-diphényle Tétrazolium

NHS : N-HydroxySuccinimide

NOTA : 2,2'2"-(1,4,7-triazacycloNOnane-
1,4,7-triyl)Triacetic Acid

PBS : Phosphate Buffer Saline

PC : PhosphatidylCholine

PEG : PolyEthylene Glycol

PHA : 6-PhosphonoHexanoic Acid

TAMRA : TetrAMethylRhodAmine

TFA : TriFluoroacetic Acid

THF : TétraHydroFurane

TIPS : TrilsoPropylSilane

TMSA : TrifluoroMethaneSulfonic Acid
TMSI : TriMethylSilyl Iodide

TPPS : TétraPhényPorphyrine tétraSulfonate

Groupements chimiques

Ac : Acétate

Asc : Ascorbate

BOC : tert-ButOxyCarbonyl

DMNP : 1-(4,5-DiMéthox-2-NitroPhényl)
éthoxy

fmoc : FluorénylMéthOxyCarbonyle

MTT : 4-M¢éThoxyTrityle
Propsulf : Propylsulfonate
TMS : TriMéthylSilyle

Tr : Trityle

Ts : Tosyle

Biochimie / Biologie

ADN : Acide Désoxyribonucléique
BBN : BomBésiNe
FAP : Fibroblast Activation Protein alpha

GFP : Green Fluorescent Protein
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GRPR : Gastrin Release Peptide Receptor
Hb : Hémoglobine

HER : HErceptin Receptor

HSA : Human Serum Albumin



Nomenclature et abréviations

IC,, : half maximal Inhibitor Concentration
LDL : Low Density Lipoprotein

mADb : monoclonal Antibody

MMP : Matricial MetalloProteinase

OC : OCtréotide

RGD : Arginylglycylaspartic acid

RPMI : Roswell Park Memorial Institute
Medium

TOC : [D-Phe', Tyr']-OCtréotide

Nanoparticules / Liposomes

CLIO : Cross-Linked Iron Oxyde

LUV : Large Unilamellar Vesicles
MLV : MultiLamellar Vesicles

MPIO : Micrometer-sized Paramagnetic
Iron Oxyde

QD : Quantum Dot

SUV : Small Unilamellar Vesicles

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché
B : Brillance

BRET : Bioluminescence Resonance Energy
Transfer

CCD : Charged-Coupled Device

CE : Capture Electronique

CR : Cherenkov Radiation

CRET : Cherenkov Radiation Emission
Transfer

EPR : Enhanced Permeability and Retention
FG : Fonction de Greffage

FRET : Forster Resonance Energy Transfer
IEP : IsoElectric Point

ICT : Internal Charge Transfer

SPIO : SuperParamagnetic Iron Oxyde
TiONts : Titane Oxyde Nanotubes

ULYV : UniLamellar Vesicles

USPIO : Ultra Small SuperParamagnetic Iron
Oxyde

VSOP : Very Small superParamagnetic iron
Oxyde Particle

LCD : Liquid Cristal Display

MOMIA : MOnomolecular Multimodal
Imaging Agent

MSAP : Multifunctionnal Single Attachment
Point

NIR : Near Infra-Red

ORTEP : Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot
PET : Photoinduced Electron Transfer
PROS : Photo-induced Reactive Oxygen
Species

PS : PhotoSensibilisateur

RNS : Reactive Nitrogen Species

ROS : Reactive Oxygen Species

Note : Le nom propre YeperkoB peut étre traduit de I’alphabet cyrillique de plusieurs maniéres :

« Tcherenkov » (écriture préférentielle en frangais), « Cherenkov » (écriture préférentielle en

anglais), « Cerenkov » (translitération du russe). Nous avons privilégié 1’écriture « Cherenkov »

aussi bien dans les textes en francais qu’en anglais, afin de garder une homogénéité.
9



AVANT-PROPOS

L’imagerie médicale est un outil précieux pour le diagnostic et le traitement de nombreuses
pathologies. En cancérologie, elle est une méthode de choix pour la détection d’une tumeur et le
suivi de I’évolution des tissus malins avant ou aprés traitement. Si les techniques les plus anciennes
comme la radiographie ou I’échographie sont aujourd’hui utilisées en routine en milieu clinique, de
nouvelles techniques sont apparues au fil du temps, comme I’IRM ou les scintigraphies, et ont accru

le potentiel et le champ d’application de I’imagerie médicale.

Les progres récents dans les domaines de la physique, de la biologie et de la chimie ont également
permis 1’essor de techniques toujours plus performantes délivrant des informations inédites. C’est
notamment grace a I’exploitation du phénoméne de fluorescence que 1’imagerie optique a pu se
développer. Cette méthode, dite « fonctionnelle », permet de visualiser des processus a 1’échelle
cellulaire ou subcellulaire afin d’obtenir des informations d’ordre moléculaire. Elle nécessite
’utilisation de marqueurs fluorescents qui sont sélectivement biodistribués dans le corps afin de

visualiser un site d’intérét précis.

Afin d’améliorer la quantité et la qualit¢ d’informations obtenues, ces marqueurs fluorescents
peuvent étre associés a des sondes détectables dans les autres modes d’imagerie. Cette approche,
dite bimodale, permet d’allier les avantages inhérents a chaque technique afin d’obtenir un

diagnostique plus précis et plus fiable.

D’autre part, il reste encore de nombreux phénoménes physiques exploitables pour une application
en imagerie médicale. C’est notamment le cas du phénoméne Cherenkov, responsable de 1I’émission
lumineuse d’un radioélément, qui a depuis trés récemment été étudié dans cet objectif. Cela

nécessite cependant de comprendre, d’étudier et de maitriser précisément cet outil.

Ces avancées demandent donc I’appui en amont des chimistes et des biochimistes pour mettre au
point des outils moléculaires au service de la conception d’agents d’imagerie, mais aussi pour la
création de nouveaux marqueurs plus performants et plus adaptés aux applications visées. Ces
objectifs nécessitent donc de développer les outils synthétiques adéquats et d’étudier les propriétés

des composés préparés. C’est dans ce contexte que ce travail de thése a été réalisé.
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INTRODUCTION GENERALE : L'IMAGERIE MEDICALE, TECHNIQUES, AGENTS DE
CONTRASTE ET MULTIMODALITE

Le concept d’imagerie médicale regroupe les différentes techniques qui permettent de créer une
représentation visuelle intelligible d’une information a caractére médical. La capture d’une image
d’un organisme vivant peut étre obtenue en exploitant différents phénomeénes tels que 1’absorption
de rayons X, de photons, la réflexion d’onde, la résonance magnétique nucléaire ou encore la
radioactivité." Au fil des années et a travers les constantes améliorations technologiques, I’imagerie
médicale s’est révélée €tre un outil essentiel pour le diagnostic et le traitement de nombreuses
pathologies, telles que les maladies cardio-vasculaires ou le cancer. Dans cet objectif, les premicres
méthodes comme les rayons X ou 1’échographie sont aujourd’hui utilisées en routine dans les
hopitaux. Depuis quelques années, le domaine de 1’imagerie connait un essor important. En effet,
nombre de nouvelles méthodes sont étudiées afin d’obtenir des informations plus précises

permettant un diagnostic plus efficace et une amélioration du traitement.

Les différentes techniques d’imagerie médicale peuvent étre classées en deux catégories ayant
chacune des objectifs distincts. L’imagerie structurale regroupe des techniques telles que I’IRM
(Imagerie par Résonance Magnétique) ou le scanner, et permet d’obtenir des informations
anatomiques, sur la structure des organes. Les méthodes d’imagerie fonctionnelles sont quant a elles
adaptées pour observer des processus a 1’échelle de la cellule, voire de la molécule. Ce concept,
appelé imagerie moléculaire, s’est notamment développé grace aux avancées dans le domaine de
I’imagerie de fluorescence, et vise a étudier des processus a I’échelle cellulaire et sub-cellulaire pour
la compréhension de phénoménes biologiques.” Les recherches en médecine et biologie qui

concernent I’innovation thérapeutique et I’étude du cancer profitent largement de ces techniques.’

La détection et le traitement d’une pathologie, a travers 1’imagerie et la thérapie, nécessitent dans la
plupart des cas I’utilisation de composés actifs permettant de créer ou renforcer un contraste. Ceux-
ci permettent d’améliorer la qualit¢ d’image (imageries structurales) ou peuvent étre détectés et
suivis dans I’organisme afin d’apporter des informations cruciales pour la recherche, le diagnostic et

le traitement (imageries fonctionnelles).'

Depuis plusieurs années déja, la communauté scientifique se tourne également vers la combinaison
et 'utilisation simultanée de plusieurs techniques d’imagerie médicale. Cette approche, appelée
multimodale, permet de tirer parti des avantages propres a chaque technique, tels que la haute
sensibilité ou la bonne résolution, afin d’obtenir une combinaison complémentaire d’informations

our un meilleur diagnostic.* D’autre part, I’association d’une méthode d’imagerie médicale avec
9
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une action thérapeutique va quant a elle constituer une approche dite « théranostique ». Cet aspect
de I'imagerie directement appliquée a la thérapie est également de plus en plus étudi¢ afin de

pronostiquer, suivre et évaluer I’efficacité du traitement.’

Le premier défi pour les chimistes dans le domaine de I’imagerie médicale réside donc dans la mise
au point de nouveaux agents propres aux modalités concernées et appropriés a 1’application visée.’
Les différentes techniques d’imagerie ainsi que les méthodes et agents associés abordés dans ce
manuscrit concernent plus principalement le domaine de 1’oncologie. Cette introduction décrit dans
un premier temps les principales techniques d’imagerie. Puis nous discuterons de la nature et des
stratégies relatives a la mise au point des agents d’imagerie. Pour finir, les approches multimodales

et théranostiques seront abordées.
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Partie | : Les différentes techniques d’imagerie médicale, aspects théoriques et
technologiques

Les techniques d’imagerie médicale les plus couramment utilisées en milieu clinique ou en
développement préclinique sont référencées dans le fableau 1. Elles sont classées selon leur utilité
(anatomique ou fonctionnelle), et selon le principe physique sur lequel elles reposent (RX, ultrasons,
radioactivité,...). Chacune posseéde ses avantages et inconvénients, que ce soit du point de vue de
leur efficacité, de leur praticité ou de leur toxicité.” Les techniques qui concernent particuliérement
ce travail de thése seront décrites plus en détails, a savoir I’IRM, les imageries scintigraphiques
(TEP-TEMP) et les imageries de fluorescence. De plus, certaines techniques plus récentes et
innovantes, telles que I’imagerie photo-accoustique (PAI) ou I’imagerie de luminescence Cherenkov

(CLI) seront présentées.
I.1. Les techniques d’imagerie structurale : analyse anatomique

L’imagerie structurale, largement utilisée en clinique, cherche a identifier, localiser et mesurer les
différentes parties de I’anatomie du corps, afin de détecter des anomalies d’ordre structural. Les
techniques d’imagerie anatomique sont généralement peu sensibles mais possédent une bonne

résolution spatiale.

I.1.1. Les rayons X : radiographie et tomodensitométrie

Les rayons X ont été découverts en 1895 par le physicien
allemand Wilhelm Rontgen, ce qui lui a valu le premier
prix Nobel de physique en 1901. Leur étude lui a permis de
réaliser les premiéres radiographies de la main (figure 1), ce
qui donna naissance a I’imagerie médicale que 1’on connait
aujourd’hui. L’absorption des rayons X par les tissus

biologiques permet d’obtenir un contraste endogeéne entre

les zones absorbantes (tissus) et les zones plus denses (0s).

Par la suite, les progres technologiques dans le domaine de Figure 1 : L’une des premiéres
. ' ‘ . radiographies de la main (par
la physique et du traitement des données informatiques ont Wilhem Réntgen en 1896)

permis d’améliorer le procédé pour conduire a la

tomodensitométrie ou scannographie (Computed Tomography, CT) qui délivre des informations en
trois dimensions. Ces techniques trouvent des applications en routine en milieu clinique, par
exemple pour détecter et suivre 1’ostéoporose. La CT est également la technique la plus utilisée pour

imager le cancer, compte tenu de son faible colt et de sa bonne résolution spatiale, par détection
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Essais cliniques

chargées (B*, B, o)

Principe physique Modalité >c~.»<_w:c= Développement Agent de contraste Résolution wmmc__.:::. wa-w_g_.__am Profondeur
anglaise temporelle | spatiale (mol.L™)
. Radiographie - Routine clinique . min pm - Sans limite
Absorption des Produits
X iodé
W rayons Tomodensitométrie CT Routine clinique rodes min 50-200 pm - Sans limite
m Echographie - Routine clinique - - - Sans limite
= Ultrasons Micro-bulles
M Ultrasons haute fréquence uUsS Routine clinique sec-min 10-100 pm 102 mm - cm
2]
m Wmmowm.:oo Imagerie par Résonance . L Chélates de gadolinium / . 3 s .
= magnétique L. MRI Routine clinique min-h 10-100 pm [ 107-10 Sans limite
2 L Magnétique SPIO/USPIO
= nucléaire
@
. . Imagerie de diffusion L . .. 12 s
Diffusion Raman , SERS Pré-clinique Nanoparticules min-jour 1 mm 107°-10 5 mm
Raman exaltée en surface
Tomographie par Emission PET Routine clinique | Emetteurs de positrons sec-min 1-2 mm 10'1-10"2 | Sans limite
Désintégration de Positrons
radioactive Tomographie par Emission . - Emetteurs de photons . 10 _ 1011 .
. SPECT Routine clinique min 1-2 mm 107°- 10 Sans limite
Mono-Photonique gamma
Imagerie de fluorescence par En . o 12
° . . FRI i Fluorophores min 1 mm 107-10 <lcm
= réflexion développement
=
2 Absorption - T .
I ' omographie de En PRI
W Emission lumineuse fluorescence FMT développement Fluorophores NIR sec 1 mm 107-10 2-3 cm
= Microscopie intravitale IVM ] En Fluorophores sec-h 1 um 10°-10" [ 400-800 pm
= développement
= -
8= Absorption
b1 . . . L Fluorochrome / . 10 pm - 1
= lumineuse - Imagerie photo-acoustique PAI Pré-clinique . sec-min - 6 mm—5 cm
e Nanoparticules mm
B Ultrasons
Imagerie de L \ . 9 1012
. . BLI Pré-clinique Fluorophore endogéne sec-min 3-5 mm 107-10 1-2 cm
bioluminescence
Emission lumineuse
Imagerie de luminescence CLI Pré-clinique / Emetteurs de particules min 122 mm 10702102 | 11,6 mm

Tableau 1 : Les principales méthodes d’imagerie in vivo®



Introduction géenérale, partie I : Les différentes techniques d’imagerie médicale

des anomalies morphologiques qu’induit une tumeur. Pour augmenter la sensibilit¢ de cette
technique, il est possible d’injecter au patient un agent de contraste (produit iodé hydrosoluble
injecté a haute dose) capable d’absorber favorablement les rayons X. On parle de contraste exogéne,
qui permet de blanchir certaines zones d’intérét telles que le réseau vasculaire, les reins, la vessie,

les cavités intra-articulaires.

I.1.2. Les ultrasons au service de I’échographie

L’échographie, basée sur I’émission et la détection de signaux ultrasonores, est une technique simple
d’utilisation, peu colteuse, et qui offre une résolution spatiale de quelques micrometres. C’est
pourquoi elle est utilisé dans le milieu médical. Cependant, elle ne permet pas d’observer les zones
trés profondes car les ultrasons sont stoppés par les os. Elle est bien connue pour la visualisation du
développement du feetus et du suivi de la grossesse, mais est également utilisée pour des
applications cardiaques, vasculaires, endoscopiques, ou la mise en évidence de la présence de
certaines zones tumorales. Comme pour le scanner, il est possible de renforcer la qualité d’image en
injectant un agent de contraste. Il existe plusieurs types de composés permettant d’améliorer le
contraste lorsqu’ils sont exposés a une source ultrasonore, les plus utilisés étant les microbulles.
Celles-ci vont créer une différence d'échogénicité entre le sang, devenant hyperéchogene, et les
parois des vaisseaux sanguins. Des phénoménes physiques tel que 1’effet Doppler peuvent
¢galement étre exploités afin d’obtenir des informations supplémentaires, comme la vitesse de

circulation sanguine ou la vitesse de pulsation des parois cardiaques.
1.1.3. L'imagerie par résonance magnétique

L’apparition de I’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) dans les années 1970 constitue une
importante avancée dans le domaine de I’imagerie structurale. Cette méthode repose sur le principe
de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), qui utilise les propriétés magnétiques des noyaux
constituant les atomes de la matiére. Elle permet d’obtenir des images tridimensionnelles de
l'anatomie et la physiologie d’animaux entiers ou d’humains avec une bonne résolution spatiale et

temporelle.

1.1.3.1. Principe : RMN, IRM, relaxation et grandeurs associées

La RMN exploite la modification des propriétés magnétiques des noyaux atomiques lorsqu’ils sont
placés dans un champ magnétique intense. Dans ce champ unidirectionnel, les spins nucléaires vont
s’aligner de facon parallele ou anti-paralléle (selon leur charge) avec celui-ci. Si I’action magnétique
est brutalement stoppée, les spins vont alors retourner a leur état d’équilibre en un temps donné :

c’est le temps de relaxation. Ce temps va dépendre de la nature et de 1’environnement du noyau.

5.
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C’est ce méme principe qui est utilis¢é en IRM. Le patient va étre placé dans un champ magnétique
afin de mesurer la relaxation des protons des molécules d’eau contenues en grande quantité dans le
corps. Celles-ci se trouvant dans des environnements et a des concentrations différentes selon la
nature et la localisation des tissus, le temps de relaxation varie donc selon la zone concernée. C’est
ce qui va permettre d’obtenir un contraste lors des mesures

et d’obtenir une image. D’autre part, la relaxation est un z
mouvement hélicoidal autour de I’axe z (axe du champ
magnétique impos¢). Ainsi la diminution de 1’aimantation
jusqu’a un point d’équilibre est observable selon 1’axe z ou

le plan xy (figure 2). 1l est donc possible d’extraire deux

composantes temporelles : une composante longitudinale T, e /

(axe z) et une composante transversale T, (plan xy). Selon

la méthode utilisée en IRM, les images pourront étre Figure 2 : Mouvement de

recucillies par mesure des temps de relaxation relaxation d’un spin nucléaire

longitudinaux ou transversaux.

1.1.3.2. Modification de la relaxation : agents de contraste

Les examens IRM souffrent d’une faible sensibilité, et nécessitent donc souvent un temps
d’acquisition long (environ 20 min). Pour pallier ce probléme, il est possible d’injecter un agent de
contraste qui va influer sur la relaxation des protons des molécules d’eau. Il existe plusieurs
catégories d’agents de contraste, qui sont dans tous les cas composés de métaux paramagnétiques.
Les agents utilisés dans 95 % des examens sont des complexes de gadolinium (III). Ils permettent de
réduire le temps de relaxation longitudinal (T,) des protons des molécules d’eau qui se trouvent a sa
proximité, ce qui « blanchit » certaines zones.” Malheureusement, ils doivent étre utilisés a hautes
doses compte tenu de la faible sensibilité de la méthode, ce qui induit une certaine toxicité.* Les
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (SPIO) sont trés étudiées comme alternative
aux complexes de gadolinium. Elles influencent plus particulicrement la valeur de relaxivité axiale

(T,), ce qui crée un contraste « noir ».’

Le pouvoir d’un agent de contraste paramagnétique est caractérisé par sa valeur de relaxivité
(longitudinale ou transversale, r, ou r, en mM".s™), correspondant a sa vitesse de relaxation (1/T)

normalisée par rapport a sa concentration en métal paramagnétique ([M)) (figure 3) (équation 1).
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1T,
A
1 1\ 1 1\
(ﬁ) = (ﬁ) dia + (ﬁ) para = (ﬁ) dia + r,[M]
rn
Avecn=1,2
—>[M]
Equation 1 : La vitesse de relaxation globale est la somme
Figure 3 : Vitesse de relaxation en fonction des vitesses de relaxation diamagnétique (dia) et
de la concentration métallique paramagnétiques (para)

Cette valeur est fonction de la température ainsi que du champ magnétique de 1’appareil avec lequel
le temps de relaxation (T,) est mesuré. Plus celle-ci sera grande, plus ’agent de contraste aura une

influence sur la relaxivité des protons des molécules d’eau et sera donc efficace.

1.1.3.3. Les méthodes et applications de I'IRM en examen clinique

L’IRM est largement utilisée en clinique,
notamment pour visualiser le systéme nerveux
central, les muscles, le cceur, mais aussi pour
détecter la présence de tumeurs. Le mode
d’acquisition et la nécessit¢é d’un agent de
contraste varient selon la zone a observer.
L’IRM cardiaque nécessite par exemple des

acquisitions rapides: le cceur étant en

mouvement, les acquisitions se font en apnée

Figure 4 : Image d’angio-IRM sur un patient
Humain sur une durée de 15 a 20 secondes. Elle
permet de détecter des maladies valvulaires,
coronariennes ou d’autres dysfonctionnements du cceur. L’angio-IRM (ARM), qui utilise un agent
de contraste a base de gadolinium, permet de visualiser les arteéres afin de détecter des anomalies

telles que les sténoses, les fistules, les anévrismes et autres problémes de circulation sanguine

(figure 4).
1.1.4. Les méthodes structurales appliquées a I'information fonctionnelle

Avec le développement de 1’imagerie moléculaire, les techniques d’imagerie anatomiques ont été
utilisées pour obtenir des informations d’ordre fonctionnel. Dans la plupart des cas, cela consiste a
transporter sélectivement 1’agent de contraste dans le corps au moyen d’un vecteur biologique. La
principale limite de cette approche réside dans la faible sensibilit¢ des techniques structurales,

nécessitant une haute dose d’agent de contraste et compliquant la vectorisation.
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1.1.4.1. L’échographie moléculaire

Comme mentionné précédemment, 1’échographie est une technique simple et peu cotiteuse, mais qui
ne donne que des informations d’ordre anatomique. Cependant, les microbulles peuvent étre
associées a un biovecteur pour réaliser de 1’échographie moléculaire. Dans le domaine du cancer,
cette approche innovante permet de réaliser des images d’ordre fonctionnel pour visualiser
I’angiogénese tumorale. Cette approche reste actuellement au stade de la recherche mais semble
prometteuse pour I’acquisition d’informations en temps réel, compte tenu de ses bonnes résolutions
spatiale et temporelle.'’ Le premier essai sur I’homme réalisé en 2013 pour un cas de cancer de la

prostate a démontré la faisabilité et I’utilité de cette approche pour la détection précoce du cancer."

1.1.4.2. Les nouvelles méthodes pour une IRM fonctionnelle

De la méme manicere, la vectorisation des agents paramagnétiques permet d’obtenir des informations
fonctionnelles."” Cet aspect sera détaillé et illustré dans la partie qui concerne les agents de contraste
pour ’IRM. D’autre part, de nouvelles méthodes utilisant le principe de I’IRM ont été développées

afin de visualiser des processus a 1’échelle moléculaire.® En voici quelques exemples :

* L’IRM de contraste dynamique amélioré (Dynamic Contrast Enhanced MRI, DCE-MRI)
met en oeuvre des agents de contraste (complexes de gadolinium ou nanoparticules) qui sont
bloqués par la barriére hémato-encéphalique dans le cas de vaisseaux sanguins alimentant des tissus
sains, et non bloqués lorsque les vaisseaux alimentent une tumeur. L’acquisition avant et apres

injection de I’agent de contraste permet ainsi la localisation d’une zone tumorale.*

s L’IRM de diffusion (Diffusion Weight MRI, DW-MRI) se base sur la visualisation du
mouvement des molécules d’eau dans le corps (direction de diffusion). Cette technique relativement
récente permet entre autre de réaliser de la tractographie, c’est-a-dire la reconstruction du trajet d’un
faisceau de fibres (nerveuses par exemple).” Elle est utilisée sur I’homme pour la détection précoce
de I’accident vasculaire cérébral, de la sclérose en plaques ainsi que pour la détection du cancer, les

molécules d’eau diffusant plus lentement dans les tumeurs.

s La technique la plus répandue d’IRM fonctionnelle (IRMf) se base sur I’aimantation de
I’hémoglobine (qui contient ’héme, une porphyrine de fer paramagnétique) : les globules rouges
oxygénés sont inactifs en IRM tandis que les désoxygénés sont actifs. On parle de Blood Oxygen
Level Dependent MRI (BOLD-MRI). Cette technique permet de suivre les afflux sanguins
oxygénés dans le cerveau et de visualiser sous la forme d’un film (environ une image par seconde)
les activités cérébrales. En oncologie, la BOLD-MRI permet de suivre le taux d’oxygénation des

tissus pour détecter la présence d’une zone tumorale dont I’hypoxie est caractéristique."
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* La spectroscopie de résonance magnétique (Magnetic Resonance Spectroscopy, MRS)
utilise exactement le principe de la RMN pour la détection de certains métabolites endogénes dont
I’afflux est parfois supérieur dans les zones tumorales (choline, créatine, lactate, glucamate,
lipides,...). Le seuil de détection endogeéne restant bas, ces métabolites étant présents a faible
concentration, des agents de contraste exogénes peuvent &tre injectés. Ce sont par exemple les
mémes métabolites, mais marqués au carbone-13 hyperpolarisé. On parle alors de spectroscopie de

résonance magnétique hyperpolarisée (Hyperpolarized MRS).’
1.2. Les techniques d’imagerie fonctionnelle : vers I'imagerie moléculaire

Contrairement aux différentes techniques d’imagerie structurale, les imageries fonctionnelles
possédent une sensibilité bien supérieure et sont adaptées pour le suivi de processus moléculaires in

vivo tout en restant le plus possible non invasives.*

1.2.1. L'imagerie nucléaire

Les imageries nucléaires, appelées aussi scintigraphies, consistent a administrer et accumuler dans le
corps des radioéléments puis a détecter les rayonnements issus de leur désintégration radioactive.
Ceci permet de localiser la zone d’accumulation de la source radioactive et ainsi d’obtenir une
image de leur distribution dans le corps. Selon le radioélément utilisé, le mode d’émission est
variable. C’est pourquoi il existe deux types d’imagerie scintigraphique : la Tomographie par

Emission de Positrons (TEP) et la Tomographique par Emission Mono-Photonique (TEMP).

1.2.1.1. La désintégration radioactive : principe et grandeurs caractéristiques

La décroissance radioactive est un phénomene statistique pour lequel des atomes radioactifs
(instables) retrouvent un état d’équilibre stable. Ce phénomeéne suit une loi exponentielle
décroissante et chaque élément radioactif est caractérisé par la période radioactive (ou temps de
demi-vie t,,), période au bout de laquelle la moiti¢ des atomes a I’état excité sont revenus a 1’état
fondamental. Selon 1’élément radioactif, plusieurs chemins sont possibles pour un retour a 1’état

stable (figure 5) :

* La désintégration B° est la transformation d’un proton en neutron avec émission d’un
positron (¢") et d’un neutrino (v).

* La désintégration B~ est I’expulsion d’un électron (¢’), avec émission d’un antineutrino (V).
On peut considérer que c’est la transformation d’un neutron en proton.

* La capture électronique (CE) est la capture

d’un électron situé sur une des couches
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¢lectroniques de 1’atome. Il y a donc transformation
d’un proton en neutron avec émission d’un neutrino
(v).

* La désintégration o est la transformation
d’un noyau radioactif en un noyau fils par émission

d’un ion hélium (II) (He*), soit une perte de deux

Nombre de protons

neutrons et de deux protons.

r e r . b4 . . b
* La désintégration y est 1’émission d’un Nombre de neutrons

photon de haute énergie (appelé photon gamma).

Figure 5 : Les différents modes de retour a

C’est un phénomene qui accompagne souvent les SETE - A i ! i
I’équilibre par désintégration radioactive

désintégrations a, B et .

1.2.1.2. Les radioisotopes en imagerie nucléaire

Dans le cas des imageries radioisotopiques, ce sont plus particulierement les radioéléments de type
émetteurs B (TEP) et y (TEMP) qui sont concernés. Les éléments les plus fréquemment utilisés en
clinique sont le fluor-18 (**F) pour la TEP et le technétium-99 métastable (*’"Tc) pour la TEMP.

Mais d’autres éléments peuvent également étre utilisés (tableau 2).
Le choix du radioélément se base sur les critéres suivants :

o La demi-vie doit étre suffisamment longue en considération de la méthode de synthése du

radiotraceur (marquage) et de la durée de I’analyse.

o La méthode de production, la disponibilité et le colit du radioélément sont trois criteres
importants dans le cas d’une application clinique. La production par I’intermédiaire d’un générateur

reste plus simple que par un cyclotron.

s La facilité de synthése du radiotraceur : le mode d’introduction de I’élément radioactif
(substitution d’un atome ou d’un groupe d’atome, formation d’un complexe métallique) doit étre
simple et rapide en considération du temps de demi-vie et du temps d’exposition a la radioactivité

de I’opérateur.
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, Temps de Mode de décroissance Mode de
Elément
demi-vie | Type | Energie (KEV) | Abondance (%) production
C 03h B 99
I8 1,83 h B* 633 96,7 Cyclotron
B* 1498 ; 1021 46,0 ; 25,6
»Co 17,5h Cyclotron
Y 931 ;477 75,0 ;20,2
B 653 17,6
= “Cu 12,7h B 579 38,5 Cyclotron
-
Y 1346 0,5
B 1899 87,4
%Ga 1,10 h Générateur “*Ge
Y 1077 ; 1883 82,5;32,6
B 902 227
¥Zr 78,5h Cyclotron
Y 909 ; 1713 99,0 ;0,7
9mTe 6h v 140 89,1 Générateur (*’Mo)
Ga 78,2 h Y 93:185;300 | 35,7:;19,7:16,0 Cyclotron
E "n 67 h Y 171 ; 245 94,1 ; 90,7 Cyclotron
= 2] 132h y 159 Cyclotron
Y 498 ;208 ;112 79,4 ;104 ;6,2
""Lu 14,7 h Cyclotron
B 167 ; 135 10,0 ;2,6

Tableau 2 : Principaux radioéléments utilisés en TEP et TEMP

1.2.1.3. Principe de détection du signal

Pour la TEP comme pour la TEMP, les espéces détectées, issues des désintégrations radioactives,
sont des photons. Les détecteurs (caméras), sont donc de méme nature pour les deux techniques,
c’est-a-dire composés de collimateurs, scintillateurs et photomultiplicateurs qui permettent la
détection lumineuse. Cependant, le nombre de photons émis en TEP et en TEMP n’étant pas le

méme, les appareils utilisés lors des examens scintigraphiques différent.

Lors d’une désintégration *, le positron (e') émis peut s’annihiler avec un électron pour produire
deux photons d’énergie égale (511 keV) mais de directions diamétralement opposées. Lors
d’examens PET (ou PET-scan), le patient est donc installé entre deux caméras tournantes
équidistantes placées en opposition qui détectent 1’émission photonique en coincidence (figure 6).
La rotation de ces caméras permet par des séries de mesures de localiser le point d’émission par

triangularisation, et de reconstituer une image 3D de la zone d’émission.
g ) g

31-



Introduction générale, partie I : Les différentes techniques d’imagerie médicale

2\ ~-Couronne de|
T\ détection

“ Détection en|
coincidence

Figure 6 : Schéma et principe des caméras utilisées pour les PET-scans

Pour la scintigraphie de type mono-photonique (TEMP), la détection du signal émis est réalisée a
I’aide d’une seule gamma-caméra. Celle-ci tourne autour du patient afin d’accumuler des mesures
sous différents angles et de localiser le point émissif. La cartographie tridimensionnelle de 1’agent

radioactif dans le corps peut ensuite €tre réalisée.

Aujourd’hui, les imageurs TEP ou TEMP sont souvent associés avec une autre modalité (CT), afin
de superposer 1’image scintigraphique obtenue avec un aper¢u anatomique et donc de situer

précisément la zone émissive dans le corps.

1.2.1.4. Applications des techniques scintigraphiques

Les imageries scintigraphiques se sont révélées particulierement efficaces dans les domaines de la
cardiologie, de la neurologie ou de I’infection, mais aussi en cancérologie pour la détection et le
suivi des tumeurs. La TEMP est par exemple utilisée dans le cas de dysfonctionnement de la
thyroide ou du systeme lymphatique. La TEP intervient lors des différentes étapes du cancer.
Lorsqu’une anomalie anatomique est détectée au moment d’un examen préliminaire (radiographie,
échographie), ’examen TEP permet de diagnostiquer la présence et la nature d’une tumeur (maligne
ou bénigne). Un bilan d’extension est ensuite réalisé pour déterminer 1’étendue précise de la zone
tumorale et la présence d’éventuelles métastases. Apres la thérapie (radiothérapie, chimiothérapie,
chirurgie), elle permet de juger son efficacité. Finalement, elle permet un suivi a plus long terme de

la résurgence potentielle de tissus tumoraux.

Les imageries scintigraphiques sont donc largement utilisées pour les examens sur I’homme, mais
ces techniques sont également trés importantes pour la recherche, notamment pour les études sur
petit animal.”” Elles offrent des informations inédites d’ordre moléculaire qui permettent la
compréhension de processus biologiques complexes.'® Elles sont également utilisées pour évaluer la
biodistribution et obtenir des données pharmacocinétiques de médicaments en phase de

développement, par marquage de la molécule active avec un radioisotope.'’
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1.2.2. L'imagerie optique

L’Imagerie Optique (I10), ou imagerie de fluorescence, est une technique dont 1’utilisation in vivo est
relativement nouvelle. Cette modalit¢ a fortement contribué¢ au développement de 1’imagerie
moléculaire.® Le terme « imagerie optique » regroupe les techniques qui utilisent les photons du
visible (ou proche infrarouge) pour réaliser une image d’un sujet d’é¢tude (homme, animal ou
cellule). Elle posséde des caractéristiques intéressantes pour de nombreuses applications : bonne
sensibilité, sélectivité, rapidité, faible colt et facilit¢ de mise en ceuvre. Cette technique offre
notamment la possibilité de réaliser le suivi en temps réel d’événements biologiques directement au

sein d’un organisme vivant.

1.2.2.1. Théorie et principe de la fluorescence

La fluorescence est la capacité de certaines molécules, appelées fluorophores, a capter des photons
lumineux pour réémettre des rayonnements de méme nature mais d’énergie différente. C’est un
phénoméne photophysique qui se traduit par 1’excitation du fluorophore jusqu’a un état instable
(I’état excité S7 ou S2), puis sa désexcitation spontanée par émission de fluorescence pour retourner

a I’état stable (1’état fondamental S0) (figure 7).

Energie
A
V'3 3
s2v2 —F y W
| v
V0 T
I Relaxation
| . .
y Vvibrationnelle
x:g v Croisement
$1 AT inter-systéme
V1 v
Ve — 1] ~~~-- > T
I
| T v %
AN 1
|
|
V3 -
Vo LV
so V2 n T y
Vo L 2 y
Absorption Conversion  Fluorescence Phosphorescence
interne

Figure 7 : Diagramme de Jablonski présentant les phénomenes photophysiques d’absorption et émission de
fluorescence ou de phosphorescence (adaptée de Jablonski, A. Nature 1933)"

Cependant, d’autres phénoménes peuvent étre impliqués. D’une part, lorsque 1’absorption ne
conduit pas a un niveau vibrationnel V’0 le plus bas en énergie, il peut y avoir une désexcitation
appelée relaxation vibrationnelle. Le méme type de stabilisation énergétique peut se produire pour
un retour a I'un des niveaux vibrationnels de 1’état fondamental SO (V0, VI, V2, V3). Dans ce
dernier cas, on parle alors de conversion interne, qui est un chemin ne conduisant pas a la

fluorescence, et pour lequel I’énergie est directement convertie en chaleur. La phosphorescence est
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quant a elle issue d’un croisement inter-systéme entre 1’état S/ et un état triplet 7/, puis retour a

I’¢état d’équilibre SO.
1.2.2.2. Grandeurs caractéristiques

Les longueurs d’onde d’absorption (A,,) dun composé fluorescent sont inversement
proportionnelles au gap d’énergie a franchir afin d’atteindre 1’état excit¢ (V'I, V2, V'’1,...).
L’efficacité de cette absorption est caractérisée par le coefficient d’extinction molaire (g). De
méme maniere que pour I’absorption, la longueur d’onde d’émission (A,,) dépendra du gap a
franchir pour le retour a un état fondamental (V1, V2,...). L’écart entre les longueurs d’ondes
d’absorption et d’émission, caractéristique de chaque fluorophore, est défini comme le déplacement

de Stockes (figure §8).

A Courbe d’absorption

Déplacement de Stockes

Intensité

Courbe d’émission de
fluorescence

S0->S2

>

| T >
Aabs (1) Aaps (2) A szc?nudeeur

Figure 8 : Spectres d’absorption, d’émission, d’excitation et grandeurs associées

L’efficacité d’un fluorophore a absorber des photons pour conduire a une émission de fluorescence
est quantifiée par le rendement quantique de fluorescence (®;). C’est une probabilité, définie
comme le rapport entre le nombre de photons émis et le nombre de photons absorbés. Le produit du
coefficient d’extinction molaire par le rendement quantique de fluorescence, nommé brillance (B =

€ x @), permet de comparer I’efficacité des fluorophores pour une application en imagerie.

1.2.2.3. La fluorescence au service de I'imagerie : principe, avantages et limites

L’imagerie de fluorescence consiste, dans la plupart des cas, a injecter (homme, animal) ou
incorporer (cellules) un agent fluorescent, puis a étudier sa distribution par excitation avec une
source de photons externe (laser), et par détection des photons de fluorescence émis (caméra
optique). C’est une technique rapide, facile a mettre en ceuvre et bon marché, en comparaison des
scintigraphies (pas de radioactivité a manipuler, caméras moins chéres). De plus, la quantité d’agent

fluorescent a injecter nécessaire pour 1’acquisition d’une image est faible compte tenu de sa bonne
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sensibilité. Cependant, 'utilisation de cette technique en milieu clinique reste encore rare compte
tenu de certaines limitations, principalement la faible pénétrabilité. Cette limitation provient

desdifférentes interactions de la lumiére avec les tissus biologiques (figure 9) :

s La réflexion : une fraction de la lumiére

<
. . s g , 9
incidente peut étre réfléchie lorsqu’elle rencontre N s S éy}‘

- . © & & &£ O
une interface entre deux milieux. R & S £ OO
& & & @

* La réfraction : une autre fraction peut étre

déviée de sa trajectoire.

* La diffusion : lorsque la lumiére traverse les
tissus, elle peut rencontrer des petits éléments qui »
= L =
-

vont dévier sa trajectoire par diffusion. ¥ W N
o =
s L’absorption : les tissus contiennent de | -- o S el
< < o
7 . - — - .
nombreux composés qui peuvent absorber la > Seoe
lumicre.
Figure 9 : Limitations de [’excitation et de
* L’auto-fluorescence : les tissus contiennent la détection d’un fluorophore dans un
, , milieu biologique (adaptée de Valentine, R.
¢galement des composés fluorescents, dont M Photothem iDh otpob iol. Sci 2013)"

I’émission va produire un signal parasite.

Ces phénomeénes affectent le trajet des photons incidents, mais aussi celui des photons de
fluorescence réémis. Ils font de I’imagerie de fluorescence une méthode de surface, adaptée pour
imager des tissus peu profonds. Elle est donc utilisée pour I’imagerie cellulaire, les études sur petit
animal (de faible épaisseur), sur les tissus excisés (ex vivo) ou lors d’opérations a cceur ouvert. Son
utilisation se limite aujourd’hui majoritairement au stade préclinique et pour la recherche clinique,
méme si cette technique posséde un grand potentiel dans le domaine clinique de 1’imagerie intra-

opératoire pour 1’aide a la chirurgie.

Il est cependant possible de limiter ces phénoménes en utilisant des fluorophores possédant les
propriétés adéquates, notamment une gamme d’absorption et d’émission dans le domaine du proche
infrarouge, pour lequel ces phénomenes sont diminués. En effet, les principaux acteurs de
I’absorption et de ’auto-fluorescence présents dans les tissus biologiques sont I’eau, 1’hémoglobine
(Hb) et I’oxyhémoglobine (HbO,). Leur domaine d’absorption se situant avant 650 nm et au dela de
900 nm, la fenétre délimitée par ces deux valeurs, nommée fenétre thérapeutique, est

particuliérement adaptée a une imagerie plus profonde (figure 10).*
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Absorbance

Fenétre thérapeutique

H,0
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Longueur d’onde (nm)
Figure 10 : La fenétre thérapeutique (Weissleder, R. Nature Biotechnology 2001)*”
D’autre part, les problémes rencontrés en imagerie de fluorescence peuvent également provenir du
fluorophore. En effet, celui-ci peut d’une part se désactiver par interaction avec différents

groupements chimiques présents dans les tissus (phénomene de transfert), et d’autre part se dégrader

lorsqu’il est exposé a I’excitation laser (phénomeéne de photoblanchiment).

1.2.2.4. Les méthodes d’imagerie par fluorescence et leurs applications

Selon le domaine d’application concerné, les techniques d’imagerie optique peuvent étre classées en
deux catégories majeures :*

* Les techniques de résolution microscopique : les microscopies en épifluorescence,
confocale (ConFocal Microscopy, CFM), et multiphotoniques (MultiPhoton Microscopy, MPM),
pour imager a 1’échelle cellulaire.

* Les techniques de résolution macroscopique : la tomographie optique diffuse (Diffuse
Optic Tomography, DOT), I’imagerie de fluorescence par réflexion (Reflectance Fluorescence
Imaging, FRI), la tomographie de fluorescence moléculaire (Fluorescence-mediated Molecular
Tomography, FMT) et I’imagerie de bioluminescence (Bioluminescence Imaging, BLI) qui

permettent de faire de I’imagerie de tissus, d’organes ou de corps entier.

[.2.2.4.1. Les microscopies de fluorescence

La microscopie de fluorescence est une des méthodes classiquement utilisées en biologie
moléculaire, puis plus récemment dans le domaine de I’imagerie médicale. Elle trouve des
applications dans I’imagerie cellulaire (in vitro), pour imager des tissus de surface ou mis a nus (in
vivo) ou bien excisés (ex vivo). Il existe plusieurs techniques pour réaliser des images de

fluorescence microscopique, et donc plusieurs types de microscope :
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* Les microscopes les plus communs fonctionnent en épifluorescence, c’est a dire que la

lumicre excitatrice passe par I’objectif. Cette technique est limitée a des sujets d’étude tres fins.

* Le microscope confocal permet de réaliser des images plus profondes en déplagant le plan
focal sur toute 1’épaisseur de 1’échantillon. Dans cette technique, le détecteur se trouve a 1’opposé
de la source d’excitation et derriére un sténopé (pinhole) dont le réle est d’¢liminer les photons ne
provenant pas du plan focal. Une adaptation utilisant une source confocale a balayage permet

d’obtenir des informations en trois dimensions (Confocal Laser Scanning Microscopy, CFLSM).*!

* La microscopie par absorption Energie
biphotonique exploite la facult¢ de A
B — Y N —
certains fluorophores a pouvoir absorber - -
X , ava%ava )
de facon simultanée deux photons
AN A
d’énergie identique pour n’en réémettre AT
)
qu’un seul (figure 11).** Cette méthode, —_—— -
. o Absorption Absorption
qui utilise un laser pulsé, possede mono-photonique bi-photonique

plusieurs avantages : 1’excitation a une
Figure 11 : Absorptions a un et deux photons (adaptée

longueur d’onde plus ¢levée permet une de Goeppert-Mayer, M. Annals of Physics 1931)%

meilleure pénétrabilité dans les tissus (car
dans la fenétre thérapeutique) ; I’excitation se fait sur un point focal et non sur un plan, ce qui
diminue le photoblanchiment du fluorophore ; cette technique ne nécessite pas I’utilisation d’un

pinhole.**

Le domaine des microscopies de fluorescence est en évolution constante par la mise au point de
nouvelles techniques afin d’obtenir d’avantage de pénétrabilité, de sensibilité¢ ou de résolution. On
peut par exemple citer la microscopie de déplétion par émission stimulée (STimulated Emission
Depletion, STED) qui est une évolution récente de la microscopie confocale permettant d’obtenir
une plus grande profondeur de champ mais aussi une limite de résolution plus faible (2,4 nm en
champ lointain). Elle permet de I’imagerie in vivo (cellules vivantes) avec une trés bonne

résolution.”

Lorsque la microscopie de fluorescence est utilisée pour observer des tissus biologiques vivants, on
parle alors de Microscopie IntraVitale (MIV). Les principales utilisations portent sur I’imagerie de
processus cellulaires au stade de la recherche et au stade préclinique (activités biologiques et
enzymatiques, étude des tumeurs, distribution d’agents thérapeutiques,...). Mais la MIV est

¢galement appliquée a la chirurgie assistée par fluorescence, en complément de 1’imagerie de
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fluorescence par réflexion (Fluorescence Reflectance Imaging FRI), pour analyser les tissus excisés

(ex vivo).*

1.2.2.4.2. 'imagerie planaire : imagerie de fluorescence par réflexion

L’appareillage utilis¢ en FRI se compose d’une source de lumicre continue, d’une caméra CCD
(Charged-Coupled Device), et d’un jeu de filtres pour sélectionner les gammes d’excitation et
d’émission. C’est un appareillage permettant la détection de composés fluorescents présents dans
des tissus peu profonds. La FRI est la technique d’imagerie optique la plus simple pour les études
sur ’homme. Elle est prometteuse dans le domaine du traitement du cancer, notamment pour
I’assistance a la chirurgie. En effet, lors d’opérations visant a la résection tumorale (opération « a
cceur ouvert »), le chirurgien peut directement détecter la fluorescence émise par la zone tumorale,
en utilisant un systéme FRI portatif, et ainsi I’exciser avec précision. Cette technique a fait ses
preuves pour la résection de métastases, la localisation des ganglions sentinelles, et une meilleure

élimination des marges tumorales.”’

1.2.2.4.3. La tomographie optique de fluorescence

La tomographie optique diffuse (fluorescence Diffuse Optic Tomography, fDOT) pallie les
problémes de la FRI, car elle permet d’obtenir des images en profondeur et ainsi une visualisation
3D de la zone fluorescente. La source lumineuse est cette fois un laser en mouvement qui permet de
réaliser un éclairage ponctuel. L’accumulation d’acquisitions a différentes positions permet
d’obtenir, apres reconstruction informatique, une image tridimensionnelle. Cette technique souffre

cependant d’une faible résolution en profondeur.

La tomographie optique résolue en temps (Time Resolved Diffuse Optic fluorescence
Tomography, TR-fDOT) conduit a de meilleurs résultats en terme de résolution. Elle se base sur

I’utilisation d’un laser pulsé et prend en compte le « temps de vol » des photons.

Ces techniques permettent notamment d’étudier la distribution d’un agent fluorescent dans un sujet
vivant afin d’obtenir des informations d’ordre moléculaire.”” Cet objectif constitue la tomographie
de fluorescence moléculaire (Fluorescence-mediated Molecular Tomography, FMT). ** Dans ces
techniques, les agents fluorescents doivent impérativement absorber et émettre dans la fenétre
thérapeutique pour étre détectables. La tomographie de fluorescence est principalement utilisée pour
la recherche préclinique. En effet, étant donné qu’elle délivre des informations en trois dimensions,
elle est adaptée pour des études du corps entier, mais se limite au petit animal (souris), la

pénétrabilité n’étant pas suffisante pour ’homme compte tenu de I’épaisseur des tissus a traverser.
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Elle permet 1’étude en temps réel de tumeurs, notamment leur apparition, leur évolution ou leur

réaction face a un traitement.
I.3. Quelques modalités émergentes en imagerie médicale

Dans un objectif de développer au maximum I’imagerie moléculaire, la recherche s’oriente
aujourd’hui vers I’étude de nouvelles techniques afin de pallier les problémes des techniques
existantes. Deux modalités innovantes liant les domaines des ultrasons, de I’imagerie optique et de

I’imagerie nucléaire sont abordées dans les paragraphes suivants.

1.3.1. L'imagerie photo-acoustique : entre optique et ultrasons

L’imagerie photo-acoustique (Photo-Accoustic Imaging, PAI) consiste a générer des ultrasons grace
a la lumiéere, afin de tirer parti de la trés bonne résolution des ultrasons tout en gardant I’information
fonctionnelle délivrée par I’optique. C’est une technique non-invasive qui permet une plus grande
profondeur d’investigation in vivo que l’imagerie optique. Le principe repose sur I’irradiation
lumineuse d’une zone d’étude (tissus) au moyen d’un pulse laser, qui va se propager dans le milieu.
Les sites de plus forte absorption vont capter la lumicre et générer une expansion thermique par
transfert d’énergie non radiatif (échauffement local). La relaxation rapide des tissus ayant subi
I’expansion va ensuite provoquer la génération d’une onde acoustique (ultrasons) détectable. Afin de
renforcer le phénomeéne et obtenir une information moléculaire, il est possible d’utiliser des traceurs
qui vont capter de fagon préférentielle la lumiére et pourront étre localisés (composés absorbants :

molécules fluorescentes, nanoparticules d’or ou nanotubes de carbone).

Les études applicatives portent sur la visualisation de réseaux vasculaires, la mammographie (figure

12), 1a détection de I’hypoxie cérébrale, la détection du cancer de la prostate.”

Image photo-
accoustiqueA

Figure 12 : Scanner, échographie et image photo-acoustique d’une tumeur mammaire (Heijblom, M. et al.
Optic Express 2012)**
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1.3.2. L'imagerie de luminescence Cherenkov: la radioactivité au service de I'imagerie

optique

L’effet Cherenkov est un phénomeéne similaire a une onde de choc, lors duquel certains
radioéléments émettent un rayonnement lumineux lors de leur désintégration. Il a longtemps été
exploité pour la détection de particules subatomiques dans le domaine de I’astrophysique. Mais
depuis quelques années, les chercheurs se sont intéressés a 1’utilisation de ce phénomeéne pour des
applications en imagerie médicale. Cette partie détaille le principe et les applications de 1’imagerie

par luminescence Cherenkov (Cherenkov Luminescence Imaging, CLI).

1.3.2.1. L’effet Valivov-Cherenkov

La premiere personne a avoir observé I’effet Cherenkov est Marie Curie en 1910, en montrant
qu’une source radioactive dans 1’eau pouvait produire de la lumicre. Par la suite, les recherches de
Pavel Cherenkov, Ilia Frank et Igor Tamn dans les années 40 permirent d’expliquer et d’établir les
propriétés générales du phénomeéne, ce qui leur valut le partage du prix Nobel de physique de 1958.
Cet effet est observable lorsque 1’on regarde le coeur d’une centrale nucléaire, laissant apparaitre une
lumiére bleutée qui correspond a la lumieére Cherenkov (figure 13). Lorsque les particules chargées
issues de la désintégration radioactive (B, B
ou a) traversent un milieu diélectrique a une
vitesse donnée (v), elles perdent de I’énergie
par interaction avec ce milieu. Dans le cas ou
la vitesse des particules est inférieure a la
vitesse de la lumiére dans le milieu (la vitesse

de la lumiére dans ce milieu ¢, correspondant

a la vitesse de la lumiére dans le vide ¢ sur
Figure 13 : Coeur d’un réacteur nucléaire

e 1 . . o
montrant la lumicre Cherenkov I’indice de réfraction du milieu n), les

molécules du milieu, d’orientation initiale,
aléatoire, vont s’aligner avec la trajectoire de la particule (polarisation du milieu). Aprés son
passage, elles vont retourner a un état de plus basse énergie par relaxation. Cependant, si la vitesse
de la particule est supérieure a la vitesse de la lumiere (vitesse de phase supraluminique),
I’excédant d’énergie est plus important et les molécules se relaxent par émission de photons
constituant un spectre continu dans le domaine de l'ultraviolet et du visible (figure 14) (équation
2).” Plus I’énergie cinétique de la particule émise est grande, plus ’effet Cherenkov sera important.
De plus, I’émission dépend de I’indice de réfraction du milieu : la quantité de photons émise est
croissante a mesure que I’indice augmente. Le front d’onde lumineuse émis, résultant de 1’émission

de toutes les molécules ayant relaxé, se déplace plus lentement que la vitesse de la lumiere dans le
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milieu, et forme un cone lumineux centré sur la trajectoire de la particule et d’ouverture angulaire
caractéristique (angle Cherenkov) (équation 3). Cet angle dépend également de la vélocité de la

particule et de la nature du milieu.

Siv>c =%y 2 hy

Photon

JJ Equation 2 : Condition d’émission Cherenkov
9
Y T R
a8 i —__Milieu polarisé 1
c0S0 = —r
Milieu (n) vXn /C
Equation 3 : Angle d’ouverture du céne
Figure 14 : Front d’onde lumineuse émis d’émission Cherenkov

Notons qu’il est également possible de produire des photons par effet Cherenkov en envoyant des

flux de photons X ou des flux d’électrons sur un milieu polarisable.’’

1.3.2.2. Applications a I'imagerie médicale

Les chercheurs se sont récemment intéressés a la détection de la lumiére Cherenkov pour des
applications dans le domaine de la santé. Le terme « Cherenkov Luminescence Imaging » (CLI) a
été proposé par Robertson et son équipe en 2009. Ils réalisérent pour la premiére fois une image
optique d’une souris en utilisant un traceur radioactif ("*F-FDG) et détecté par un dispositif

d’imagerie ultrasensible (figure 15 - gauche).””

Figure 15 : Premiére image Cherenkov sur petit animal (*F-FDG, Robertson, R. et al, Phys. Med. Biol.
2009)% (gauche) et premiére Cherenkographie humaine ("I, Spinelli, A. E. et al., J. BioMed. Opt. 2013)"
(droite).

Les études sur petit animal se sont ensuite multipliées, a travers 'utilisation de différents agents
radioactifs et pour des applications variées.** En 2013, I’équipe de Spinelli a pu réaliser la premiére
Cherenkographie humaine, en imageant la thyroide d’une patiente avec de I’iode radioactif ('*I) et

un appareillage adapté (figure 15 - droite).”® Une étude de faisabilité clinique du CLI sur plusieurs
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patients a récemment (2014) été mise en ceuvre par les équipes de D. Thorek et J. Grimm. Elle s’est

révélée concluante pour imager les ganglions lymphatiques.™

Comme pour les autres techniques d’imagerie, les premiéres technologies planaires ont laissé place
a des méthodes permettant d’obtenir des informations en trois dimensions. C’est la tomographie de
luminescence Cherenkov (Cherenkov Luminescence Tomography, CLT) qui livre des informations

quantitatives tridimensionnelles.*

Plusieurs revues récentes retracent le développement du CLI, ses avantages et inconvénients, ainsi

que ses applications.”’

1.3.2.3. Avantages et inconvénients du CLI

Malgré leur utilité, les différentes sondes et techniques pour 1’imagerie optique sont pour I’instant
restreintes a une utilisation au stade préclinique, compte tenu notamment des problémes de
pénétrabilité des tissus et de toxicité des agents fluorescents. En comparaison, le CLI utilise des
radiotraceurs déja approuvés vis-a-vis des législations (AMM). De plus, dans cette technique, la
source lumineuse est endogene (pas de laser). Ainsi, I’imagerie est plus profonde que pour les
techniques optiques classiques, car les phénomenes de réflexion et d’auto-fluorescence conduisant a

un important bruit de fond (dfi a la source d’excitation) sont limités.*®

Cependant, contrairement aux imageries de fluorescence classiques, le CLI utilise des
radioéléments, ce qui nécessite de prendre en compte les temps de demi-vie, et peut conduire a une
diminution du signal au court du temps. Cela nécessite également la prise en compte de certaines
contraintes liées a la radioprotection. D’autre part, la quantit¢ de lumicre produite par effet
Cherenkov est bien inférieure a celle issue de 1’excitation d’un fluorophore, ceci pour une méme
quantité d’agent actif. Et comme la dose injectable d’agent radioactif est rapidement limitée compte
tenu de la toxicité de certaines radiations, ceci limite donc la quantité de signal qui pourra étre
détectée. Pour finir, quel que soit le radioélément, le domaine d’émission se situe hors de la fenétre
thérapeutique, ce qui rend difficile une imagerie profonde. Mais en comparaison des imageries
scintigraphiques, c’est une technique plus rapide, moins chére, au méme titre que 1’imagerie optique

(sec-min), et qui permet d’imager plusieurs souris de fagon simultanée.

En combinaison avec des équipements de détection optique adaptés, le CLI semble donc une
technique d’imagerie moléculaire prometteuse pour les études précliniques voire méme la
transposition en milieu clinique, compte tenu de sa bonne sensibilité, de sa facilité d’utilisation, des

temps d’acquisition courts et de son prix réduit.
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1.3.2.4. Applications et perspectives du CLI

L’imagerie Cherenkov posséde des caractéristiques avantageuses qui ont permis d’envisager

différentes applications :

* L’application potentielle majeure du CLI a ce jour reste 1’imagerie tumorale. Le '"F-
fluorodehydroxyglucose ('"*F-FDG) est un radiotraceur utilisé en TEP ayant déja fait ses preuves en
cancérologie : détection, suivi de tumeur, suivi de thérapie. Cet agent est également utilisable en
CLI, comme I’ont montré les équipes de Robertson et d’autres sur des souris, puis I’équipe de
Thorek sur I’homme, et ceci pour la méme application mais avec des avantages notables (temps,
colit).”>*>* D’autres agents scintigraphiques ont également été testés pour une application similaire
("®F-FLT, '*’I, ¥Zr-DFO-Trastuzumab) (imagerie de tumeur ou suivi d’efficacité de traitement).”**""
* De plus, un agent Cherenkov est intrinséquement bimodal, car il est également avant tout un

agent pour les scintigraphies (TEP ou TEMP). Ainsi, les études de biodistribution en CLI peuvent

étre co-validées par des études de tomographies radioactives.**

* Un des problémes du traitement cancéreux par Radio-ImmunoThérapie (RIT) réside dans la
difficulté de visualisation de la biodistribution de ’agent radiothérapeutique. Ces agents étant
des émetteurs énergétiques [, il est cependant possible de connaitre leur distribution grace au CLI,

comme 1’ont montré plusieurs équipes.*'

s Le CLI est également envisageable comme alternative au BLI pour 1’expression de génes

rapporteurs, car plus économique et plus simple a mettre en ceuvre.

* Au méme titre que I’imagerie de fluorescence (FRI), cette technique est envisageable pour
I’assistance a la chirurgie lors de 1’excision tumorale. Des essais d’endoscopie Cherenkov ont par
exemple été réalisés dans cet objectif sur le petit animal. La dose radioactive doit cependant étre

faible pour ne pas induire de nocivité pour le chirurgien.*

* Plus récemment, plusieurs équipes ont démontré qu’il était possible d’utiliser les radiations
Cherenkov comme une source lumineuse interne pour l’excitation de composés fluorescents
(Cherenkov Radiation Emission Transfer, CRET), notamment pour décaler la zone d’émission vers
le proche infrarouge.” Cet aspect, ouvrant de nombreuses portes dans le domaine de la recherche,

sera plus détaillé au début du chapitre II1.
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Partie Il : Transport et distribution spécifique d’une sonde imageante, constitution
d’un agent d’imagerie médicale

Chaque technique d’imagerie présentée précédemment peut utiliser des composé€s permettant
d’améliorer I’'image ou de délivrer des informations inédites : les agents d’imagerie. Dans le cas des
structurales, ces agents sont distribués

uniformément dans le corps et ont pour rdle

Signal e
d’augmenter la qualité d’image. Dans le cas )j)‘g Sélectivite
de I’imagerie moléculaire, le fragment
émetteur du signal doit étre sélectivement
distribué dans une zone d’intérét au moyen Partie imageante Partie vectrice

d’un vecteur afin d’obtenir des informations Figure 16 : Constitution d’un agent d’imagerie
d’ordre  fonctionnel (figure 16). Cette moléculaire

deuxieme partie aborde donc le principe

de ciblage des agents d’imagerie dans le cadre du cancer, et les différents types d’agents associés.

La nature de la partie imageante capable de délivrer le signal sera abordée dans la partie suivante

(partie I1I).

Il.1. Les modes de ciblage d’'une zone tumorale et agents associés

II.1.1. Les caractéristiques d’'une tumeur cancéreuse

Les tumeurs cancéreuses sont caractérisées par des cellules de croissance et de reproduction rapide,
ansi que par la capacité¢ a former des métastases, ce qui induit des différences notables avec les
tissus sains. Dans leur revue « The Hallmarks of cancers » (2000), D. Hanahan et R. Weinberg ont
classé en six catégories les capacités distinctives des cellules cancéreuses par rapport aux cellules

saines :*

o L’autosuffisance en signaux de croissance : les cellules cancéreuses sont capables de
produire elles-méme leurs signaux de croissance et les récepteurs associés.

* L’insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance : la croissance cellulaire est
normalement régulée par ces signaux.

* La capacité a éviter I’apoptose (mort cellulaire).

* L’immortalité : contrairement au cellules saines, les cellules tumorales peuvent se répliquer

sans limite.
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* L’induction de I’angiogénése : les cellules cancéreuses expriment des signaux induisant un
développement anormal du systéme vasculaire.

* La capacité a former des métastases.

En 2011, les auteurs ont ensuite étendu leur classification en ajoutant deux catégories et deux
caractéristiques favorisant le cancer, pour obtenir un classement en dix caractéristiques: la
dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire, la capacité a éviter une destruction par le
systéme immunitaire, I’'inflammation favorisant les tumeurs, I’instabilité et les mutations du

génome. ¥

Chacune de ces particularités induit des expressions génétiques, enzymatiques, métaboliques,
uniques ou surexprimées dans le cas de cellules cancéreuses qui peuvent étre utilisées comme cible
thérapeutique. Par exemple, les récepteurs HER-2 (Hepidermal Growth factor) sont exprimés dans
certains cas de cancer du sein pour la détection des signaux de croissance. Le bloquage de ces
récepteurs au moyen d’un agent exogene approprié¢ (anticorps) permet d’inhiber la croissance
tumorale. De la méme maniére, le marquage de cet anticorps avec une sonde fluorescente ou
radioactive permet de cibler et imager la tumeur. La plupart des processus de développement des
cellules tumorales induit I’expression de signaux et récepteurs spécifiques. Ainsi, il est possible
d’utiliser une multitude de cibles pour la mise au point d’agents d’imagerie vectorisés (récepteurs,

transporteurs, enzymes, protéase,...).

D’autre part, I’hypervascularisation, cause de [’angiogénése, induit un systéme vasculaire
anormalement développé dans le but d’améliorer le transport des facteurs de croissance et des
nutriments. Ainsi, les vaisseaux irrigant la zone maligne sont caractérisés par une paroi d’une plus
grande perméabilité et par un faible drainage lymphatique. Ceci favorise notamment 1’accumulation
de particules de tailles données (100-200 nm) dans les tumeurs ; on parle d’effet EPR (Enhanced
Permeability and Retention). Cette caractéristique, toutefois controversée car dépendante du type de
tumeur, constitue également une voie d’intérét pour distribuer un agent d’imagerie dans une zone

tumorale.

Par souci de clarté et de lisibilité, les agents d’imagerie ont ici été regroupés selon leur mode de

ciblage.
11.1.2. Mode de ciblage

De maniére schématique, il est possible de classer les agents d’imagerie en trois catégories associées

aux techniques d’imagerie et agents de contraste qui nous concernent (tableau 3) :
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Tableau 3 : Les différents modes de ciblages : non-ciblant (A), agents dépendants du micro-environnement
(B) et ciblant des récepteurs (D) (adaptée de Licha, K.et al. Drug Dicov. Today: Technol. 2011)"

Drug disc(A) Les agents non ciblants (ou non spécifiques) sont distribués uniformément dans le

corps. Ils permettent seulement de renforcer le contraste entre les différents tissus pour obtenir une
image de meilleure qualité. Ils sont notamment utilisés dans les imageries de type structural (IRM,

¢chographie, radiographie).

e (B) Les agents a ciblage micro-environnemental (ciblage « passif ») : ils se basent sur les
caractéristiques différentes du micro-environnement tumoral par rapport a des tissus sains, tels que
I’effet EPR ou des pH acides (conséquence de I’angiogénese, de la dérégulation du métabolisme

énergétique). On retrouve dans cette catégorie les agents activables, c’est a dire actifs (ON) dans la
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zone tumorale et inactifs (OFF) dans la zone saine. Dans le cas de I’effet EPR, ce sont des
nanoparticules. Celles-ci peuvent étre actives dans une modalité d’imagerie ou de thérapie
(microbulles, quantum dots, nanoparticules d’oxyde de fer, de gadolinium, d’or) ou bien servir de

simple transporteur de I’agent d’intérét (liposomes, nanoparticules de silice, dendrimeres).

e (C) Les agents a ciblage actif (ou agents spécifiques) sont des biomolécules sélectives de
récepteurs surexprimés a la surface des cellules cancéreuses ou intervenant dans les processus
enzymatiques ou de métabolisation (conséquence de I’autosuffisance, de I’immortalité,...).

Les deux derni¢res approches sont primordiales pour délivrer des informations fonctionnelles, et
sont donc systématiquement utilisées pour les techniques d’imagerie moléculaire (imagerie optique,

scintigraphies).

Notons qu’il est possible de combiner un ciblage du micro-environnement tumoral avec un ciblage
actif pour une plus grande sélectivité. C’est souvent le cas pour les nanoparticules, qui peuvent étre

biovectorisées afin de combiner I’effet EPR et le ciblage de récepteurs.*’

11.1.3. Cas particulier des agents a ciblage passif

11.1.3.1. Les nanomatériaux et I'effet EPR

Lorsque la taille des nanomatériaux est contrdlée, ils bénificient de 1’effet EPR qui permet une
biodistribution avantageuse. Ils sont égalemment adaptés pour introduire plusieurs fonctionnalités
(modalité supplémentaire, entité de reconnaissance).” Cependant, 1’utilisation des particules in vivo
est parfois limitée par la toxicité des métaux qui les composent. L’effet EPR est avantageux pour
une accumulation dans une zone tumorale mais rend souvent I’élimination difficile (lente). Cet effet
varie cependant selon le type de tumeur, il est méme inexistant pour certaines, ce qui n’a a ce jour

pas pu étre completement rationnalisé.

Dans la plupart des cas, 1’utilisation des nanoparticules nécessite une fonctionnalisation de surface
pour rendre I’objet soluble et furtif afin d’augmenter son temps de résidence dans le corps et ainsi
bénéficier de I’effet EPR (ex : greffage de chaine polyéthyléne glycol, PEG). Dans le cas contraire,
le systéme immunitaire reconnait les corps étrangers qui sont rapidement éliminés par 1’action des

macrophages.”’

11.1.3.2. Les agents activables : mode d’activation

Le principe d’un agent activable repose sur 1I’émission d’un signal détectable provoqué par 1’action
d’un stimulus in vivo. On appelle ce type d’agent « sonde intelligente », ou « smart-probes » en

anglais. Afin d’obtenir une sélectivité entre zone saine et zone tumorale, ce stimulus doit étre
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spécifique ou surexprimé dans le cas des cellules cancéreuses. De plus, I’agent doit étre « ON »,
c’est a dire actif, dans les zones tumorales (sous I’action du stimulus), et OFF, soit inactif, dans
I’environnement sain.***’

Il existe différentes caractéristiques micro-environnementales exploitables pour mettre au point des
agents activables (schéma I), notamment : une différence de pH (A), la présence d’agents

oxydants (B), la présence de substrats spécifiques (C), la présence d’enzymes spécifiques (C).

®—

ROS,

Fj RNS,H,0,....

A) Milieu B)

acideA
®—

© c SubstratA D) ‘E_)f. EnzymeA
_
) A'

Schéma 1 : A) Activation en milieu acide ; B) Activation par oxydation ; C) Activation par intéraction avec
un substrat ; D) Activation enzymatique (adaptée de Terai, T. et al, Eur. J. Physiol. 2013)’’

11.1.4. Cas particulier des agents ciblant des récepteurs

Comme mentionné précédemment, il existe différents types de cibles biologiques pour imager le
cancer, et donc plusieurs récepteurs associés. Selon le cas, les agents permettant de visualiser ces
récepteurs peuvent étre des petites molécules, des peptides ou fragments peptidiques, des aptameéres,

des fragments d’anticorps ou des anticorps entiers.™

11.1.4.1. Les petites molécules

Il existe de nombreuses petites molécules pouvant jouer le role de vecteur biologique. Ce sont dans

la plupart des cas des métabolites ou des principes actifs :

e les sucres (glucose, galactose, fructose,...)

e les acides aminés et dérivés (ex : L-DOPA)

e les antagonistes de récepteurs de stéroides (ex: le mifeprisone, un antagoniste de la
progesterone)

e les neurotransmetteurs : dopamine, serotonine

e les inhibiteurs de métalloprotéinase (MMP) (ex : Prinamast®)
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e les vitamines (vitamine B9 : folate ; vitamine B8 : biotine)

e lanicotine, le flumazenil,...

Le marquage de ces molécules par une sonde imageante permet ainsi de distribuer cette sonde pour
détecter une activité métabolique, enzymatique, ou I’expression de récepteurs surexprimés par les
cellules cancéreuses. Cependant, plus 1’agent imageant sera de taille importante par rapport a la
molécule vectrice, plus la reconnaissance sera diminuée. Cette approche est donc particuliérement

adaptée pour le marquage par un radioélément afin d’obtenir un agent d’imagerie scintigraphique.

11.1.4.2. Les peptides

Les peptides utilisés pour la vectorisation d’une sonde imageante sont généralement des analogues
synthétiques de peptides naturels présents dans le corps et spécifiques de certains récepteurs
protéiques surexprimés dans le cas du cancer (fableau 4). Bien que la partie de reconnaissance doive
rester inchangée, il est possible de modifier certains acides aminés périphériques notamment pour

introduire la partie imageante tout en limitant la perte d’affinité avec la cible.

Principal analogue
Récepteur cible Peptide Type de tumeur
synthétique

Neuroendocrines, gastro-entéro-
Récepteur a la ) )
pancréatiques, carcinomes,
Somatostatine Somatostatine Octréotide (OC)
paragangliomes, mélanomes,
(sstl-sstS) i
seins, cerveau, poumon

GRPR (Gastrin- Prostate, seins, pancréas,
Bombésine 7-14
Releasing Peptide Bombésine poumon, gastro-intestinal,
(BBN(7-14))
Receptor) colorectal
Intégrine a3, RGD Cyclo-RGD Gliome, poumon, prostate

Tableau 4 : Quelques exemples de récepteurs surexprimés dans les cancers, peptides naturels, analogues
synthétiques et types de tumeur associés (Fani, M. et al. Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2012)>’

Leur développement dans le domaine de 1’imagerie connait un essor notable car ils sont hautement
spécifiques, facilement synthétisables et modifiables. Ils sont également rapidement éliminés par le
corps par voie rénale, ce qui ne pose pas de problémes liés a la rétention. La nature du peptide est
¢galement adaptable au récepteur qui est visé, et donc au type de cancer que I’on souhaite

diagnostiquer.
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11.1.4.3. Les anticorps et fragments d’anticorps

Les anticorps monoclonaux (mAbs) sont également largement utilisés en imagerie médicale comme
vecteur biologique.” Le trastuzumab (Herceptin®, Roche), qui cible les récepteurs HER-2, a par
exemple été étudié pour la vectorisation de sondes fluorescentes ou scintigraphiques dans le cas du
cancer du sein.’* Ce type de vectorisation est cependant limité par une distribution lente dans la
tumeur. Dans le cas de 1’association avec un radioé¢lément détectable en scintigraphie, cela peut
poser probléme en considération de la demi-vie du radioisotope. Ils bénéficient cependant d’une
haute spécificité et d’une faible toxicité, mais leur élimination apreés analyse est lente. Les fragments
d’anticorps (minibodies, diabodies) permettent de pallier certains de ces problémes car leur

accumulation et leur élimination sont beaucoup plus rapides.

Il.2. Association de la sonde imageante avec un vecteur biologique ou une

nanoparticule : outils chimiques

Afin de lier covalentement la sonde imageante avec un vecteur biologique, des outils chimiques
appropriés ont été développés par la communauté scientifique. Cela nécessite dans la plupart des cas
d’introduire sur le fragment imageant une fonction de choix, appelée fonction de greffage (FG),
capable de cibler spécifiquement un site résiduel naturel du biovecteur. Ces outils sont également
utiles a la fonctionnalisation de surface des diverses nanoparticules utilisées en imagerie médicale

(USPIO, QD, liposome,...).”

Des approches plus récentes consistent & amener un groupement réactif artificiel sur la biomolécule
ou la particule. Celui-ci est capable de réagir plus rapidement et plus spécifiquement avec une sonde
possédant le groupement complémentaire appropri¢, sans pour autant &tre réactif vis-a-vis des

différents sites résiduels de la biomolécule ou de la particule.™

11.2.1. Les techniques classiques de biovectorisation

Les résidus biologiques ciblés pour marquer une biomolécule sont généralement de type amine
(résidu lysine) et thiol (résidu cystéine) dans le cas des peptides et des anticorps. Les fonctions de
greffage alors utilisées peuvent par exemple étre des esters de maléimide, des esters activés ou des

52a

isothiocyanates (tableau 5).”* Mais il est également possible d’utiliser les résidus tryptophane ou

tyrosine par des méthodes moins conventionnelles, comme des couplages catalysés par des métaux.
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Résidus Fonction de greffage (FG) Produit
/R 3 ?L
Dithiol *S—S s Y/
Cystéine (SH)
o) 0
Maléimide N
x| B
C, B
0 0
O O le)
Ester de NHS EiéN_ 05 k %&\PNHH
Lysine (NH,) o o
Isothiocyanate (NCS) *N:CZS k S m ’
Hkﬁ

Tableau 5 : Exemples de fonctions de greffage ciblant les résidus cystéine et lysine, et produits formeés
(adaptée de McKay, C. S. and Finn, M. G., Chem. Biol. 2014)*

11.2.2. La chimie click

Les cyclisations de type 1,3-dipolaires ont notamment été¢ découvertes et étudiées par Huisgen
dans les années 60.°” Mais le terme « click » n’a été introduit que récemment par B. Sharpless et
concerne plus particuliérement la condensation d’un alcyne terminal avec un azoture en présence de

cuivre (I) pour former un cycle triazole (schéma 2).**

cuy  N=N_
R_N3 + R' —_— > ) ’I\l \/)7R
R
Azoture Alcyne Triazole

Schéma 2 : Réaction de type Huisgen catalysée au cuivre (I) (Kolb. H. C. Angew. Chem. Int. Ed. 2001)*°

Cette réaction trouve des applications dans de nombreux domaines, parmi lesquels la bioconjugaison
appliquée a I’imagerie médicale. Cela nécessite cependant d’introduire préalablement la fonction
artificielle alcyne ou azoture sur la biomolécule en utilisant les techniques conventionnelles (schéma

3), ou par génie génétique grace a des acides aminés non naturels.
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Click

Schéma 3 : Exemple de méthode de biovectorisation en deux temps par chimie click

11.2.3. La chimie bioorthogonale et 'approche dite « site specific »

Le terme de chimie bioorthogonale, introduit par C. Bertozzi, désigne les réactions chimiques
pouvant se produire a I’intérieur de systémes vivants sans interférer avec les processus biologiques
naturels. Il regroupe un certain nombre de réactions de la catégorie des cycloadditions, comme par
exemple la « chimie click sans cuivre », qui met en ceuvre les cyclooctynes, ou la réaction de

condensation d’une tétrazine avec un alcéne (schéma 4).°>**

Azoture + cyclooctyne Tetrazine + cycloocténe

Py

z
Z

|
Z=Z
)
zZ-Z

A
X

9
l Py
S

% Y
R
R' R'

Schéma 4 : Réaction de chimie click sans cuivre entre un azoture et un cyclooctyne (gauche) et réaction
d’une tétrazine avec un cycloocténe (droite) (McKay, C. S. and Finn, M. G., Chem. Biol. 2014)™

Un exemple d’utilisation de cette chimie bioorthogonale consiste a pré-modifier la biomolécule
d’intérét par bio-ingénierie afin d’introduire 1’agent d’imagerie sur un site spécifique (« site
specific ») en réalisant la réaction in vivo. Ces réactions trouvent ainsi de nombreuses applications
dans le domaine de I’imagerie médicale. Elles permettent par exemple de marquer efficacement les

membranes cellulaires avec un composé fluorescent par pré-ciblage (« pre-targeting »).”

Bien que ces réactions aient notamment été développées pour avoir lieu in vivo, elles sont également

utilisées in vitro pour le marquage de biomolécules ou pour la fonctionnalisation de particules.*

-52-



Introduction générale, partie 111 : Les différents types de sondes imageantes

Partie lll : Les différents types de sondes imageantes et exemples d’agents
d’imagerie médicale

Cette partie décrit plus précisement la nature de I’entité imageante (sonde) constituant un agent
d’imagerie médicale et propose des exemples d’association de cette sonde avec un vecteur
biologique. Les agents d’imagerie sont classifiables en plusieurs catégories selon la nature de la
partie responsable du signal : échogénes, iodés, paramagnétiques, radioactifs, fluorescents. Seuls les
agents associés a I'IRM, aux scintigraphies, a l’imagerie Cherenkov et aux imageries de

fluorescence seront abordés.
lll.1. Les agents de contraste paramagnétiques pour I'IRM

Comme énoncé précédemment, il existe deux types d’agents de contraste pour I’'IRM :

s les agents influencant majoritairement la valeur de relaxivité longitudinale (T,) qui sont
principalement des complexes de métaux paramagnétiques.

* les agents influencant majoritairement la valeur de relaxivité transversale (T,) qui sont

principalement des nanoparticules d’oxydes métalliques.

l1I.1.1. Les complexes de métaux paramagnétiques

Les métaux utilisés en IRM sont tres toxiques lorsqu’ils sont sous forme d’ions libres dans
I’organisme. C’est pourquoi ils se doivent d’étre complexés par un ligand organique adapté pour
former un complexe non toxique stable. Ainsi, les agents de contraste IRM T, se présentent sous la
forme de complexes organiques de métaux paramagnétiques. Ces complexes vont permettre de
modifier la relaxation des protons d’une ou de plusieurs molécules d’eau par interaction avec le
centre métallique du complexe et formation d’une liaison de coordination. Cette molécule d’eau
coordinée est ensuite échangeable avec d’autres molécules d’eau du milieu qui vont alors subir a
leur tour I’effet du centre métallique. Plusieurs parameétres influencent la valeur de relaxivité du

complexe (schéma 5) :

Schéma 5 : Facteurs influencant la relaxivité des complexes métalliques paramagnétiques (adaptée de
Raymond, K. N. et al. Bioconjugate Chem. 2005)"

-53-



Introduction générale, partie 11l : Les différents types de sondes imageantes

* Le nombre de molécules d’eau directement coordinées au métal (q).
* Le temps moyen de résidence des molécules d’eau (t,,).
* Le temps de corrélation rotationnel, qui traduit la vitesse a laquelle le complexe tourne sur

lui méme (1,).

La valeur de relaxivité sera la plus importante lorsqu’il y aura le maximum de molécules d’eau
coordinées (q €élevé), une vitesse d’échange (1/ t,,) rapide, et pour des complexes de grosse taille une

vitesse de rotation ralentie (1/ t,)."®

111.1.1.1. Les complexes de gadolinium

Dans le cas du gadolinium, qui est utilis¢ dans 95 % des examens IRM, les agents chélatants les plus
utilisés pour piéger le centre métallique sont les polyaminocarboxylates linéaires (DTPA) ou
cycliques (DOTA), la version cyclique conduisant généralement a des complexes plus stables. Leur

valeur de relaxivité est généralement comprise entre 4 et 10 mM™.s" (figure 17).%

o) HJT/O o] O/\/H 0 H\/\O/
—————————— Gdf::-_--‘--—-O IR GEEEE e T LRt
o *o\< o o
0 OH, O 0 OH, ©
Magnevist® (Bayer Schering Pharma) Omniscan®” (GE Healthcare)
logK:22,1/r,=4,1mM"'s" logK:16,9/r,=43mM"s"

(0] OH

" 04@ & QA€ " OAQ\
- i N _\
5 NP

oL 8o e D Gd------0
DN DN AN
N\_EJ Vgo N\_':_/Nvgo AW, vgO
o) 3/70 o
0 0
Dotarem” (Guerbet) ProHance" (Bracco) Gadovist” (Bayer Schering Pharma)
log K : 25,8 log K :23,8 log K :21,8
r,=3,6 mM's" r,=4,1mM"s" r,=4,7mM".s"

Figure 17 : Structures et caractéristiques des principaux agents de contraste commerciaux a base de
gadolinium (I1l) (constante de stabilité thermodynamique log K, relaxivité longitudinale r; a 1,5 T) (adaptée
de Werner, E. J. et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2008)""

Apres injection, ils vont trés rapidement étre distribués dans le corps, notamment dans le plasma et
les espaces extravasculaires. Ils sont ensuite ¢éliminés en quelques heures par les reins, compte tenu

de leur fort caractére hydrophile.
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La recherche dans le domaine des nouveaux complexes de gadolinium pour I'IRM s’oriente
aujourd’hui vers la préparation d’agents chélatants permettant 1’acces a plusieurs molécules d’eau et
possédant une vitesse d’échange supérieure, comme par exemple les complexes
d’hydroxypyridinone (HOPO).”" Les travaux de recherche visant a augmenter la taille des
complexes dans le but de diminuer la vitesse de rotation du systéme (1/ t,) et d’accroitre la relaxivité
sont également trés prometteurs. La stratégie consiste a créer des systémes mono ou multi-
métalliques en liant covalentement un ou plusieurs complexes de gadolinium a de petites molécules
(espaceurs polyfonctionnels) et/ou de plus grosses molécules (protéines, dendrimeéres, polymeres,

virus capsules, liposomes,...)."*>

111.1.1.2. Les complexes d’autres métaux paramagnétiques

Les complexes de manganése ont également été étudiés pour des applications en IRM (Manganese-
Enhanced Magnetic Resonance Imaging, MEMRI). Le seul agent commercial a base de manganese
est le Teslascan” (Mn*", ligand dipyridyloxy diphosphate). Sa valeur de relaxivité est faible (r, = 1,5
mM'.s" a 4,7 T) car il ne posséde pas de molécule d’eau directement coordinée au métal.** Les
complexes de lanthanides autres que le gadolinium sont également trés étudiés et semblent
prometteurs. Des travaux récents ont par exemple montré que certains cryptates d’europium

permettaient d’obtenir des relaxivités longitudinales allant jusqu’a 7,17 mM™.s-' a 7 Tesla.”

l11.1.2. Entre complexe métallique et particule : les liposomes magnétiques

Les liposomes sont des vésicules formées de c PhospholipideA

composés amphiphiles organisées de maniére

f;ﬂ .
e .
ow
g;””?.

structurée afin que la téte polaire s’oriente . q:g%%%% %é}f ”f;ﬁ'

vers la phase aqueuse et que les chaines >l O;‘»:% i {Zp d;";, .
oo . P

grasses se regroupent entre elles. Alors que les . 4 oo Tt
‘xf;’lw ] %%

micelles sont composées d’une simple couche . % ;5 g%g&z{:?%\ H;O

formant une spheére dont [Dintérieur est ; 7 f &é* é;% %%\}% .

organique, les liposomes s’organisent en : e

LiposomeA

bicouche, mimant les membranes cellulaires,

. Fi 18 : Structure d’un i
et formant un coeur hydrophile (figure 18). sure rcttre @ un fposome

L’encapsulation de complexes de gadolinium dans la bicouche ou dans le luméne aqueux d’un
liposome conduit généralement a une baisse de relaxivité¢ de I’agent de contraste. En effet, bien que
la membrane synthétique du liposome soit perméable, le transport des molécules d’eau a travers

celle-ci est limité. Au contraire, lorsque le liposome est formé en présence de dérivés amphiphiles
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possédant un complexe de gadolinium comme téte polaire (Gd-DTPA, Gd-DOTA,...) et une queue

apolaire (chaine longue, stérol,...), la valeur de relaxivité est augmentée (fableau 6). Ceci s’explique

par la modification du temps de corrélation rotationnel, le systéme obtenu étant beaucoup plus

volumineux par rapport au complexe seul.”*%*

VV\N. e 1, (mM.s™)
%] } f, . _/go n=9 9.3
wh XE7: o oI o n=11 172
N\ oL T
l;'g? ;\2“%% &%’i% ) ¥(;JN5¢° n=13 21,5
- L Sou 2 -
AN
AN

Tableau 6 : Exemples de magnétoliposomes formés a partir de deérivés DOTA-Gd (Accardo, A. et al. Coord.
Chem. Rev. 2009)%

111.1.3. Les nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules d’oxyde de fer utilisées en IRM sont composées d’un cceur de magnétite (Fe,O,)

ou maghémite (Fe,O;). En milieu physiologique, elles induisent une inhomogénéité magnétique

locale qui déphase les spins des protons des molécules d’eau, réduisant ainsi leur temps de relaxivité

transversale T,. Ces particules sont classées en plusieurs catégories de taille :

* Les MPIO (Micrometer-sized Paramagnetic Iron Oxyde), nanoparticules de [’ordre du
micrometre.
* Les SPIO (Super Paramagnetic Paramagnetic Iron Oxyde), dont la taille est de quelques

centaines de nanomeétres.

s Les USPIO (Ultrasmall Super Paramagnetic Paramagnetic Iron Oxyde), qui sont de taille

inférieure a cinquante nanometres.

* Les VSOP (Very Small superParamagnetic iron Oxyde Particle), de taille inférieure a dix

nanometres.
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La taille de la particule va conditionner son temps de résidence dans le corps : les trés petites et les
grosses particules seront plus rapidement éliminées. Cette taille conditionne également la valeur de

relaxivité transversale de la particule.

Afin d’augmenter la solubilité et la biocompatibilité¢ de ’objet, il est généralement recouvert d’une
enveloppe qui peut étre inorganique (silice, phosphates, or ) ou organique (PEG, Chitosan, Dextran,
polyethyleneimine,...).”” 1l existe plusieurs catégories de particules selon le type et le mode
d’incorporation du manteau protecteur (figure 19) :**

(A) Les nanoparticules recouvertes de
) polymeres liés en bout de chaine ;

(B) Les nanoparticules complétement

encapsulées dans le polymére ;

(C) Les nanoparticules encapsulées dans
Figure 19 : Les différents types de couvertures de )
nanoparticules (Sun, C. et al. Adv. Drud Deliv. un liposome ;

68
Rev. 2008) (D) Les « core-shell » nanoparticules.

Les particules les plus étudiées pour des applications cliniques sont les CLIO (Cross Linked Dextran
loated Iron Oxyde Nanoparticles) qui font partie de la catégorie B. La couverture de type dextran

° De nombreux produits de contraste

permet une post-fonctionnalisation relativement aisée.’
commerciaux a base de nanoparticules d’oxydes de fer ont été¢ développés. Le tableau 7 en donne

quelques exemples.

‘ Diamétre du | Diamétre de | Relaxivité transversale
Nom commercial Enveloppe )
coeur la particule ,(mM's'al,57)
Feridex® (Guerbet) Dextran 4,96 nm 160 nm 120
Resovist” (Shering) | Carboxydextran 4,00 nm 60 nm 186
Combidex” (Advance
‘ Dextran 5,85 nm 35 nm 65
Magnetics)

Tableau 7 : Exemples d’agents de contraste commerciaux a base de nanoparticules de fer et leurs
caractéristiques (Laurent, S. et al. Chem. Rev. 2008)"

Ces différents agents ont fait leurs preuves dans le domaine de I’imagerie tumorale comme dans
d’autres domaines d’intérét médical.”’**®® Leur application clinique reste cependant limitée compte

tenu de leur toxicité et de leur temps de rétention trop long.



Introduction générale, partie 11l : Les différents types de sondes imageantes

111.1.4. Vers 'IRM moléculaire : activation et vectorisation des agents paramagnétiques

Avec le développement de I’imagerie moléculaire, les chercheurs se sont tournés vers la mise au
point d’agents IRM permettant d’obtenir des informations d’ordre fonctionnel. Trois stratégies sont
alors possibles : ’'utilisation d’agents dits activables, d’agents PARACEST, ou la biovectorisation

de la sonde paramagnétique.

111.1.4.1. Agents IRM intelligents

Il est possible de mettre au point des agents IRM sensibles a certaines conditions physiologiques
(pH, métabolisme, expression génétique, phénomeénes d’oxydo-réduction,...).”” Dans la plupart des
cas, le principe repose sur la saturation de la sphére de coordination du métal par un ligand sensible

a un stimulus ou par I’encombrement stérique du métal pour empécher I’acces de la molécule d’eau

HO O-_: _..-0
o O e
o} FUN

o) - i N

- B-galactosidase ARNEN N
&N,,’Q\g:}\]\ ): O~ ?N\:_/N\:\/i
O3 TN g/*o °

o 0 ON

(figure 20 - gauche).

_--0
K/\ ”Gd\\\ > o~ g, N%o xé_/ \/§O
SN .Zn--0 />/*
KN : ‘N:\ O H,0" n o)
P \/§ H,0
5 e} ON

o

Figure 20 : Agent d’IRM activable : principe (gauche), agent sensible a la -galactosidase (droite haut),
agent sensible aux ions zinc (Il) (droite bas) (adaptée de Major, J. L. and Meade, T. J. Accounts Chem. Res.
2009)""

Lors de la libération de la position de coordination, la sonde passe d’un état « OFF » a un
¢tat « ON » dans lequel une molécule d’eau est coordinée au gadolinium, ce qui va conduire a une
augmentation locale du contraste (blanchissement). Il est par exemple possible d’obtenir des sondes
permettant de d’observer ’activité glycolytique ou la présence de cations métalliques (figure 20 -

droite).”™

Ces agents permettent la visualisation de processus moléculaires par IRM et conduisent a
des images possédant un bon rapport signal/bruit. Cependant, ils restent actuellement au stade de la

recherche et peu d’entre eux ont été testés in vivo.
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111.1.4.1. Agents CEST et PARACEST

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

I'image CEST ou les zones contenant l'agent de contraste sont mises en évidence.

Mais pour pouvoir saturer les protons de I'agent de contraste sans saturer directement les protons de
la molécule d'eau, la différence de déplacement chimique doit étre assez importante, de 1’ordre de
plusieurs ppm. Ce probléme peut étre résolu par l'utilisation d'agents de contraste PARACEST (pour
PARAmagnetic Chemical Exchange Transfert). Ces agents sont des complexes de lanthanides
paramagnétiques, qui induisent un trés fort déplacement chimique pour certains groupes de protons,

quelques dizaines de ppm. %!

111.1.4.2. Les agents d’IRM vectorisés

Malgré la faible sensibilité de cette technique, il est possible et intéressant de vectoriser des agents
d’IRM. En effet, différents groupes de recherche ont conjugué des complexes de gadolinium ou des
nanoparticules d’oxyde de fer avec des entités de reconnaissance afin de cibler les tumeurs.” La
stratégie est plus profitable dans le cas des nanoparticules car elle permet d’amener une plus grande
quantité d’agents paramagnétiques par récepteur. L’entité vectrice peut alors étre un anticorps,”” un

70a

peptide,”™ ou méme une petite molécule.

Les liposomes paramagnétiques peuvent également étre vectorisés en surface par des biovecteurs

afin d’obtenir une meilleur sélectivité.**

Il1.2. Les radiopharmaceutiques pour les scintigraphies, le CLI et la radiothérapie

111.2.1. Stratégies d’incorporation du radioélément

Pour chaque technique scintigraphique, le radioélément devra étre 1ié a une molécule vectrice afin
de constituer un traceur radioactif spécifique de la zone a visualiser, et ceci de deux manieres

possibles (figure 21). 11 pourra étre li¢ directement a la molécule vectrice : on parle de marquage
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direct. Dans le cas des métaux, ils peuvent Marquage directA Marquage indirectA
étre complexés efficacement par un agent N\

. s . . Xy
chélatant, lui méme lié a la molécule vectrice s
(marquage indirect). Dans ce cas, le
complexe doit étre suffisamment stable pour Figure 21 : Marquage direct et marquage indirect

¢viter le relargage du radiométal par

transmétallation ou transchélation.

111.2.1. Les radiopharmaceutiques conventionnels

Le fluor-18 est actuellement le radioé¢lément le plus utilisé¢ en TEP en milieu clinique. En effet, le
BF-fluorodehydroxyglucose ([*F]-FDG, figure 22 - gauche) est employé dans la majorité des
examens réalisés dans le domaine de 1’oncologie. Sa distribution est tout d’abord guidée par la forte
activit¢ de métabolisation du glucose par les cellules cancéreuses (glycolyse). Une fois dans la
cellule, il est phosphorylé par I’hexokinase en ['*F]-fluorodésoxyglucose-6-phosphate, forme sous
laquelle il ne peut plus quitter la cellule. Le groupement hydroxyle situ¢ en position 2 étant
cependant nécessaire a la métabolisation compléte du glucose, son absence dans le ["*F]-FDG
bloque par conséquent sa dégradation. Ces phénomeénes expliquent pourquoi ce radiotraceur
s’accumule préférentiellement dans les cellules tumorales. D’autres agents incorporant du fluor-18
sont également utilisés, comme par exemple le ['*F]-DOPA (figure 22 - centre) qui permet de suivre
I’activité dopaminergique dans le cerveau et qui est donc notamment indiqué pour la détection de la

maladie de Parkinson.”

OH (0] %
HO N\ ,'TQ+ ~
18F OH HO 18F NH2 'I\l ll\l
O\H’O
("*F-FDG) ("*F-DOPA) [*"TcJHMPAO (Ceretec”)

Figure 22 : Structures du BE.FDG, du *F-DOPA et du Ceretec®
L’¢lément le plus utilisé en imagerie SPECT dans le domaine clinique est le technium-99 métastable
(80% des analyses) car il est facilement obtenu a partir d’un générateur au molybdene-99, et posséde

une demi-vie adéquate a I’application. Les principaux agents TEMP commerciaux a base de *"Tc

sont des complexes non spécifiques, comme le Ceretec” (figure 22 - droite).
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111.2.2. Vers de nouveaux agents pour la scintigraphie

Aussi bien pour la TEP que pour la TEMP, les agents présentés précédemment possédent des
inconvénients, notamment leur manque de sélectivité. C’est pourquoi de nombreuses recherches

portent sur la mise au point d’agents vectorisés par des biomolécules plus efficaces.”

Le marquage de petites molécules visant des récepteurs protéiques par du fluor-18 a par exemple
permis la mise au point d’agents PET plus ciblants (ex : 3’-["*F]-fluoro-L-3’-deoxythymidine, FLT,

pour la visualisation de la prolifération cellulaire).

Le marquage indirect de peptides par des radiométaux a également été largement étudié.”>” Les
agents chélatants utilisés dans la plupart des cas sont, comme pour le gadolinium, des
polyaminocarboxylates cycliques (DTPA-DOTA).” Par exemple, I’Octreoscan” est un agent TEMP
obtenu par marquage de I’Octréotide avec de I'Indium-111 (figure 23). 1l permet de cibler les
récepteurs a la somatostatine, surexprimés dans le cas de cellules cancéreuses, et est donc utilis¢ en
oncologie pour la détection de tumeurs, notamment neuroendocrines. Une adaptation dans laquelle
le ligand linéaire est remplacé par un ligand cyclique (DOTATOC) permet de former des complexes
plus stables et de moduler la nature du radiométal selon I’application choisie ('''In pour la TEMP,

%Ga pour la TEP et ™Y pour la RIT).

[ OH O~ /—\ i
RLQ?_U\ N/ﬁ( N \)]\ 4@ o O)/\

\ S
TNy
O--~-'-_._::1J1|n"
W >/ " o M, 68Gg 90
In, a, Y
Ho/\/LT(\ © ©

Octreoscan® DOTATOC
TOC : [D-Phe', Tyr’]-Octréotide

Figure 23 : Structures de I’Octreoscan® et des différents dérivés métallés du DOTATOC

Les anticorps peuvent également étre marqués par un radioélément pour la détection de tumeurs. Par
exemple, I’arcitumomab et le nofetumomab marqués au technecium-99m sont respectivement
utilisés pour le diagnostic du cancer colorectal et du cancer des poumons (CEA-scan® et Verluma®,

respectivement).
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111.2.3. Les agents radioactifs en imagerie Cherenkov

La plupart des radioéléments testés en imagerie Cherenkov sont des agents commerciaux de
scintigraphie. Ils doivent cependant émettre des particules chargées (B*, p ). C’est pour le moment le
"F-FDG qui a été le plus étudié pour I’imagerie sur le petit animal et sur 1I’homme *¢>3433410:420
Cependant, des études avec des agents plus spécifiques ont été réalisées. Par exemple, Satpati et al.
ont récemment préparé un chélate d’yttrium-90 associé a un peptide, la bombésine, pour imager les

intégrines o, B,.*'"* Des essais ont également été réalisés en marquant de maniére indirecte un

anticorps (J591) avec du Zirconium-89 (DFO-*Zr).***

l11.3. Les agents fluorescents pour I'imagerie optique

l11.3.1. Cahier des charges d’un fluorophore

Le potentiel d’utilisation d’un fluorophore en imagerie optique, et son domaine d’application,

dépendent de certains critéres :”’

* Domaines d’absorption et d’émission adaptés. Les fluorophores possédant une gamme
d’absorption et d’émission entre 500 et 800 nm sont utilisables en MIV ou en FRI. Dans le cas de la

FMT, il est indispensable que cette gamme se situe dans la fenétre thérapeutique.

s Déplacement de Stockes important. Plus 1’écart entre les maxima d’absorption et
d’émission sera important, plus le bruit de fond sera réduit. En effet, ceci permettra par un jeu de
filtre d’¢liminer aussi bien le rayon réfléchi issu du laser d’excitation qu’une partie de

I’autofluorescence des tissus.

* Brillance élevée. Le fluorophore doit donc posséder un coefficient d’extinction molaire et un

rendement quantique de fluorescence élevés.

* Faible photoblanchiment. Un fluorophore doit posséder un faible rendement en oxygéne
singulet, au contraire des photosensibilisateurs utilisés en thérapie photo-dynamique
(PhotoDynamic Therapy, PDT), car cette espéce trés réactive peut induire sa dégradation chimique
(notamment par oxydation), que 1’on nomme photoblanchiment. L’agent photoblanchissant peut
¢galement provenir du milieu proche (exogene) et dégrader la molécule lorsqu’elle se trouve dans

son état excité.
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* Stabilité chimique. Etant donné que le fluorophore sera mis en présence d’un milieu
physiologique, contenant de nombreux agents capables de le dégrader (agents oxydants, enzymes),

il doit étre stable chimiquement vis-a-vis de ces attaques.

* Solubilité en milieu aqueux et agrégation limitée. Dans la plupart des cas, le composé
fluorescent doit posséder un caracteére hydrophile pour étre injectable in vivo, ce qui n’est souvent
pas le cas des fragments fluorescents, et nécessite donc I’ajout de fonctions hydrosolubilisantes. De
plus, la fluorescence peut facilement é&tre désactivée par dissipation non radiative (transfert
d’énergie) due a une interaction des fluorophores entre eux ou avec d’autres molécules du milieu
lorsqu’ils ne sont pas suffisamment solubles. Ce phénomene, nommé agrégation, est notamment
présent avec les fluorophores organiques. C’est une interaction de type m-m entre groupements

aromatiques dans de nombreux de cas.

* Facilité de synthése et de fonctionnalisation. Le fluorophore doit étre relativement
accessible d’un point de vue synthétique, et posséder une voie d’entrée simple pour I’introduction

de groupements réactifs, notamment une fonction de greffage pour la bioconjugaison.

* Faible toxicité. Comme toutes molécules injectées dans le corps, méme pour des
applications diagnostiques ou la dose reste faible, une étude de toxicité fait partie des contraintes

réglementaires.

A ce jour, il n’existe pas de fluorophores combinant tous ces critéres de maniére optimale. C’est
pourquoi la recherche synthétique de nouveaux composés fluorescents est un domaine trés étudié.
Les fluorophores les plus utilisés pour I’imagerie optique actuellement sont la GFP (Green

Fluorescent Protein), la FITC (Fluoresceine IsoThioCyanate) et ’ICG (IndoCyanine Green).

111.3.2. Les différents types de sondes fluorescentes

111.3.2.1. Les protéines fluorescentes

La protéine fluorescente verte (Green Fluorescente Protein, GFP), est largement utilisée comme
marqueur pour ’imagerie de fluorescence. C’est une protéine naturelle constituée de 238 acides
aminés qui est aujourd’hui modifiable par ingénierie génétique afin d’obtenir d’autres dérivés
émettant dans une gamme de longueur d’onde différente (YFP, BFP, RFP,...) ou possédant des
caractéristiques d’émission uniques (PHluorin : GFP sensible au pH).”

La GFP est produite relativement facilement, non toxique et également modifiable pour introduire
une unité de reconnaissance. Cependant, sa fluorescence est difficilement discernable du bruit de

fond lorsque sa distribution est trop diffuse.
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111.3.2.2. Les nano-cristaux semi-conducteurs (Quantum-Dots)

Un trou quantique, principalement nommé selon I’appellation anglophone « quantum dot », est une
nanoparticule structurée de semi-conducteurs qui se comporte comme un puits de potentiel. Son
excitation lumineuse conduit a une émission de fluorescence. La nature et la taille de la particule
permettent de moduler facilement la gamme d’émission. Elles sont notamment commercialisées par
Life Technologies (appellation QDots® ou Qtrackers®”). Ces particules possédent une brillance
¢levée, en raison d’un coefficient d’extinction molaire trés élevé, et sont également tres stables
photochimiquement. Leur utilisation in vivo est cependant limitée par leur toxicité, étant donné leur

composition a base de métaux lourds.

111.3.2.3. Les complexes de lanthanides

La luminescence issue des lanthanides est un phénoméne intéressant pour réaliser de 1’imagerie
optique en temps résolu. Ce mode d’imagerie consiste a exciter la sonde grace a un laser, comme
dans toute imagerie optique, et de détecter le signal avec un certain décalage temporel par rapport a
I’excitation. Il permet de diminuer le bruit de fond di a I’auto-fluorescence des tissus (figure 24).
Cette technique est possible en utilisant les lanthanides car leur temps de vie de fluorescence est
relativement long par rapport aux fluorophores organiques. Il est cependant nécessaire d’utiliser une
antenne organique (fluorophore) qui capte les

Intensité photons d’excitation puis délivre I’énergie au

A

Luminescence lanthanide par phénoméne de transfert.
du lanthanide

Certains lanthanides (Yb, Nd) sont capables
Détection d’émettre avantageusement dans la fenétre du

proche infrarouge voir dans I’infrarouge, ce

Fluorescence

du milieu qui conduit a une plus grande profondeur de

>

T Temps travail. Ces systémes sont cependant limités
Excitation . . i .
par une brillance faible, une perte d’énergie

Figure 24 : Détection en temps résolu dans le cas lors du transfert, et car la longueur d’onde
9
des lanthanides luminescents
d’excitation se situe généralement hors de la

fenétre thérapeutique.”

111.3.2.4. Les fluorophores organiques

Les molécules organiques fluorescentes appartiennent a la catégorie de sondes luminescentes la plus
utilisée. Leur petite taille leur confére des avantages notables : facilité de synthése, furtivité, faible
incidence sur I’affinité du biovecteur, et en général une faible toxicité. Ces composés sont classables

en plusieurs catégories d’aprés la nature du fragment photoactif,**>**#!
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[11.3.2.4.1. Les gammes de fluorophores commerciales

Plusieurs industriels ont développé et commercialisé des gammes de fluorophores organiques, qui
possedent souvent une fonction appropriée a la bioconjugaison ainsi que des groupements

hydrosolubilisants :*

e GE Healtcare (CyDyes") e Dyomics (DyLight Fluor®)

e Molecular Probes (BODIPY") e Molecular Targeting Technologies (SR Fluor®)
e Invitrogen (Alexa Fluor®) e Anaspec (HyLyte Fluor®)

e LiCOR Bioscience (IRDyes") e Interchim (Fluoprobes®)

La structure exacte de ces composés n’est évidlemment pas toujours connue (ainsi que leurs
propriétés), mais elle se base sur des motifs coumarine, pyréne, rthodamine, cyanine ou encore
squaraine qui sont dans beaucoup de cas mono- ou poly-sulfonatés pour augmenter
I’hydrosolubilité. Certains industriels commercialisent ¢galement des versions déja bioconjuguées

de leur fluorophore, comme c’est le cas de Life Science (Molecular Probes).

[11.3.2.4.2. Les fluorophores organiques par catégorie

Voici une liste non exhaustive des différents fragments organiques fluorescents exploités pour une

utilisation en imagerie optique.

A. Les coumarines

La classe des coumarines comprend les molécules présentant le motif 2H-1-benzopyrane-2-one, une
molécule naturelle présente dans divers végétaux (féve, céleri,...). La fonctionnalisation de ce ceeur
aromatique permet d’obtenir un composé fluorescent aux propriétés voulues (solubilité, fonction de

greffage) (figure 25).

O~_.OH
Na0;S A Ao/Ae = 350/450 nm
HoN e & =19000 mol.L.cm™
Alexa Fluor® 350

Figure 25 : Structure et propriétés de I’Alexa Fluor®350

Ces composés absorbent et émettent a des longueurs d’onde basses, ce qui limite leur application en
imagerie optique in vivo. Cependant, elles posseédent d’important déplacement de Stokes, et peuvent
¢galement étre modifiés chimiquement afin d’atteindre une gamme de longueur d’onde plus adaptée

et sont également trés utiles pour la mise au point de sondes fluroescentes activables.*
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B. Les pyrenes

Les pyrénes sont constitués d’un cceur aromatique formé par quatre groupements benzéniques
accolés, fortement hydrophobes. La fonctionnalisation périphérique, notamment par des
groupements sulfonates, permet de rendre hydrosoluble le composé, ou d’amener une fonction de

conjugaison comme c’est le cas pour 1’Alexa Fluor® 405 (figure 26).

0}

0,8 o 5

O Q\(O Ao hem = 400/424 nm
“ 0 Ob £ = 35000 mol " L.cm
0,5 O so; 3 ELNH

Alexa Fluor® 405 — ester succinimidylique

Figure 26 : Structure et propriétés de I’Alexa Fluor®405

Comme les coumarines, les pyrénes possedent des longueurs d’onde d’absorption et d’émission

basses difficilement modulables.

C. Les benzophénoxazines

Cette classe de composés est principalement utilisée en imagerie cellulaire et en histologie comme
colorant. Le Nile Blue (figure 27) permet par exemple de marquer les membranes cellulaires. Leurs
propriétés de fluorescence sont trés dépendantes du solvant et du pH, compte tenu des différents
sites de protonation qu’ils présentent. Les benzophenoxazines manquent cependant

d’hydrosolubilité ce qui suscite de nouvelles recherches dans ce domaine.*

2 ool o
/\)N/C[O /\)Nji:[o ‘ NH \TI;[O ‘ NH;

Cresyl violet

Nile Red Nile Blue
Ao/Aem = 554/638 nm A /A, = 626/668 nm A/Aem = 602/623 nm
¢r = 0,38 (EtOH) dr= 0,27 (MeOH) or= 0,56 (EtOH)

Figure 27 : Structures et propriétés du Nile Red, du Nile Blue et du Cresyl violet (Jose, J. and Burgess, K.
Tetrahedron 2006)**
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D. Les xanthénes

Par extension, on appelle xanthénes tous les dérivés substitués du 9H-xanthene. Ils forment une
classe trés étudiée de fluorophores car ils possédent de bonnes propriétés photophysiques. Leur
syntheése est également relativement simple : condensation de 1’anhydride phtalique avec des dérivés
de la résorcine ou du 3-aminophénol. Cette famille comprend notamment la fluorescéine et la classe

des rhodamines.

i. La fluorescéine

La présence du carbone spyranique dans la structure de ce dérivé conduit a plusieurs formes

interchangeables par 1’équilibre spyro-énolique et protonations / déprotonations (figure 28).

HO. O OH O | XN (0] (0] HO
-H* NS - H*
O (6] + H* (0] + H*
0 T %

pH<5 5>pH>6,4 pH > 6,4

Non fluorescen ;=37 % ;=95 %

Figure 28 : Les différentes formes de la fluorescéine en fonction du pH

La structure et les propriétés de la fluorescéine vont donc dépendre du pH. Le rendement quantique
de fluorescence sera maximal (95 %) en milieu basique (pH = 9), avec un maximum d’absorption a

490 nm et un maximum d’émission a 514 nm.

Ce composé trouve des applications dans de nombreux domaines, en particulier I’imagerie optique.
Il a largement ét¢ utilis¢ dans le domaine biomédical, notamment pour les angiographies de 1’ceil.
Cependant il est aujourd’hui fréquemment remplacé par d’autres fluorophores pour des raisons de
toxicité. Il reste encore utilisé dans le domaine de la recherche, et notamment son dérivé réactif la
FITC (Fluorescéine IsoThioCyanate). Ce fluorophore est cependant peu photostable, trés fluorescent
en milieu basique seulement, et présente un domaine d’absorption et d’émission peu adapté pour

I’imagerie en profondeur.

jii. Les rhodamines

Les rhodamines posseédent un motif de base similaire a la fluorescéine, mais la substitution des
oxygenes phénoliques par des azotes conduit a des composés ayant des longueurs d’onde
d’absorption et d’émission plus grandes ainsi qu’une meilleure photostabilité. Il existe beaucoup de

rhodamines commerciales, dont voici quelques exemples parmi les plus courants (fableau 8) :
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R, R, R, Ak, &(mol'L.cm") OF

RhB Et Et H  543/565 106000 0,7
Rh6G Et Et Et 530/552 116000 0,94
Rh123 H H Et 512/530 85200 0,9

Tableau 8 : Structures et propriétés de fluorescence de quelques rhodamines commerciales dans [’éthanol
(Rh = Rhodamine)

De nombreuses études visent a modifier la structure des rhodamines pour introduire des
groupements conduisant & un décalage des
longueurs d’onde d’absorption et d’émission
vers la fenétre du proche infrarouge. Ainsi, il
est possible d’obtenir une absorption autour
de 600 nm tout en conservant une bonne

valeur de rendement quantique de

fl . O t le citer 1
voreseence. ML pedl pat excmiple ctiet 1 Alexa Fluor®594 — ester succinimidylique

£ =92000 mol.L.cm™
Ao/ Ao = 590/617 nm / g = 0,66

thodamine 101, le Texas Red® ou encore
I’Alexa Fluor®594 (figure 29). Des études
visent également a disymériser la molécule
pour introduire plus aisément les fonctions Figure 29 : Structure et propriétés de ’ester

‘ o activité de I’Alexa Fluor®594
d’intérét (fonction de conjugaison).”

E. Les BODIPY"®

Les dérivés du 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diazaindacéne, plus communément appelés BODIPY®
(pour BOroDIPYrrométhéne - marque déposée par Invitrogen) constituent une classe de
fluorophores tres attractive dans de nombreux domaines, dont I’imagerie médicale. Les dérivés les
plus connus dans le domaine du marquage de biomolécules sont le BODIPY®-FL et le BODIPY™-
TR, dont les analogues possédant une fonction de conjugaison (ester de NHS) sont commercialisés
par Life Technologies (figure 30).

Leur utilisation en imagerie optique in vivo treste cependant limitée a un domaine
d’absorption/émission en dessous de la fenétre du proche infrarouge. De plus, ils souffrent d’une
faible solubilité en milieu physiologique. Mais des modifications chimiques permettent de pallier ce
probléme, comme ’ont montré plusieurs groupes de recherche, en étendant la conjugaison (Keio
Fluor, BODIPY-styryles, BODIPY-thiophénes) et en introduisant des groupements ammonium ou

sulfonate pour augmenter 1’hydrosolubilité.*
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BODIPY®FL - ester succinimidylique BODIPY®TR - ester succinimidylique
(h/hon=505/511 nm ; ¢ = 0,94) (h/hon = 550/576 nm; ¢ = 0,9)

Figure 30 : Structures et propriétés de deux dérivés BODIPY® commerciaux

F. Les cyanines

Les cyanines sont des fluorophores formés de deux groupements hétérocycliques (indole,
quinoléine, benzothiazole) reliés par un pont polyméthene (tableau 9). La taille de ce pont permet de
moduler les longueurs d’onde d’absorption et d’émission, ce qui permet d’atteindre treés facilement
le domaine du proche infrarouge. La plupart des fluorophores proche infrarouge commerciaux sont
donc des cyanines (CyDyes, IRDyes,...), car elles sont facilement synthétisables et possédent de

bonnes propriétés, notamment un domaine d’absorption et d’émission adapté pour 1’imagerie en

profondeur.
n Xﬂ/kmn(nnl) ¢F
C)[?)® 1 550/570 0,15
C)[S® 2 650/670 0,28
SOsNa Ccy?® 3 743/767 0,28

Tableau 9 : Structures et propriétés de quelques CyDyes"™ commercialisées par GE Healtcare (généralement,
R, = alkyl (Me, Et) et R, = fonction de greffage ((CH,),CO-NHS)

Le vert d’indocyanine (IndoCyanine Grenn, ICG) est le seul fluorophore proche infrarouge
possédant une autorisation de mise sur le marché (AMM), et c’est donc le seul utilisé en imagerie

médicale in vivo sur ’homme (figure 31).

A T
+

Yol

NaO3S SO;Na

CO T r QO D/ ey (n) = 795/813

or = 0,027 % (H,0)

Figure 31 : Structure et propriété optique du vert d’indocyanine (ICG)
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L’inconvénient majeur des cyanines réside dans leur faible stabilité, notamment en milieu acide. La
rigidification de I’espaceur polyméthine en utilisant un espaceur de type cyclopenténe ou
cyclohexéne permet cependant de limiter ce probléme, et également de réduire le phénomene de

photoblanchiment.”’

G. Les phtalocyanines

Les phtalocyanines sont des dérivés porphyriniques composés de quatre unités isoindoles reliées par
quatre ponts azaméthines. Ce sont des fluorophores connus pour leur grande stabilité chimique et
photochimique, ainsi que pour leur coefficient d’extinction molaire élevé. De plus, ils présentent une
fluorescence dans la fenétre du proche infrarouge. Une présentation plus détaillée des

phtalocyanines sera faite dans la section appropriée.

Les seules phtalocyanines commerciales dédiées a I’imagerie optique sont I’'IRDye700DX"
(LiCOR) et La Jolla Blue® (Hyperion Inc.) (figure 32). Ce sont des phtalocyanines de silicium
hydrosolubilisées grace a la présence de substituants sur le centre métalloidique, et possédant une
fonctionnalit¢ (R-NHS ou COOH) sur l'un des groupements aromatiques permettant la

bioconjugaison.

R1.Re =H 0 o ° IRD ®
ye700DX" - ester
Rs=" ‘O/\/\OXN/\/\)J\OD C e
H 0 succinimidylique
SOzNa
Ae/Aern (NM) = 689/700
X= }Si/\/\/'j/\/\S%Na (tn)
LS%_ or=0,14 % (PBS)
R1Y R2 = COOH
R =H La Jolla Blue®
\/ H o H JOL
X2 SN 0O 0 A/, (nm) = 680/700
O
n=10-100

Figure 32 : Structures et propriétés de l’ester activé de I'IRDye700DX” et de La Jolla Blue®

Compte tenu de leur grande surface aromatique plane, les phtalocyanines ont une forte tendance a
s’agréger par interaction cofaciale. Ceci est limité dans le cas de I'IRDye700DX" ou de La Jolla
Blue® grace a introduction des groupements apicaux sur le silicium, perpendiculaires au plan du
cceur aromatique, qui créent une géne stérique minimisant le phénomene d’agrégation. De plus, il est

relativement difficile d’introduire sélectivement un groupement permettant la conjugaison.
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111.3.3. Exemples d’agents d’imagerie optique

111.3.3.1. Exemples d’agents fluorescents activables

Les fluorophores organiques sont des sujets de choix pour la mise au point de sondes intelligentes,
c’est pourquoi il existe de nombreux exemples de fluorophores activables pour I’imagerie
optique.”™™ En effet, leur fluorescence et leur gamme d’absorption/émission peuvent facilement étre
modulées par des phénomenes de transfert d’énergie. Dans beaucoup de cas, ce transfert a lieu entre
un groupement donneur d’énergie présent sur la molécule et le centre fluorogénique. La
modification de ce groupement donneur (annulation ou modification du caractére donneur) conduit
aux changements photophysiques.”*"

Trois types de mécanisme de transfert d’énergie principaux peuvent entrer en jeu dans 1’activation

de sondes fluorescentes :

e Le transfert d’électrons photo-induit (Photo-induced Electron Transfer, PeT)
e Le transfert de charge interne (Internal Charge Transfer, ICT)

e Le transfert d’énergie de résonance de type Forster (Forster Resonance Energy Transfer,

FRET).

Dans beaucoup de cas, les sondes modulables par effet de pH présentent un ou des groupements

amine protonables (figure 33 - gauche).

H+
R.I.R
N
pH < pKaA pH > pKaA :
OFF ON :

Figure 33 : Principe des sondes a pH (gauche) et deux exemples (droite) (Myochin, T. et al. J. Am. Chem.
Soc. 2011)*° (Zhan, X. et al. Mol. Pharmaceutics 2013)”"

Cette amine peut étre conjuguée au centre aromatique fluorescent, comme dans le cas de la cyanine
présentée sur la figure 33 - centre: le transfert d’énergie se fait alors majoritairement par les
liaisons.” Dans le cas ou le site donneur n’est pas conjugué, comme pour le dérivé de type aza-
BODIPY (figure 33 — droite), le transfert entre les azotes et le cceur indaceéne a lieu a travers
’espace.” D’autres types de fonctions peuvent étre utilisés, comme par exemple les groupements

phénol dont la déprotonation engendre I’état photoactif.”
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Le phénomene de FRET peut étre utilisé pour visualiser une expression enzymatique comme c’est le
cas de I’exemple décrit par Li et al. (schéma 6). Le fluorophore (Cy5.5) est lié a un extincteur
(« quencher ») de fluorescence, ici un dérivé rhodamine (QSY"21, GE Healtcare), via un espaceur
contenant une séquence d’acide aminé (KGPGN) sensible a 1’activité d’une protéine d’activation
fibroblastique (Fibroblast Activation Protein alpha, FAPa). Lorsque les deux chromophores sont
liés, le phénomeéne de FRET annule la fluorescence (OFF). Mais lors de la coupure de 1’espaceur
peptidique par I’enzyme, la fluorescence de la cyanine est retrouvée (ON).”

Ce systéme a pu étre étudié pour la visualisation de tumeurs in vivo (souris), la FAP étant une
glycoprotéine sélectivement exprimée par les fibroblastes tumoraux entrant en jeu dans la croissance

et dans 1’invasion tumorale.

QSY21 =

O
Ac-Lys —Gly —Pro—~Gly —Pro—Asn-Gln —(Ilys—q

oNH2 S, NH,

Schéma 6 : Schéma et composants de la paire FRET développée par Li et al. et réaction avec la FAPo. (Li, J.
et al. Bioconjugate Chem. 2012)”

111.3.3.2. Exemples d’agents fluorescents vectorisés

Pour que les fluorophores délivrent des informations utiles a I’imagerie moléculaire, ils sont souvent
vectorisés par des biomolécules. Par exemple, la fluorescéine a pu étre récemment associée a I’acide

folique (figure 34) pour I’imagerie intraopératoire sur I’homme dans le cas de tumeur ovarienne.”
HO_~ O 0
| = /
o H ‘ COONa
NN
~ N N__NH
NTSNTON MN/\/ g
H
o S

COONa

Figure 34 : Fluorescéine vectorisée par un acide folique (van Dam, G. M. et al. Nat. Med. 2011)*
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L’association avec des petites biomolécules neutres, comme par exemples les sucres, permet quant a

elle de favoriser la localisation dans les membranes cellulaires.”

Le marquage de peptides avec des sondes fluorescentes a également été exploré avec différents
types de fluorophores, principalement des cyanines, et différents vecteurs peptidiques. On retrouve
notamment des exemples avec le cyclo-RGD,”* ou des analogues de la somatostatine, comme cette

cyanine (Cy7) vectorisée par I’octréotide (figure 35).”

|
~(d-Phe)-Cys-Phe-(d-Trp)-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

Figure 35 : Octréotide marqué par une cyanine (Achilefu, S. J. Med. Chem. 2002)”

Comme pour les agents scintigraphiques, les anticorps se sont également révélés étre de bons
vecteurs dans le cas des sondes fluorescentes. Le groupe de P. van Driel a pu montrer 1’efficacité de
I’imagerie de fluorescence intraopératoire pour la résection de tumeurs sur petit animal en associant
I’IRDye800CW (Cy7 rigidifi¢) avec un fragment d’anticorps (nanobody) ciblant les récepteurs de

facteurs de croissance épidermiens (EGFR).”

Les quantum dots peuvent également étre vectorisés par des anticorps, des oligonucléotides ou des

petites molécules pour I’imagerie moléculaire in vivo.”
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Partie IV : L’approche multimodale

IV.1. Intéréts et principes d’association en imagerie multimodale

La combinaison de deux techniques d’imagerie a pour objectif de pallier les limites intrinséques
d’une premiére par association avec une deuxiéme complémentaire, et vice-versa. En recoupant les
données issues de chaque modalité, on obtient des informations plus précises et donc un diagnostic
plus efficace. Paradoxalement, les techniques d’imagerie ayant la meilleure résolution (CT, IRM,...)
ont une faible sensibilité, tandis que celles ayant une bonne sensibilit¢ (TEP, TEMP, 10,...)
souffrent d’une faible résolution. De ce constat, il apparait que 1’association de deux de ces
techniques, soit 1’association d’une imagerie structurale avec une imagerie fonctionnelle, permet
d’obtenir des informations d’ordre anatomique et fonctionnel de maniére simultanée. Parfois,
I’association de deux imageries fonctionnelles peut ¢galement permettre de renforcer la véracité du
diagnostic, d’augmenter la qualit¢ d’image ou de réaliser un suivi précis d’une action

thérapeutique.*'*

IV.2. Quelques associations possibles

L’exemple d’association le plus représentatif et le plus utilisé reste la combinaison des imageries
scintigraphiques avec la tomodensitométrie (PET/CT et SPECT/CT). Dans ce cas, seule I’imagerie
radioactive nécessite un agent d’imagerie, qui va délivrer I’information moléculaire, comme la
localisation d’une tumeur. Cependant, cette information se doit d’étre replacée d’un point de vue

anatomique grace au CT-scan. La superposition des deux images permet ainsi d’observer la zone
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tumorale et sa localisation anatomique (figure 36).

Figure 36 : Tomodensitométrie (gauche), PET-scan (centre) et superposition des deux images (droite)
(Marti-Bonmati, L. et al. Contrast Media Mol. Imaging 2010)""
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Aujourd’hui, les appareils de TEP utilisés en routine dans les hopitaux combinent systématiquement
les caméras scintigraphiques avec un systéme tomodensitométrique.

Avec le développement plus récent de 1’imagerie moléculaire, la recherche actuelle s’oriente
toujours vers ce méme objectif, mais en mettant a profit les nouvelles techniques d’imagerie plus
performantes. Ainsi, les associations des scintigraphies avec I’imagerie de résonnance magnétique
(TEP/MRI ou SPECT/MRI) sont énormément étudiées, I'IRM conduisant généralement a de
meilleures informations anatomiques que le CT. De plus, certaines techniques plus récentes d’IRM
permettent d’obtenir des informations d’ordre moléculaire. Ainsi, cette association peut conduire
d’une part & une combinaison d’image anatomique et fonctionnelle, mais également a une
combinaison de deux données moléculaires. Dans le cas du cancer par exemple, il est possible de
détecter a la fois I’hypoxie grice a un agent TEP comme le ["*F]-FLT, et de maniére

complémentaire de suivre le degré d’oxygénation par BOLD-IRM.'”

De méme, les approches associant deux techniques d’imagerie fonctionnelle, comme la TEP avec
I’imagerie optique, présentent un fort potentiel aussi bien dans la recherche que pour des
applications du domaine clinique, notamment pour la chirurgie assistée par imagerie. Cette
bimodalité combine en effet des informations a plusieurs stades de la chirurgie : la scintigraphie
permet la localisation (corps entier) de la tumeur tandis que I’imagerie optique va aider le chirurgien
pour la résection de la tumeur (FRI) puis pour I’étude des tissus excisés (IVM). Cette approche
combine les avantages de chaque technique : 1’agent scintigraphique délivre une information de
faible résolution temporelle (die a la désintégration radioactive) mais avec une pénétrabilité sans
limite, tandis que la sonde fluorescente peut étre suivie a plus long terme, mais souffre d’une faible
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pénétrabilité (< 1 cm).™ Des études récentes ont pu montrer tout ’intérét de cette approche sur le

petit animal et sur ’homme.'"*

La combinaison de I’IRM et de I’optique est également trés étudiée. Cette bimodalité présente une
synergie similaire au cas de 1’association de 1'lO avec les scintigraphies. Elle allie la haute
résolution spatiale de I’IRM a la bonne résolution temporelle de 1’imagerie optique. A titre
d’exemple, la localisation de la tumeur peut étre réalisée par IRM, puis sa résection a 1’aide de
I’imagerie optique. Au contraire de I’approche OI/TEP-TEMP, le probléme potentiel d’exposition

du patient et du chirurgien a la radioactivité est avantageusement éliminé.

D’autres combinaisons sont également possibles, comme [1’association de I'IRM avec la
tomodensitométrie. D’autre part, avec le développement des nouvelles et nombreuses imageries
(PAI, SERS, US) de multiples bimodalités sont envisageables et sont pour certaines en cours

d’étude (PAI/MRI, US/MRI, SERS/MRL,...)."*
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IV.3. Mise au point d’un agent multimodal pour I'imagerie

L’approche la plus simple envisagée pour réaliser des images dans deux modalités distinctes sur un
méme sujet d’étude consiste a lui injecter un mélange de deux agents, chacun respectivement actif
dans une technique d’imagerie mais possédant une méme cible biologique. Cette approche, nommée
« approche cocktail », souffre cependant de nombreux problémes, notamment d’une différence de
distribution des deux agents. C’est pourquoi les chercheurs se tournent maintenant vers I’association
des deux sondes sur un vecteur commun afin d’obtenir un agent tracable actif dans les deux

modalités.

D’autre part, les différentes techniques d’imagerie ne présentant pas toujours la méme sensibilité,
elles doivent donc étre associées de manicre stratégique afin de pallier ce probléme. C’est par
exemple le cas de 'IRM (107-10° mol.L") qui est bien moins sensible que la TEP (10"'-10"
mol.L™).

IV.3.1. Les différentes approches

Il existe trois types d’approches pour la mise au point d’un agent d’imagerie bimodal : « le dual

labelling », I’approche moléculaire et 1’utilisation de nano-objets (figure 37) :

« Dual-labelling » Approche MSAP Approches Nano-objet
= — VecteurA o EspaceurA ParticuleA
Q Sonde 1A g::} Sonde 24 biologiqueA chimiqueA inerteA

Figure 37 : Les différentes approches pour la mise au point d’'un agent bimodal

* Le « dual-labelling » consiste a marquer consécutivement une biomolécule avec deux
sondes distinctes. Cette approche est principalement utilisée dans le cas des anticorps. Elle pose
cependant parfois des problémes de perte de fluorescence (quenching) compte tenu de la proximité
de la sonde avec les motifs désactivants de 1’anticorps. De plus, il est difficile d’obtenir un
marquage homogene et ainsi de connaitre parfaitement le ratio entre chaque sonde imageante. Mais

c’est une technique pouvant étre réalisée rapidement et a partir d’agents commerciaux.
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s L’approche MSAP, (Multifunctionnal Single Point Attachement) consiste a lier les deux
entités imageantes et la biomolécule a un méme espaceur moléculaire. Dans ce cas, on parle
généralement de MOMIA (MOnomolecular Multimodal Imaging Agent). Elle permet de connaitre
précisement le ratio entre les deux sondes imageantes. Ce type d’approche sera préférentiel pour
I’association de deux techniques de sensibilit¢ comparables (ex: 10 et scintigraphies). Elle
nécessite cependant un important travail de chimie pour mettre au point la sonde bimodale

possédant une fonction de greffage.

s Les nanoparticules, nanotubes, liposomes, et autres objets de grande taille, sont des
plateformes de choix pour la mise au point d’agents multimodaux. IlIs permettent en effet de
remedier au probléme de sensibilité inégale, car le ratio entre les sondes de chacune des techniques

concernées peut étre modulable, tout en garantissant une méme biodistribution.
IV.4. Exemples d’agents multimodaux

Il existe de nombreux exemples d’association de sondes pour I’imagerie afin d’obtenir des agents de
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contraste multimodaux et/ou théranostiques. Quelques-uns, associant diverses modalités, sont

décrits dans ce paragraphe.

Les agents associant des sondes IRM et scintigraphiques peuvent étre monomoléculaires'”’ ou
particulaires.'”’™'”® Notons que ’approche nano-objet permet d’ajuster au mieux le ratio entre les
deux techniques.'” L ’exemple ci-dessous combine les deux techniques en utilisant un liposome, sur
lequel les auteurs ont introduit un complexe linéaire de gadolinium actif en IRM (Gd-DTPA) et de

I’iode-124 pour la TEP (figure 38).

Soom PC
& "%s%w §$§ }é, ~ e Cholestérol
O /7
vc:x«‘s i g&

b e :d; me: mPED2000-DSPE
o W g:

"
%;;;% §§%§% & [MI]-HIB

Ses Gd-DTPA-DPPE

Figure 38 : Liposome multimodal développé par Kim et al. (PC, DSPE et DPPE sont des phospholipides,
HIB une chaine grasse) (Kim, J. et al. ACS Med. Chem. Lett. 2014)""°
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Notons que ce systeéme présente également une modalité supplémentaire de type imagerie optique,
car les auteurs ont montré la possibilité de suivre le liposome in vivo par imagerie Cherenkov (CLI),

grace a I’émission B’ de I’iode-124.

Le cas de ’association de 1’imagerie optique avec une technique scintigraphique a également été
exploré a plusieurs reprises et selon différentes approches.'" Plusieurs exemples de « dual-
labelling » d’anticorps se sont montrés efficaces pour visualiser des tumeurs sur le petit animal.''> Le
méme principe peut également étre utilisé dans le cas des peptides.'” La sonde est introduite a 1’une
des extrémités de la chalne d’aminoacides tandis que 1’agent chélatant, apte a incorporer le
radiométal, est introduit sur ’autre extrémité. Cette méthode n’est possible que si les deux acides
aminés terminaux ne sont pas impliqués dans 1’affinit¢é du vecteur pour sa cible. Dans le cas

contraire, il est préférable d’utiliser la technique dite MSAP.

La mise au point, via un espaceur, d’'une sonde contenant un fragment fluorescent et un agent
chélatant s’est montrée souvent avantageuse. Plusieurs sondes multimodales récentes contenant a la
fois les deux sources imageantes et une fonction de greffage ont pu étre répertoriées dans la
littérature.''"™'"* Certaines ont ensuite été couplées a un anticorps ou un peptide, et étudiées pour
’imagerie in vivo.'"” Par exemple, Azhdarinia et al. ont pu préparer selon cette méthode un MOMIA
constitué¢ d’un peptide (HWGF), d’une entité chélatante de type DOTA pour introduire du gallium-
68 et d’une sonde fluorescente de type cyanine (IRDye800CW) (figure 39)."'

(0]
o a4 H 0 IRDye 800CW  SOsH
L

HWGF (Peptide) o] \—NVJ DOTA-8Ga

Figure 39 : Exemple de MOMIA pour [’imagerie bimodale IO/TEP (Azhdarinia, A. et al. Bioorg. Med. Chem.
2011)""°

Dans ce cas, I’espaceur utilisé est une lysine.''® Le systéme a permis de visualiser I’expression des

métalloprotéinases MMP-2 in vivo par les deux techniques (10 et TEP).
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La bimodalit¢ IRM/IO étant également trés étudiée, il existe de nombreuses sondes associant une

entité fluorescente avec un agent paramagnétique. L’agent peut étre de type MOMIA ou basé sur
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I’approche nano-objet.” ' Le schéma 7 présente un agent moléculaire IRM/IO, composé d’un chélate

cyclique de gadolinium et d’une rthodamine liés covalentement par un pont éthyléne diamine.'"

Monomodal (IRM) Bimodal (IRM/IO)

Schéma 7 : Exemple d’un systéme bimodal IRM/IO pH-activable (Rivas, C. et al. Inorg. Chem. 2013)""®

Ce systeme est ¢galement une sonde intelligente car la fluorescence de la rhodamine est activable
sous ’action des protons du milieu, le phénomene étant réversible. Il a pu étre utilisé pour localiser
une tumeur par IRM (souris), et la microscopie cellulaire (confocale) a également permis de

visualiser la sonde dans les mitochondries.

Comme dans le cas des bimodalités IRM/TEP ou IRM/TEMP, I’utilisation de liposomes
fonctionnalisés s’est montrée une méthode de choix pour ajuster les sensibilités de I’'IRM et de
I’imagerie optique. Nakamura et al. ont de cette maniére pu développer une sonde liposomiale active
en IRM et en IO via I’introduction d’un complexe de gadolinium et d’une cyanine, respectivement
(figure 40)."” Le systéme présente d’une part des chaines PEG qui vont augmenter sa furtivité et
ainsi son temps de résidence dans le corps, mais également un vecteur biologique, le folate, qui va
permettre la distribution effective du systéme. Les études sur des cellules surexprimant les

récepteurs de 1’acide folique ont pu montrer 1’effet bénéfique de la présence du vecteur biologique.

Dans le méme objectif, I’équipe de X. Chen a pu développer une nanoparticule d’oxyde de fer active
en IRM, et fonctionnalisée en surface par une cyanine, qui joue le role de sonde optique (figure
41)." De part la présence de complexes de cuivre-64, la particule est également tracable en
imagerie TEP. De plus, sa surface a été¢ fonctionnalisée par la dopamine afin de permettre
d’encapsuler la particule dans une matrice de HSA (Human Serum Albumin), qui est utilisée en

milieu clinique pour le transport de médicaments.
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Figure 40 : Exemple d’un liposome multimodal possédant un chélate de gadolinium (Gd-DTPA), un
fluorophore (Cy7) et une fonction biovectrice (folate) (DSPE est un phospholipide, BSA et une chaine grasse)
(Nakamura, T. et al. Biol. Pharm. Bull. 2014)""”’

Dopamine
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Figure 41 : Exemple d’une nanoparticule d’oxyde de fer trimodale (IRM/TEP/IO) (Xie, J. et al. Biomaterials
2010)"

IV.5. Approche théranostique : intérét et principe

Au méme titre que l’imagerie multimodale, 1’approche théranostique connait depuis plusieurs
années un intérét croissant. La localisation par imagerie (scintigraphie par exemple) de la zone
tumorale permet par exemple de réaliser une radiothérapie externe ou bien de la photothérapie
ciblée. D’autre part, 1’association covalente d’un agent thérapeutique de radiothérapie ou
chimiothérapie avec une entité imageante permet de vérifier la bonne distribution de I’agent, puis a

plus long terme de confirmer I’action thérapeutique (agent compagnon).*''

Une approche plus récente consiste a utiliser des systémes capables de relarguer des médicaments
par stimulation externe.”'** Par exemple, les microbulles vectorisées encapsulant un principe actif
sont tracables en échographie moléculaire, puis une action externe permet ensuite de détruire les

microbulles pour libérer I’agent thérapeutique.'*
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Dans ce domaine, I’imagerie Cherenkov est également avantageuse car elle permet de suivre
certains agents radiothérapeutiques, comme ’yttrium-90, afin de connaitre leur biodistribution. De
méme, les agents photothérapeutiques actifs en PDT peuvent étre suivis par imagerie de

fluorescence, comme c’est le cas pour les porphyrines et les phtalocyanines.
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Comme nous avons pu le voir dans D’introduction, 1’imagerie moléculaire est un secteur
d’importance aussi bien pour la recherche préclinique que pour une application directe en milieu
clinique. Elle met en ceuvre des techniques telles que ’IRM fonctionnelle, I’imagerie nucléaire ou
I’imagerie optique, qui peuvent étre utilisées séparément (approche monomodale) ou de manicre
associative (approche bimodale) afin d’obtenir des informations inédites d’ordre fonctionnel. De
nouvelles techniques sont également développées afin d’améliorer les techniques existantes ou

d’ouvrir le champ d’applications potentiel, comme c’est le cas de I’imagerie Cherenkov.

Chacune de ces techniques se base sur 1’utilisation d’agents de contraste ou d’agents d’imagerie,
constitués d’une sonde responsable du signal qui peut étre associée avec un vecteur biologique.
Dans le cas de I’imagerie optique, une multitude d’agents fluorescents a été préparée et développée
par la communauté scientifique. Cependant, rares sont les fluorophores respectant tous les critéres
pour concevoir une sonde parfaite. Généralement, un compromis entre brillance, domaines
d’absorption et d’émission, solubilité, stabilité, et autres criteres, doit étre envisagé. C’est pourquoi
seuls quelques uns sont concrétement utilisés pour 1’application concernée. Il existe ainsi un besoin
croissant de nouveaux agents possédant des propriétés appréciables pour I’imagerie optique. C’est
dans ce contexte que les chimistes interviennent, afin d’étudier et développer de nouvelles sondes
fluorescentes qui possédent les propriétés adéquates permettant d’envisager un intérét en imagerie

optique, voir en imagerie multimodale.

Au sein de I’institut (ICMUB), plusieurs équipes de recherche se sont intéressées a la mise au point
d’outils chimiques pour la conception d’agents imageants, notamment a travers les projets de
recherche menés dans le cadre de la convention 3MIM (Marquage de Molécules par des Métaux
pour I'Imagerie Médicale) et du GIE Pharmimage”®. Pour notre part, nous avons choisi d’étudier le
potentiel d’utilisation de certaines familles de fluorophores dans le domaine de I’imagerie de
fluorescence. Nous avons notamment cherché a savoir s’il était possible de préparer des sondes
respectant au mieux le cahier des charges établi. Cela nécessite d’évaluer si d’un point de vue
synthétique, de leurs propriétés chimiques ou encore photophysiques, elles peuvent prétendre
trouver un intérét dans ce domaine. Pour cela, différents critéres ont été étudiés, comme par exemple
la possibilité d’introduire des fonctions d’intérét pour 1’association avec un vecteur biologique

(bioconjugaison) ou une sonde supplémentaire (systeéme bimodal).
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A partir d’un précurseur commun qui est le 1,2-dicyanobenzéne (ou phtalonitrile), il est possible
d’obtenir trois familles de dérivés aromatiques, comprenant deux, trois ou quatre unités imino-
isoindoliques : les phtalocyanines et deux de ses homologues de taille réduite, les subphtalocyanines

et les dérivés étendus des BODIPY que I’on nommera BenzoFused-AzaBODIPY (BFA-BODIPY)

(schéma 8).
CL,

/ Phtalomtrlle \ @ \@
\ / / \
—\ X
BenzoFused-azaBODIPY 4

(BFA-BODIPY)
Phtalocyanine (Pc)

SubPhtalocyanine (SubPc)

Schéma 8 : Les trois classes de fluorophores obtenues a partir d’un précurseur commun : le phtalonitrile

Les composés de ces trois familles possédent des propriétés de fluorescence qui ont suscité notre
intérét afin d’étudier leur potentiel d’utilisation en imagerie optique. Bien que les phtalocyanines
aient déja été utilisées dans cet objectif, les exemples restent rares en comparaison du potentiel de
cette famille de fluorophores. Dans les cas des subphtalocyanines et des BFA-BODIPY, ils n’ont
quant a eux jamais été étudiés dans ce but. Il est donc primordial de déterminer s’ils sont accessibles
d’un point de vue synthétique et s’ils possédent des propriétés satisfaisantes, en considération du

cahier des charges propre aux fluorophores organiques appliqués a I’imagerie optique.

Nous avons donc cherché a préparer les représentants les plus simples de chaque famille, a partir
desquels nous avons pu comparer les propriétés et les intéréts de chacune. Nous verrons que les
catégories des subphtalocyanines et des phtalocyanines de zinc ont été retenues, tandis que les
dérivés BODIPY et les autres dérivés métalliques des phtalocyanines n’ont pas été sélectionnés pour
la suite des recherches. Par la suite, nous avons cherché a vérifier la possibilit¢ d’introduire des
groupements chimiques permettant la biovectorisation, 1’hydrosolubilisation, ’activation de la

fluorescence (via une fonction désactivante) ou encore la chélation d’un métal d’intérét médical

(figure 42).
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Figure 42 : Objectifs synthétiques du premier chapitre

Les composés seront également étudiés en terme de propriétés chimiques, photophysiques ou encore
imageantes. Nous verrons que ces objectifs nécessitent parfois I’étude plus fondamentale du
fluorophore afin de chercher a comprendre ce qui régit son comportement et ainsi améliorer son

accessibilité ou ses propriétés.

Par la suite nous avons cherché a déterminer si les subphtalocyanines et phtalocyanines
fonctionnelles préparées permettaient de mettre au point des agents d’imagerie mono- ou
multimodaux. Dans ce contexte, nous avons associer des subphtalocyanines avec un vecteur
biologique, un peptide. Puis une stratégie utilisant les liposomes pour encapsuler la sonde a ensuite
été¢ étudiée afin de tirer parti des avantages de cette méthode (figure 43). Nous avons également

examiné la possibilité de réaliser de I’imagerie cellulaire avec les sondes préparées.

5/ ) - %‘
PeptideA SubPcA f;% f?%g ! M

LiposomeA

Figure 43 : Association d’une subphtalocyanine avec un peptide et encapsulation dans un liposome

Dans le cas des phtalocyanines, nous avons évalué la possibilité d’associer ce fluorophore avec des
nanoparticules d’oxyde de fer paramagnétiques (Ultra Small SuperParamagnetic Iron Oxyde,
USPIO) afin d’obtenir une sonde bimodale IRM/IO. Nous avons également cherché a associer les

phtalocyanines a un transporteur inorganique et radiosensibilisateur, les nanotubes d’oxyde de titane
(TiONts) (figure 44).
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_ TiONtsA
USPIOA

Figure 44 : Association d’une phtalocyanine de zinc avec un USPIO ou un nanotube d’oxyde de titane

Le dernier axe de recherche de ce travail de thése est centré sur des études autour d’une imagerie
optique particuliére, I’imagerie Cherenkov. Comme mentionné précédemment, 1’utilisation de la
luminescence Cherenkov pour I’imagerie médicale s’est récemment montrée prometteuse. Dans ce
contexte, il a été démontré que les composés fluorescents, capables de capter les photons Cherenkov
pour les retransmettre sous forme de fluorescence (phénomene de CRET), pouvaient avoir un apport
bénéfique et conduire & de nouvelles approches plus abouties. A ce jour, ce phénoméne n’a
cependant pas été étudié en détail et nous nous sommes donc intéressés a rationnaliser certains
paramétres ayant une influence sur I’efficacité du transfert. Notre objectif principal consiste a
¢tudier le phénomeéne de CRET entre différents radioéléments et fluorophores organiques,

notamment afin d’augmenter le signal lumineux émis a une longueur d’onde choisie pour améliorer

la pénétrabilité du CLI (figure 45 - gauche).

CRET CRET FRET

N 7 /\f\&/

»
Emetteur "" _____ * “:‘ ’

TcherenkovA FluorophoreA Fluorophores. »

Figure 45 : lllustrations des phénomeénes de CRET (gauche) et de CRET-FRET (droite)

Suite a cela, nous avons exploré la possibilité de mettre au point une sonde Cherenkov associant le
radioélément et le fluorophore, en considération des résultats paramétriques obtenus. Pour finir,
nous avons également étudié la possibilité de transférer les photons du radioélément dans la fenétre
du proche infrarouge en se basant sur une cascade de transfert d’énergie de type CRET-FRET

(figure 45 - droite).

Cette these s’articule donc autour de trois chapitres. Le premier est consacré a 1’étude synthétique
des familles de sondes fluorescentes choisies et 1’étude de leurs propriétés. Dans le deuxiéme
chapitre, les approches de bioconjugaison et d’association avec des nano-objets seront discutées.
Pour finir, le troisieme chapitre portera sur I’étude du transfert de I’émission Cherenkov vers des

fluorophores organiques classiquement utilisés en imagerie optique.
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CHAPITRE | : SYNTHESE ET ETUDE DE SUBPHTALOCYANINES ET PHTALOCYANINES
FONCTIONNELLES POUR UNE APPLICATION EN IMAGERIE OPTIQUE

Partie | : Introduction sur les dérivés poly-isoindoliques

Dans un premier temps, ce chapitre expose de I’état de I’art concernant les trois fluorophores
obtenus a partir du phtalonitrile, a travers leur découverte, leur synthése, leurs propriétés et leurs
applications. Un intérét particulier sera porté sur leur utilisation dans le domaine médical, pour

I’imagerie optique ou la photochimiothérapie.
I.1. Les phtalocyanines

Les phtalocyanines, analogues des porphyrines de taille et d’aromaticité supérieures, sont connues
depuis plus de cent ans par la communauté scientifique. Elles ont été étudiées et caractérisées par
Linstead et al. dans les années trente, et ces composés se sont révélés de puissants chromophores.'**
Elles furent donc tout d’abord abondamment utilisées comme pigments bleus (phtalocyanine de
cuivre et base libre, PB15 et PB16) et verts (phtalocyanine de cuivre polychlorée et polybromée,
PBPG7 et PG36) dans les industries du textile et du papier, compte tenu de leur haute stabilité
chimique, photochimique et thermique. La cavité centrale d’une phtalocyanine est capable de piéger
de nombreux métaux de degrés d’oxydation variables, qui peuvent permettre I’introduction de
ligands apicaux dans le cas ou leur degré d’oxydation est supérieur a 2. La modification des unités
aromatiques en position alpha ou beta permet d’introduire des groupements dits périphériques
(figure 46).'”

R, = Substituants alpha ) )
) Groupements périphériques
R, = Substituants beta

= Ligands apicaux

M =H,
Li (D)
Cu, Zn, Ni, Cd, Hg, Pb, Ge, Au (II)
Al Fe, In, Ga, Co, Au (IIT)
Si, Sn, Ti (IV)

Figure 46 : Structure générale d’une phtalocyanine : substituants périphériques, métaux (quelques exemples)
et ligands apicaux

Ces composés sont parfaitement plans, et la grande surface aromatique qui les constitue est ainsi
sujette 4 une importante agrégation par interaction de type n-m.'** Elles sont donc connues pour étre
trés peu solubles dans les solvants organiques communs et nécessitent 1’utilisation de solvants a haut

point d’ébullition comme le 1-chloronaphtaléne ou la quinoline. Les modifications chimiques

-89-



Chapitre I, partie I : Introduction sur les dérivés poly-isoindoliques

apicales ou périphériques permettent d’augmenter la solubilité, mais également de modifier les

diverses propriétés de la molécule. Ceci profite au champ d’application possible de ces composés.

I.1.1. Propriétés optiques et photophysiques des phtalocyanines

Les phtalocyanines sont des composés possédant une forte absorption lumineuse dans le domaine du
rouge (650-700 nm). Leur spectre d’absorption est similaire a celui des porphyrines, car il est
caractérisé par une bande de Soret correspondant a une transition de haute énergie, et des bandes
dites Q, de transition énergétique plus basse. Cependant, contrairement a leurs homologues
d’aromaticité plus réduite, I’intensité de la bande de Soret est plus faible, mais les bandes Q sont
plus intenses. Les phtalocyanines sont caractérisées par une fluorescence notable, variable selon la
nature du métal et des substituants. Et par croisement inter-systéme, elles sont ¢galement efficaces

pour produire de I’oxygéne singulet.'”’

1.1.2. Synthése des phtalocyanines

Les phtalocyanines peuvent étre obtenues a partir de différents précurseurs, comme le montre le
schéma 9.

Anhydride phtalique Phtalimide
CN \
Phtalonitrile
C(O)NH2

C(O)N H,
Phtalamide

NH

1,3-diiminoisoindoline

Schéma 9 : Les différents précurseurs de phtalocyanines (Nemykin, V. N. and Lukyanets, E. A. Arkivoc
2010)"”

Le plus commun et le plus simple d’utilisation reste le 1,2-dicyanobenzéne (phtalonitrile), dont
plusieurs dérivés substitués sont commerciaux. La réaction est généralement réalisée en présence du
sel métallique voulu, qui joue le role de template, et dans un solvant a haut point d’ébullition (1-
chloronaphtaléne, quinoline, octanol,...). La méthode est variable selon la nature du template

métallique et du précurseur.
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1.1.3. Fonctionnalisation des phtalocyanines

1.1.3.1. Fonctionnalisation périphérique et symétrie

Bien que la modification des groupements aromatiques des phtalocyanines apres cyclisation soit
possible (halogénation, sulfonation), il est généralement plus commun d’utiliser un précurseur
préalablement modifié avec le groupement de choix (fonctionnel, solubilisant). Dans le cas ou le
précurseur phtalonitrile est disubstitué en « alpha » (positions 3,6) ou en « beta » (positions 4,5) de
manicre symétrique, la condensation conduit a un seul produit. Mais dans le cas ou le précurseur est
monosubstitu¢ (en alpha ou en beta), quatre isomeres constitutionnels sont obtenus, possédant

chacun leur propre symétrie : D,,, C,,, C,, et C, (figure 47)."*>'**

~ NS ~ ~3 NS NS
\ N_ N R N N= R R N\ N_ N N, N= R
M’ N M N M N M N
AN NGO NGO NN
R NN R N R R NN R NN R
2 - 2 s
N N N N
R R
C4h I:)Zh CZV Cs

Figure 47 : Les quatre régioisomeres possibles d’une phtalocyanine tétrasubstituée en position alpha
(Nemykin, V. N. and Lukyanets, E. A. Arkivoc 2010)'%

Bien que généralement difficile, la séparation

N== R
de ces régioisoméres reste tout de méme \ \\ N
N, N
possible.'” Dans le cas ou ils ne sont pas VAR VAR
N N

séparés, le mélange est représenté comme sur N

, . / N N 7 \
la figure 48 (cas d’une phtalocyanine = =X
tétrasubstituée en position beta). Les Can+ Dap + Cpy+ C
modifications chimiques postérieures sont Figure 48 : Représentation du mélange de

alors réalisées sur ce mélange phtalocyanines tétrasubstituée en position beta

I.1.4. Fonctionnalisation périphérique dissymétrique

Pour de nombreuses applications, il est nécessaire de synthétiser des phtalocyanines dites
dissymétriques : monosubstituées, disubstituées de fagon adjacente ou opposée (cis/trans), ou
trisubstituées. Plusieurs méthodes sont alors possibles pour obtenir le composé possédant le nombre

de fonctions voulu.'*'*
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1.1.4.1. Méthode statistique

La méthode la plus courante pour obtenir des phtalocyanines dissymétriques consiste a condenser
statistiquement différents dicyanobenzeénes et a isoler par purification le produit de symétrie
d’intérét. Lorsque I’on condense deux précurseurs différemment substitués, nommés A et B, on
obtient plusieurs phtalocyanines dont la nature des unités isoindoliques varie, nommées A,, A,B,

A,B,, AB; et B, (schéma 10).

1C

CN
CN
_—
CN
CN

A,B, (trans)

Schéma 10 : Les différentes phtalocyanines obtenues lors de la condensation statistique de deux précurseurs
phtalonitriles A et B (Mack, J. and Kobayashi, N. Chem. Rev. 2011)"**

D’autre part, si les précurseurs phtalonitriles A et B sont monosubstitués, il existe également
différents régioisomeres associés aux symétries mentionnées dans le paragraphe précédent (C,,,

Dzh,.. .).

Dans de nombreux cas, I’espece désirée est souvent la phtalocyanine de type A,B, car elle posséde
un site fonctionnel (B) distinct des trois autres. Pour I’obtenir par la méthode statistique, la
procédure générale consiste a condenser le précurseur B avec un grand exces de précurseur A (5-10
équivalents), afin d’obtenir un mélange de seulement deux phtalocyanines : les composés A;B et A,.
Il est alors envisageable de séparer ces deux espéces par purification, dans la plupart des cas, sur
colonne de silice. Cependant, ces purifications restent compliquées, longues, et parfois impossibles,

compte tenu de la faible solubilité des phtalocyanines.

Afin de pallier ce probléme, un groupe de recherche a pu montrer qu’il était possible de purifier une
phtalocyanine de type A;B en la greffant sur un support solide (silice, matrice polymere) en utilisant

la réactivité du fragment B. Aprés réaction de greffage, la phtalocyanine non greffée A, peut étre
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¢liminée par lavage abondant (soxhlet) du solide. Puis I’espece dissymétrique est libérée et isolée

par clivage de la liaison Pc-support solide."”' Cette méthode reste cependant fastidieuse.

1.1.4.2. Méthodes sélectives

Des méthodes alternatives a la condensation statistique ont par ailleurs été développées afin de
donner acces aux phtalocyanines dissymétriques de manicre sélective. Elles permettent d’accéder
selon le cas a des phtalocyanines de type A;B ou A,B,. Par souci de clarté, seule la méthode

permettant d’accéder a I’espece A;B sera décrite.

Découverte dans les années 80 par N. Kobayashi, la réaction d’ouverture de cycle des
subphtalocyanines consiste a utiliser les analogues plus petits des phtalocyanines, les
subphtalocyanines de bore."* Elles peuvent
étre ouvertes et réorganisées en une
phtalocyanine par I’action d’un 1,2-
dicyanobenzeéne ou d’une 1,3-

diiminoisoindoline dans des conditions

relativement drastiques (haute température)

(schéma 11). Cette réaction est cependant Schéma 11 : Réaction d’élargissement de cycle
d’une subphtalocyanine (Mack, J. and Kobayashi,

trés dépendante de la richesse électronique
P a N. Chem. Rev. 2011)"*

de la subphtalocyanine et du dérivé
phtalonitrile ou 1,3-diiminoisoindolique.

Dans les cas défavorables, d’autres phtalocyanines sont également obtenues (A,, A,B,,...).

1.1.4.3. Fonctionnalisation apicale pour les métaux tri et tétravalents

Dans les cas ou le métal central posséde une valence supérieure a deux, comme c’est le cas pour les
. , . - . , :
phtalocyanines d’aluminium ou de silicium, ’espéce obtenue présente un ou plusieurs atomes de
chlore en position apicale. Ceux-ci peuvent étre substitués par un nucléophile de choix pour
introduire la fonctionnalité voulue. Cependant, les especes chlorées de départ sont parmi les

phtalocyanines les plus insolubles, la réaction de substitution peut donc parfois s’avérer difficile.'”

I.1.1. Solubilisation des phtalocyanines par modifications périphériques

Comme mentionné précédemment, les phtalocyanines sont des composés trés peu solubles en milieu
organique, et totalement insolubles dans 1’eau. En vue de leur utilisation pour diverses applications,

la premicre étape consiste donc souvent a les rendre solubles dans le milieu d’intérét.
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1.1.1.1. Solubilisation en milieu organique

La plupart des phtalocyanines non substituées ou substituées avec de petits groupements ne sont pas
suffisamment solubles pour appliquer les méthodes de travail de chimie organique classiques,
(lavages, purification chromatographique). Ces techniques sont cependant essentielles a la synthése
de systemes complexes tels que les phtalocyanines dissymétriquement substituées, généralement
préparées par méthode statistique. C’est pourquoi il est souvent nécessaire de préparer des

précurseurs dicyanobenzenes ayant pour role de solubiliser le motif aromatique en milieu organique.

De nombreuses méthodes de synthése ont été développées pour préparer des dérivés phtaliques
substitués par des groupements alkyles, oxyalkyles, thioalkyles, aryles et autres.'”'* Le plus
commun reste le 4-tertbutylphtalonitrile, qui permet d’obtenir des phtalocyanines plus solubles.
Cependant, il est généralement d’efficacité insuffisante, I’agrégation étant toujours tres présente. Les
routes synthétiques permettant de donner acces aux phtalonitriles substitués sont pour la plupart
longues et fastidieuses. Mais a ce jour, plusieurs intermédiaires clefs sont commerciaux, comme les
3- ou 4-nitrophtalonitrile, le 2,6-dihydroxyphtalonitrile ou encore le 4,5-dichloro-phtalonitrile, et
permettent d’accéder relativement facilement aux phtalonitriles mono/di-substitués par des

groupements alkoxy/phénoxy ou thioalkoxy/thiophénoxy par substitution nucléophile.

1.1.1.2. Hydrosolubilisation

Certaines applications, notamment dans le domaine médical, nécessitent de synthétiser des
phtalocyanines solubles en milieu aqueux. Comme pour d’autres systémes hydrophobes, la stratégie

consiste & introduire des motifs hydrophiles sur la molécule. Ils peuvent étre de plusieurs natures :'"*

* Groupements neutres : PEG, carbohydrate, sucres, polyamines'*’

* Groupements purement anioniques : sulfonates, carboxylates, phosphonates'*®
" . . 3 s 136,137

* Groupements purement cationiques : ammonium, pyridinium

* Groupements zwitérioniques : acides aminés, sulfobétaines

Ces groupements peuvent étre introduits en position périphérique, ou apicale dans le cas de
phtalocyanine d’aluminium ou de silicium. Mais malgré de nombreux exemples, rares sont les

phtalocyanines totalement non agrégées en milieu aqueux.

1.1.1.1. Conséquences de la fonctionnalisation périphérique sur les propriétés optiques

La fonctionnalisation périphérique des phtalocyanines conduit généralement a une modification des
propriétés du macrocycle, notamment a un déplacement des maxima d’absorption. Ce phénomene
dépend du nombre de substituants, de leur nature (donneur ou attracteur) et de leur position (alpha

ou beta).
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Le déplacement batochrome de la bande Q sera plus important si :

* le nombre de substituants augmente ;
* la fonctionnalisation est en alpha ;
* I’effet donneur des substituants augmente.

Le tableau 10 décrit quelques effets de substitution sur la longueur d’onde d’absorption maximale

de phtalocyanines de zinc.

Substituants beta Substituants alpha Bande Q (nm) Références
H H 665 (THF) Vincett et al."*®
(O-R), H 677 (DMF) Zorlu et al.'™”
(O-R), H 678 (DCM) Topal et al.'*
(S-R), H 711 (DCM) Topal et al.'*
H (O-R), 696 (DMF) Zorlu et al.'™®
H (O-R), 729 (DMF) Zorlu et al.'™”
H (S-R), 800 (DCM) Topal et al.'*
(O-Ar), (O-R), 741 (DCM) Atsay et al.''

Tableau 10 : Exemples de longueurs d’onde d’absorption maximales de phtalocyanines de zinc avec
variation de la nature, du nombre et de la position des substituants

Dans ce contexte, Kobayashi et al. ont pu rationnaliser le moyen d’obtenir des phtalocyanines
absorbant a des longueurs d’onde supérieures a 1000 nm. Cela nécessite d’introduire dans la cavité
centrale des éléments ¢électro-déficients (P, As, Sb), et en position alpha des chalcogénes donneurs

(S, Se, T).'*
1.1.2. Applications des phtalocyanines

Les phtalocyanines restent encore aujourd’hui utilisées dans le domaine des pigments, mais la
majorit¢ de la consommation mondiale est dédiée a la catalyse. La phtalocyanine de cobalt
sulfonatée, utilisée dans des systémes industriels, permet en effet de désulfuriser le pétrole par

oxydation (procédé Merox).'*

Grace a leurs propriétés conductrices, ces composés sont également
présents dans les imprimantes, dans les disques enregistrables ou encore dans les écrans LCD. Mais
depuis plusieurs années déja, I’intérét de la communauté scientifique pour les phtalocyanines s’est
fortement accru dans de nouveaux domaines comme le transfert d’énergie et le photovoltaique,'*

’optique non linéaire,'’ les détecteurs'*® ou encore la santé.'"” Ce dernier point sera plus
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particulierement développé a travers I'utilisation des phtalocyanines en thérapie photodynamique et

en imagerie optique.

1.1.2.1. Les phtalocyanines en PDT
Depuis les années 1990, la communauté scientifique s’est intéressée a 1’utilisation des
phtalocyanines en PDT. Cette classe de photosensibilisateurs posséde en effet, les
avantages suivants :
* absorber dans la fenétre thérapeutique, ce qui permet une meilleure pénétrabilité¢ en terme
d’excitation du photosensibilisateur ;
* posséder de bons rendements en état triplet ;
* étre fluorescente, ce qui permet un suivi par imagerie optique proche infrarouge de leur
distribution. Elles sont donc intrins€quement des sondes théranostiques ;

* étre hautement photostable, ce qui permet une irradiation de longue durée.

Plusieurs phtalocyanines sont aujourd’hui en évaluation clinique et ont montré une bonne activité

photosensibilisatrice. On retrouve des phtalocyanine d’aluminium (Photosens®), de silicium (Pc4)

et de zinc (CGP55847 et photocyanine) (figure 49).

KO3S

R =H ou SO3Na

Photosens® Pc4 CGP55847 (ZnPc) Photocyanine

Figure 49 : Structures des phtalocyanines photosensibilisatrices évaluées en milieu clinique (Jiang, Z. et al.
J. Pharmaceutic. Biomed. 2014)"*"

Seul le Photosens est commercial pour une application clinique (en Russie) tandis que les trois
autres sont en essais cliniques (Phase I/Il - USA, Suisse et Chine).'""”® Ces phtalocyanines sont
indiquées pour différents types de cancers, notamment de surface (peau, ceil, nez, cervicales). Leur

manque de spécificité pour la cible limite cependant leur application.
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L’une des méthodes examinées pour améliorer 1’efficacité thérapeutique consiste donc a
biovectoriser ce composé photosensibilisant afin d’obtenir une distribution sélective permettant une

thérapie plus ciblée. Plusieurs approches ont été explorées, comme la bioconjugaison avec un

49 135g-i

anticorps,'* des oligonucléotides'” ou des petites molécules vectrices (oses,”*®" acide folique,'”
mestranol,”" erlotinib'*?). Dans ce contexte, les équipes de J.E. van Lier et B. Guerin ont exploré la
bioconjugaison d’une phtalocyanine de zinc sur différents peptides, notamment la bombésine et le
RGD, en utilisant des réactions de couplage croisé telles que les réactions de Sonogashira ou Suzuki

(schéma 12)."*

O

1) "Pd"
peptlde ——— > ZnPc-Peptide

N .
Support 2) Clivage
solide

= tBu ou SO3Na Peptide =YVG, RGD, BBN

Schéma 12 : Bioconjugaison de phtalocyanines de zinc avec différents péptides par réaction de Sonogashira
(Ranyuk, E. et al. J. Med. Chem. 2013)"

La présence du peptide permet d’augmenter la solubilité en milieu aqueux de la phtalocyanine et
d’augmenter ’activité photodynamique sur les cellules exprimant les récepteurs GRP ou intégrines.
Plusieurs autres études ont également ét¢ menées dans un but d’association des phtalocyanines avec
divers peptides, afin par exemple de cibler les récepteurs de facteurs de croissance de 1’épiderme
(EGFR)."* L’approche d’encapsulation dans une micelle ou un liposome, comme dans le cas de

CGP55847 (solution liposomiale de ZnPc) est également explorée.'”

D’autres approches visent a
améliorer les propriétés du photosensibilisateur par introduction de nouveaux groupements
permettant d’augmenter I’hydrosolubilité ou la production de PROS,"**¢¥7>1374153Mm013¢ de combiner
les phtalocyanines avec un autre agent thérapeutique ou photosensibilisateur,””’ d’utiliser des

157d,158

nanovecteurs (polymeres, dendrimeres, nanoémulsions), ou encore de mettre au point des

phtalocyanines activables."*’

1.1.2.2. Les phtalocyanines en imagerie

La plupart des phtalocyanines utilisées, testées ou mises au point pour la PDT discutées
précédemment sont également des sondes tragables en I’imagerie optique. Mais les phtalocyanines
sont parfois seulement étudiées comme agent d’imagerie. Nous avons pu voir dans I’introduction
que GE-Healtcare et Hyperion commercialisaient respectivement ’IRDye700DX" et la JollaBlue”

dans ce but. Récemment, 1’équipe de T. Liu a développé un certain nombre de phtalocyanines
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substituées par différents saccharides (glucose, lactose et galactose) comme agents d’imagerie
optique proche infrarouge, notamment pour imager le cancer du foie."”>'***" Les deux composés
présentés sur la figure 50 ont été synthétisés et testés avec succes sur le modele animal (souris) pour

imager les ganglions sentinelles.

ZnPc-glucose

R=H

ZnPc-lactose

135b

Figure 50: Structures de deux phtalocyanines développées par Lu, L. et al. (Molecules 2014)

1.1.2.3. Association avec une autre modalité d’imagerie

Avec I’essor des approches multimodales, plusieurs phtalocyanines combinant I’imagerie optique ou
la thérapie photo-dynamique avec la TEP ou I’IRM ont été développées. Dans ce but, Ranyuk et al.

ont récemment étudié différentes approches pour associer un radioélément avec une phtalocyanine.

* La premicre approche repose sur I’introduction de cuivre-64 dans la cavité de phtalocyanines

hydrosolubles (figure 51 - gauche).'®

s Une deuxiéme approche propose la fonctionnalisation de phtalocyanines par un atome de
fluor-18 en substituant un groupe partant (mesyl). La preuve de concept a été développée sur des
composés hydrophobes (figure 51 - milieu)."®'

* Dans un dernier article, les auteurs ont associ¢ une phtalocyanine hydrosoluble avec des
agents chélatants de type polyazacycloalcane, le DOTA et le NOTA, capables de piéger le gallium-

68 et le cuivre-64, respectivement (figure 51 - droite).'”

Ces trois systémes ne sont cependant pas optimaux compte tenu de I’absence d’une biomolécule

vectrice.
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N Zn N R = DOTA-58Ga

NOTA-%4Cu

/ <X
NaO,S = SOzNa

Figure 51: Structures des phtalocyanines préparées par Ranyuk, E. et al. lors des différentes approches
d’association avec un radioélément (Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011 — J. Porphyrins Phthalocyanines 2013 —
Bioconjugate Chem. 2013)'”

Plus récemment, un composé associant une phtalocyanine avec un complexe de gadolinium (DOTA-
Gd) a pu étre préparé par Tekdas et al. afin d’obtenir une sonde bimodale et théranostique

IRM/IO/PDT (figure 52).'%

R R
o)
. A
N N ,"\
R U I \ o. N/
0 /N
N—2Zn—N HN‘“ “Gd WO
/ \ PPN N~ -~
R | s N N L/ N O
N= N =N H N=p i
o}
o}

R R R=“S€\/OE

Figure 52: Structure de la phtalocyanine préparée par Tekdas D. A. et al. pour [’association IO/PDT/IRM
(Photochem. Photobiol. 2014)'%

Les propriétés imageantes et thérapeutiques du composé ont pu étre évaluées in vitro, grace a la
mesure du rendement en oxygene singulet, la microscopie cellulaire confocale et 1’acquisition

d’images en T, (fantomes).

Cependant, ’utilisation de ces différents systémes bimodaux est limitée par I’absence d’une entitée

vectrice visant a étre selectif des zones tumorales.

1.1.2.4. Les analogues de phtalocyanines en PDT et en imagerie

Certains analogues des phtalocyanines ont également été étudiés pour une application en PDT ou en
imagerie, notamment les porphyrazines, les pyrazino-porphyrazines fusionnées (azaphtalocyanines)

et les naphtalocyanines (figure 53).
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Porphyrazine (Pz) AzaPhtalocyanine (AzaPc) Naphtalocyanine (Nc)

Figure 53 : Structures d’une naphtalocyanine, d’une porphyrazine et d 'une azaphtalocyanine

Certaines porphyrazines ont suscité I’intérét pour une utilisation en PDT mais aussi en imagerie
optique. Ce sont généralement des trans-hémiporphyrazines qui peuvent posséder des fragments
hydrosolubilisants comme des polyéthers,'® des sucres,'® ou a défaut étre incorporées dans des
liposomes.'** L’hémiporphyrazine chirale développée par Trivedi et al., étudiée en imagerie optique
sur le petit animal, a par exemple montré une accumulation préférentielle dans la zone tumorale.'*
Le méme groupe de recherche a également mis au point des porphyrazines fonctionnalisées par des
complexes de gadolinium (DOTA-Gd) en utilisant la chimie click catalysée au cuivre, pour une

application en imagerie multimodale IO/IRM."'”

Les azaphtalocyanines sont aujourd’hui principalement étudiées par le groupe de P. Zimcik. Son
équipe a pu synthétiser des composés possédant des propriétés intéressantes pour différentes
applications du domaine médical, notamment de bons rendements quantiques de fluorescence ou de
production d’oxygene singulet. Parmi les composés développés, on retrouve :

* des azaPc hydrosolubles comme sondes potentielles pour la thérapie ou I’imagerie ;'®®

* des azaPc qui possédent des propriétés de quencher de fluorescence (Dark quencher)'®” pour
la mise au point de sonde FRET ;

* des azaPc pH-activables.'”

Certaines aza-phtalocyanines de magnésium qu’ils ont synthétisé possedent d’excellents rendements
quantiques de fluorescence en solution aqueuse (@ = 25 %) ou en suspension liposomiale (D = 65

%).168

Les naphtalocyanines possédent 1’avantage d’absorber les photons au dela de 700 nm, ce qui offre
une meilleure pénétrabilité tissulaire en terme d’excitation. Plusieurs exemples traitent de

’utilisation des naphtalocyanines en PDT, qui sont soit hydrosolubilisées par une substitution

136d,171 172

périphérique adaptée, soit formulées avec un surfactant'”> ou des LDL reconstituées.'”
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I.2. Les subphtalocyanines

Les sousphtalocyanines ou "subphtalocyanines" sont les analogues de taille plus réduite des
phtalocyanines. Elles sont composées de trois unités iminoisoindoliques cyclisées autour d'un atome
de bore. Elles furent découvertes accidentellement par Meller et Osko en 1972 alors qu'ils essayaient
d'obtenir la phtalocyanine de bore, en condensant le phtalonitrile avec des halogénoboranes.'* La
premicere structure cristallographique d'une subphtalocyanine, la B-chlorosubphthalocyanine de bore
(I1I), fut ensuite reportée en 1974.'"” La tension de cycle et la taille trop importante du bore leurs
conférent une structure conique, avec le substituant apical pointant a I'opposé du cone, contrairement

a leurs analogues porphyrinoides (porphyrine, phtalocyanine) qui sont parfaitement plans.

Suite aux résultats obtenus par Meller et Osko, peu de travaux furent publiés sur le sujet jusqu'en
1990, lorsque le groupe de Kobayashi rendit publique la réaction d'élargissement de cycle

conduisant aux phtalocyanines A,B."** Par la suite, la

R R R, = Substituants alpha
communauté scientifique montra un intérét croissant _ ,

Ri R R, = Substituants beta
pour les subphtalocyanines comme précurseurs de — = Substituant apical
phtalocyanines dissymétriques, mais aussi parce que R,
ces composés présentent des propriétés uniques. R, R,

Comme dans le cas des phtalocyanines, il est possible Ry

d’introduire des substituants périphériques en position

alpha ou beta et également un substituant apical Figure 54 : Structure générale d'une
) . subphtalocyanine et positions de
directement li¢ a I’atome de bore (figure 54). substitution

La synthése, la fonctionnalisation, les propriétés et applications de cette famille de molécules ont été

abordées dans plusieurs revues.'”

1.2.1. Propriétés des subphtalocyanines

Les subphtalocyanines possédent un systéme de 14 électrons m délocalisés, ce qui leur confére une
intense coloration rouge. Leur spectre d’absorption présente, au méme titre que tout porphyrinoide,
une bande de Soret vers 300 nm et une seule bande Q vers 565 nm. Cette catégorie de molécules

posséde de nombreuses propriétés intéressantes, notamment une émission de fluorescence notable.

1.2.2. Méthode de synthése des subphtalocyanines

A ce jour, le seul moyen connu d'obtenir une subphtalocyanine est la condensation d’un phtalonitrile

avec un dérivé boronique de type halogénoborane, arylborane ou mixte (Ar,X,B). Le dérivé
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boronique joue un rdéle important dans le succés de la réaction. Les meilleurs résultats sont
généralement obtenus en utilisant le trichlorure de bore BCL."”* La formation du cycle nécessite
d'autre part des solvants a haut point d'ébullition, comme dans le cas des phtalocyanines. Si les
premicres syntheses furent réalisées dans le chloronaphtaléne, il a par la suite ét¢ montré que le p-

177

xyléne était plus adapté a la réaction et facilite le traitement. "’ Le rendement de réaction est variable

selon la nature des substituants périphériques. Un mécanisme de formation du cycle

' 11 suppose l'intervention du

subphtalocyanine a récemment été proposé par le groupe de T. Torres.
trichlorure de bore a plusieurs stades de la réaction, ce qui confirme la nécessité d’utiliser ce réactif

en équivalence par rapport au phtalonitrile.

1.2.3. Fonctionnalisation des subphtalocyanines

1.2.3.1. Fonctionnalisation périphérique

Comme dans le cas des phtalocyanines, il est possible d’utiliser des précurseurs substitués pour
accéder a des SubPc fonctionnelles. La méthode statistique permet également d’obtenir une
subphtalocyanine dissymétrique (A,B). Lorsque la subphtalocyanine est di- ou trisubstituée (A,B et
A;), il existe également les différents régioisomeres et énantiomeres issus de la position du

substituant (C, et C,).'”

1.2.3.2. Fonctionnalisation apicale

I a ét¢ montré de nombreuses fois que 1’halogénure apical porté par 1’atome de bore (Cl ou Br) peut
étre substitué par différents nucléophiles. La facilité de cette réaction va dépendre de la richesse
¢lectronique du cycle aromatique et de la nature du substituant. Les dérivés phénoliques se sont
montrés plus particuliérement efficaces comme nucléophiles.”” Mais il est également possible
d’introduire d’autres types de groupements en position apicale, notamment des alcools,"™ des
dérivés azotés,"' des alcynes,'® et d’autres.'’* La substitution du chlore par un groupement partant
comme un triflate permet également d’améliorer la réaction et offre une plus grande diversité dans la

nature du substituant.'®

1.2.3.3. Influence des substituants sur les propriétés optiques

De la méme maniére que pour les phtalocyanines, la présence de groupements périphériques
donneurs induit un décalage de la longueur d’onde d’absorption de la bande Q vers le rouge. Ce
phénomeéne dépend également de la nature, du nombre et de la position du/des substituants,'’*'*

Ces paramétres influent également sur le rendement quantique de fluorescence (tableau 11).
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R X Solvant Apns/Mem D,

R R H Cl CHCl, 564/569 0,25

R R H O-C(F, CH,Cl, 563/592 0,42

\ F Cl CHCl, 574/579 0,66

. ) Cl Cl CH,CN 569/581 0,26
” -O-CH,-CF, Cl PhCF, 602/618 0,95
Subnaphtalocyanine (SubNc) Cl CH,CN 669/681 0,26

Tableau 11 : Propriétés photophysiques de quelques subphtalocyanines de substitution variable (Claessens,
C. G. et al. Chem. Rev. 2002 - Chem. Rev. 2014)"7%7%

La subphtalocyanine dodécafluorée est par exemple deux fois plus fluorescente que la version non
substituée. Le plus haut rendement quantique mesuré pour les subphtalocyanines est de 95 % dans le
trifluorotoluéne et concerne le composé fonctionnalisé en périphérie par des motifs
trifluoroéthoxy.' La substitution apicale quant a elle, modifie peu les domaines d’absorption et

d’émission, mais a parfois une influence sur la valeur de rendement quantique de fluorescence.

1.2.4. Solubilisation des subphtalocyanines

1.2.4.1. Organosolubilisation

Contrairement a leurs homologues de taille supérieure, les subphtalocyanines possédent
généralement une meilleure solubilité en milieu organique. Ceci est principalement dii a deux
facteurs : 1’aspect non plan qui défavorise I’agrégation, et la présence d’un groupement apical. La
SubPc la plus simple reste tout de méme peu soluble, mais la substitution du chlore par un
groupement plus encombrant permet rapidement d’obtenir une solubilité satisfaisante. Il est donc

moins souvent nécessaire d’introduire des groupements périphériques organo-solubilisants.

1.2.4.2. Hydrosolubilisation

Il existe plusieurs exemples de subphtalocyanines hydrosolubles dans la littérature.”*** Le ou les

fragments solubilisant ont pu étre introduits en position périphérique ou apicale. On retrouve des

exemples de subphtalocyanines hydrosolubles cationiques (ammonium, pyridinium),'®

C

zwitérioniques'®* ou anioniques (carboxylates, sulfonates)."™™'® Le tableau 12 présente les

subphtalocyanines hydrosolubles synthétisées par Xu et al. par fonctionnalisation apicale.
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R @, (DMF) ®, (DMF)

g N T 0,10 0,59

N— I 0,08 - 0,09 0,61 - 0,66

\ 0}
o—@—/{o - 0,09 - 0,10 0,56 - 0,60

Tableau 12 : Structures des subphtalocyanines hydrosolubles développées par Xu, H. et al. (D, = rendement
en état triplet) (Chem. Asian J. 2009)"%"

1.2.5. Applications des subphtalocyanines

Les SubPc sont aujourd’hui majoritairement utilisées dans le domaine du photovoltaique. Elles ont
notamment été appliquées a la préparation de cellules solaires,"’ et de nombreuses études portent
sur la mise au point de photosystémes artificiels. Pour ce dernier point, les subphtalocyanines ont été
associées avec d’autres fluorophores, comme les porphyrines,' les phtalocyanines, ™' les
BODIPY,"®®" et d’autres,'' et/ou avec un fulleréne,'” afin d’étudier les phénomenes de transfert
d’énergie. Mais elles ont également été étudiées dans de nombreux autres domaines comme

184b,193

I’optique non linéaire, les détecteurs,' les semi-conducteurs,’”” les diodes

électroluminescentes'*® ou les transistors a effet de champ."’

A ce jour, rares sont les subphtalocyanines qui ont été utilisées pour des applications dans le
domaine de la santé. K. Adachi et H. Watarai ont fonctionnalisé une subphtalocyanine en position
apicale par la testostérone en vue de mettre au point un test de détection de la HSA (Human Serum

Albumine) (figure 55 - gauche).

Figure 55 : Structures des subphtalocyanines synthétisées par Adachi, K. et al. (droite — Anal. Chem. 2006)"”
et Spesia, M. B. et al. (gauche — Dyes Pigments 2008)"**

M. Spesia et E. Durantini ont examiné la possibilit¢ d’utiliser ces composés comme

photosensibilisateurs pour la PDT. Pour cela, ils ont synthétisé une subphtalocyanine tricationique
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hydrosoluble et testé son activité photothérapeutique (PDT) in vivo sur des bactéries (Escherichia

Coli) (figure 55 - droite)."™
1.3. Les benzo-azaBODIPY fusionnés

Le complexe difluoré de bore du 3,3’diphénylazadiisoindolylméthéne n’a été synthétisé¢ que
récemment par les équipes de Lukyanets et Kobayashi (2008)."”” Ce dérivé étendu des aza- BODIPY
a ét¢ obtenu par condensation du dicyanobenzéne avec un organomagnésien aromatique puis
traitement par le trifluorure de bore. Les conditions réactionnelles ont ensuite été améliorées et
étendues a d’autres dérivés magnésiens par I’équipe de R. Gresser.” Ce sont des composés
fluorescents, absorbant vers 720 nm et émettant vers 740 nm, avec des rendements quantiques de

fluorescence avoisinant les 15 %.

A ce jour, ces dérivés n’ont ét¢ étudiés que pour deux applications : la mise au point de cellules

" et les détecteurs.”” Dans ce dernier cas, les équipes de Kobayashi et Shen ont

photovoltaiques™
préparé un composé analogue pour lequel le cycle
aromatique de I’isoindole a été remplacé par un motif
pyrazine (figure 56). Ce composé s’est montré capable de

détecter la présence d’ions ammoniums, 1’interaction de

I’atome d’azote pontant avec ces ions, assistés par la

Figure 56 : Structure du dérivé
BODIPY synthétisé par Liu, H. et al.
modification des propriétés d’absorption et d’émission du (Chem. Commun. 2011)°”

présence des azotes des cycles pyrazines, conduisant a une

fluorophore.

I.4. Comparaison des avantages et inconvénients des trois fluorophores

Comme présenté dans 1’objectif général, nous avons envisagé ces trois familles de fluorophores afin
de mettre au point des sondes pour 1I’imagerie optique. Elles possédent chacune des critéres uniques
qui peuvent étre avantageux pour I’application visée. En s’appuyant sur ces critéres, nous avons

ainsi pu sélectionner les sondes qui seront plus particulierement étudiées par la suite.

1.4.1. Syntheése des représentants simples de chaque famille de fluorophore

Afin de pouvoir apprécier la faisabilité et la maniabilité de synthése de ces trois catégories de
fluorophores, ainsi que leurs propriétés optiques, nous avons préparé et comparé les représentants

les plus simples de chaque famille a partir du phtalonitrile (schéma 13).
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aewe

=N
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Rdt = 3,8 %
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-

A. 1) PhMgBr, éther, T.A., 1h

puis formamide, 210°C, 30 min --> 1

o
Z > cN

Rdt=9 %

2) BF;.0Et, DIPEA, DCE, refux, 15h

Les réactions, basées sur des procédures de la littérature,

B. BCl; p-xyléne, ref'ux, 30 min
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\ -
N\ /N
N Zn N
N/ N\
N N
\ o
N
4

Rdt=77 %

C. Zn(OAc), DBU, pentanol, refux, 15 h

Schéma 13 : Syntheése des composés 2, 3 et 4

177,200,203

ne sont pas détaillées par souci de

clarté, mais les modes opératoires apparaissent dans la partie appropriée (partie expérimentale). On

note que les rendements de réaction sont faibles dans le cas de 1’aza-BODIPY étendu 2 et de la

SubPc 3. Dans ce deuxiéme cas, nous verrons par la suite qu’ils peuvent étre améliorés par la

présence de groupements périphériques ou la substitution apicale « one pot ».

1.4.2. Mesures des propriétés photophysiques

Nous avons ensuite pu évaluer et comparer les propriétés d’absorption et d’émission de ces trois

composés. La figure 57 superpose leurs spectres d’absorption.

Coeff cient d’extinction molaire

(mol''.L.cm™)A

250000A

200000A

150000A

100000A

50000A

0A
300A

— BFA-BODIPY (2) (DCM)A

— SubPc (3) (DCM)A
—— ZnPc (4) (DMF)A

400A 500A

600A 700A 800A

Longueur d’onde (nm)A

Figure 57 : Superposition des spectres d’absorption des composés 2, 3 et 4 (coefficient d’extinction molaire
en fonction de la longueur d’onde)
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Le tableau 13 résume quant a lui certaines des propriétés photophysiques des composés synthétisés.
Notons que les valeurs mesurées sont concordantes avec celles de la littérature.'”*'” Le calcul de la

brillance (B) permet de comparer ces trois sondes en terme d’efficacité de fluorescence.

BFA-BODIPY (2) (DCM) | SubPc (3) (DCM) | ZnPc (4) (DMF)
Aapd Ao (M11) 715 /736 565/571 670/ 678
& (mol'.L.cm™) 69 600 101 200 205 800
D, 0,15° 0,25° 0,27
Brillance (B) 10 440° 25300 55 570°

Tableau 13 : Propriétés photophysiques des principaux représentants des trois familles de fluorophores 298
K ; a: référence : crésyl violet dans EtOH, ¢p= 0,56, J,.= 602 nm ; Incertitude de mesure : =10 % ; b :
référence : rhodamine 6G dans MeOH, ¢ = 0,96, /... = 488 nm)

1.4.3. Comparaison des trois fluorophores

Nous avons ensuite comparé ces trois fluorophores en considération des propriétés requises pour une
sonde fluorescente applicable a ’imagerie optique. Les points cruciaux, obtenus par étude des
composés précédemment synthétisés ou d’apres la littérature, sont résumés dans le tableau 14. Les

points d’interrogation indiquent les données a ce jour inconnues dans la littérature.

BFA-BODIPY SubPc ZnPc
Domaines d’absorption / d’émission + + +
Déplacement de Stockes + — -
Brillance + + +
Stabilité et photoblanchiment ? ? ++
Solubilité et agrégation ? + -
Facilité de synthése - + +
Facilité de fonctionnalisation - ++ -

Tableau 14 : Propriétés photophysiques des principaux représentants des trois familles de fluorophores

Méme si les dérivés BFA-BODIPY possédent une gamme d’absorption/émission ainsi qu’un
déplacement de Stockes avantageux, leur brillance est inférieure aux deux autres fluorophores. De
plus, le seul mode opératoire existant pour leur préparation s’est révélé complexe, et a ce jour peu
d’exemples traitent de leur fonctionnalisation. Nous avons donc décidé de ne pas poursuivre nos

recherches sur cette famille de fluorophore.
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La brillance de la SubPc semble étre convenable pour envisager une application en imagerie
optique. Sa gamme d’absorption et d’émission n’est pas adaptée a une imagerie optique en
profondeur, mais peut cependant étre envisageable pour les microscopies, également d’utilité
importante dans le domaine de la recherche et le domaine médical. En comparaison des
phtalocyanines, leur agrégation est moins problématique, de part leur structure non plane. La
présence d’un site de fonctionnalisation unique, a savoir la position apicale, semble également étre
un atout majeur, permettant d’accéder a des composés possédant les groupements d’intérét. Ce

fluorophore devra cependant étre étudié¢ en terme de stabilité, qui reste a ce jour peu connue.

Les ZnPc poss¢dent quant a elles des maxima d’absorption et d’émission adaptés a I’imagerie en
profondeur et sont également trés photostables, ce qui constitue des avantages notables pour leur
utilisation comme sondes fluorescentes en imagerie optique. Bien que les réactions de cyclisation
soient aisément réalisées, elles présentent cependant une faible solubilité¢, une forte tendance a
I’agrégation et les méthodes de fonctionnalisation sont souvent laborieuses. Ces criteres représentent
donc des défis synthétiques qui, une fois relevés, conduisent a des fluorophores aux propriétés
appréciables. D’autre part, les phtalocyanines de zinc ont été choisies en particulier, car leur
agrégation est plus faible que I’espece base libre, et leur fonctionnalisation est plus aisée que les

phtalocyanines d’aluminium et de silicium.

Ainsi nous avons choisi de nous concentrer sur les subphtalocyanines et les phtalocyanines de zinc.
Les défis synthétiques pour obtenir des benzo-aza-BODIPY fusionnés possédant des propriétés et

des fonctions d’intérét semblent en effet trop importants en considération des propriétés de la sonde.
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Partie Il : Synthése, fonctionnalisation et étude de subphtalocyanines pour une
application en imagerie optique

Cette deuxieéme partie décrit la synthése de subphtalocyanines possédant des fonctions de choix pour
la mise au point de sondes pour 1I’imagerie optique (figure 58) :

* des fonctions réactives (fonctions acide carboxylique, amine, alcyne) adaptées a la
bioconjugaison ou a I’introduction d’une modalité supplémentaire ;

* des fonctions permettant d’activer ou de désactiver la fluorescence en fonction du pH
(alkylamine) ;

s des fonctions chélatantes, permettant une bimodalité supplémentaire par chélation de

métaux pour les scintigraphies ou pour I’IRM (DTPA, DOTA) ;

* des fonctions hydrosolubilisantes (sulfonate).
BiovectorisationA SubPc activablesA
(Chapitre I)A
Alk

1
Alk

/ 0
S
N
R /N
= | --cooH > e
ﬁ’ M\§O
= \\ \/N\/§
o 0]
SubPcA Nl °
. u
SubphtalocyanineA fonctionnellesA SO3Na SubPc bimodalesA
SubPc hydrosolublesA

Figure 58 : Objectifs de synthese de la deuxieme partie du chapitre 1

Les fonctionnalités d’intérét seront introduites en position apicale par modification du substituant
présent sur 1’atome de bore. A travers la synthése de ces différentes subphtalocyanines, nous
pourrons également explorer certaines propriétés inédites de ces composés, comme leur
protonation. Ces propriétés ne sont pas toujours directement liées a 1’application recherchée, mais
permettent de comprendre certains aspects de la chimie de ces fluorophores. Elles seront

notamment indispensables pour comprendre et étudier la stabilité des subphtalocyanines.
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II.1. Synthése de subphtalocyanines fonctionnelles

11.1.1. Synthése du cycle et fonctionnalisation apicale

La premiére étape de synthése consiste a former le cycle subphtalocyanine. Puis les fonctionnalités
de choix seront introduites par substitution de 1’atome de chlore apical. Pour obtenir les premiers

synthons B-substitués, deux stratégies de synthése ont été envisagées.

1.1.1.1. Méthode en deux temps

La cyclisation est réalisée par condensation stcechiométrique du trichlorure de bore commercial en
solution molaire dans le p-xyléne, et du phtalonitrile sec, selon un mode opératoire établi par

Claessens et al.!”’

La réaction est portée au reflux du p-xyléne, pendant 30 min et sous atmosphere
inerte. Le solvant de la réaction ainsi que 1'excés de BCl, sont ensuite évaporés, puis le produit est
purifié¢ par chromatographie sur colonne de silice. Nous avons envisagé plusieurs précurseurs

phtalonitriles pour réaliser cette réaction (schéma 14).

R Rs

Ri 3 Ry=R,=R3=R,=H Rdt=9%

R2 CN  BCl; p-xyléne
_— 5 R1=R2=R3=R4=F Rdt =53 %

R CN  reflux, 30 mi
3 R 6 R;{=R,=R,;=H,R;=NO, Rdt=38%
4
Ra2

Schéma 14 : Syntheése des subphtalocyanines de départ 3, 5 et 6

Dans le cas du tétrafluorophtalonitrile et du 4-nitrophtalonitrile, les subphtalocyanines
correspondantes 5 et 6 sont obtenues avec des rendements acceptables, comparables aux données
disponibles dans la littérature.'”™ Cependant, dans le cas du phtalonitrile non substitué, il nous a été
impossible d’obtenir des rendements supérieurs a 9 % en produit attendu 3, alors que certaines

publications relévent des rendements allant jusqu'a 82 %.'”

Plusieurs hypothéses ont été envisagées pour expliquer ce résultat. Le phtalonitrile de départ reste
relativement peu soluble dans le milieu réactionnel, ce qui peut défavoriser la réaction. D'autre part,
la subphtalocyanine 3 formée est également relativement peu soluble dans les solvants organiques
communs (DCM, CHCI,,...), c'est pourquoi la purification sur colonne de silice est laborieuse et
conduit a une perte importante de produit. Ce phénomene est moins contraignant dans le cas des

subphtalocyanines substituées 5 et 6, celles-ci étant beaucoup plus solubles.
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Les essais réalisés pour isoler le produit selon d'autres méthodes décrites dans la littérature,
principalement par précipitation, se sont révélés infructueux.'” Bien que la quantité de produit isolé
soit en effet trés supérieure, 1’analyse par spectroscopie de RMN du proton révéle une pureté peu

satisfaisante méme aprés de nombreux lavages.

Les composés 3 et 6 ont pu étre analysés par spectroscopie de RMN du proton et la
subphtalocyanine perfluorée 5 par spectroscopie de RMN du fluor. Ces analyses confirment
I’absence de phtalonitrile de départ résiduel et traduisent la pureté des produits isolés.

L’effet attracteur des substituants est directement observable sur les spectres UV de ces quatre
especes (figure 59). 1l conduit a un déplacement batochrome de la bande Q. Dans le cas du dérivé
nitré, I’existence probable d’un transfert de charge interne (ICT) entre les trois groupements nitro et
le cceur aromatique conduit a un élargissement du spectre et a une diminution du coefficient

d’extinction molaire.

<< 1200004
S 1000004
g < —— SubPc-Cl (3)A
2= 80000A .
S £ — F,,SubPe-Cl (5)A
P=EN _ _
EZ 60000A — (NO,),SubPc-Cl (6)A
H
5= 40000A
et
T 200004
Q
0OA -

300A 350A 400A 450A 500A 550A 600A 650A 700A
Longueur d’onde (nm)A

Figure 59 : Superposition des spectres d’absorption des SubPc 3, 5 et 6 (coefficient d’extinction molaire en
fonction de la longueur d’onde - CHCl;)

La substitution apicale de I'atome de chlore peut ensuite étre réalisée, par exemple sur le composé 3,
par condensation d’un exces (3,3 équivalents) de 4-bromophénol au reflux du toluéne jusqu'a
compléte consommation du produit de départ (suivi CCM) (schéma 15). Le temps de réaction est

variable selon la richesse du coeur aromatique et la nature du phénol.
L’analyse par spectroscopie de RMN du proton du composé 7 permet de confirmer la présence du

substituant en position apicale. En effet, les doublets correspondant aux protons des groupements

phénoxy sont fortement blindés (5,27 et 6,84 ppm) en comparaison de ceux du précurseur
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phénolique (6,84 et 7,43 ppm) car ils se situent dans le cone d’anisotropie du cceur aromatique

subphtalocyanine.

i o i Cl 4-bromophénol

toluéne

reflux, 12

Rdt=75%

Schéma 15 : Substitution du chlore apical du composé 3 par un groupement p-bromophénoxy

Les spectres de RMN du bore ('°B) résentent un singulet a -15,68 ppm dans le cas du précurseur

chloré 3, qui est déplacé a -15,07 ppm pour le
compos¢ 7. L’analyse par DRX de cristaux
obtenus par lente évaporation d’une solution de
SubPc 7 dans le dichlorométhane a permis
d’obtenir une structure cristallographique. On
peut observer sur la figure 60 I’aspect conique du
cceur aromatique, ce qui est caractéristique de
cette famille de molécules. On note aussi la
présence du  groupement apical para-
bromophénoxy.

11.1.1.2. Méthode one-pot

Figure 60 : Vue ORTEP du composé 7

Une autre méthode plus directe permet d'accéder aux subphtalocyanines fonctionnalisées en position

apicale. Elle consiste a évaporer les solvants et réactifs liquides du mélange réactionnel apres

cyclisation (p-xyléne et BCL,), et sans isoler l'intermédiaire chloré, a ajouter le toluéne et le phénol

puis a porter le mélange a reflux (schéma 16).

1) BCl; p-xylene, reflux, 30 mi

CN 2) Evaporation
©[CN 3) 4-bromophenol, toluéne

reflux, 12

Rdt =26 %

Schéma 16 : Syntheése « one-pot » du composé 7
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Le produit est ensuite purifié par filtration sur plug (colonne courte) d'alumine afin d'éliminer l'exces
de phénol, puis par colonne de silice et recristallisation si nécessaire. Alors que la méthode en deux
temps conduit au composé 7 avec un rendement global de 7 %, la méthode one-pot permet

d’améliorer le rendement a 26 %.

Cependant, le rendement de réaction diminue de maniére importante & mesure que la quantité¢ de
produit de départ (phtalonitrile) est augmentée. Ce phénomene rend difficile la préparation d’une

grande quantité des synthons d’intérét.
11.1.2. Introduction de fonction réactives

11.1.2.1. Introduction d'une fonction aniline

Plusieurs stratégies de synthése ont été mises en ceuvre afin d'obtenir une subphtalocyanine
comportant une fonction aniline en position apicale. La condensation directe avec le p-aminophénol
en utilisant la méthode « one-pot » s’est révélée inadaptée (schéma 17). Bien que le produit 8 soit
présent dans le brut réactionnel, comme le montre 1’analyse par spectrométrie de masse MALDI-
TOF, la présence de nombreux sous-produits complique la purification et conduit a un faible

rendement.

1) BCl; p-xylene, reflux, 30 mi

CN 2) Evaporation
e »
CN  3) 4-aminophénol, toluene

reflux, 12

Schéma 17 : Essai de synthése « one-pot » du composé 8 a partir du p-aminophénol

L’utilisation d’un groupement protecteur est alors envisagée comme une option de choix. Les
protections étudiées sont de type acétamide et trifluoroacétamide. Les dérivés phénoliques protégés
sont préparés par ’action de I’anhydride acétique ou trifluoroacétique sur le p-aminophénol, selon

des modes opératoires décrits dans la littérature (schéma 18).>*

NH,
HO@NH Anhydride acétique Anhydride trifluoroac tique HO—@NH
):o = > =0
EtOH, T.A., 15 min THF, TA.,2h FsC
OH
9 10
Rdt = 96 % Rdt =62 %

Schéma 18 : Protection de I’amine du 4-aminophénol par un groupement acétamide ou trifluoroacétamide
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Puis les subphtalocyanines sont synthétisées selon la procédure établie. Elles sont obtenues avec 16

et 19 % de rendement apres purification sur colonne de silice (schéma 19).

1) BCl3 p-xyléne, reflux, 30 mi

0
CN 2)9ou 10, toluéne

reflux, 12

M1 R=CH; Rdt=16%

12 R=CF; Rdt=19%

Schéma 19 : Synthese des subphtalocyanines protégées 11 et 12

Par la suite, plusieurs essais de déprotection ont été réalisés sur ces deux composés, notamment des
traitements acides ou basiques (HCI/EtOH, acide paratoluéne sulfonique (APTS)/EtOH, NH,/DCM,
NaOH/H,0). Dans tous les cas, le produit déprotégé n’a jamais pu étre obtenu, le produit de départ

ayant été soit retrouvé intact, soit dégradé.

La derniére stratégie envisagée consiste a préparer une subphtalocyanine possédant un groupement
apical p-nitrophénoxy, puis a réduire le groupement nitro en amine par hydrogénation catalysée au
palladium sur charbon. La méthode « one-pot » permet d’obtenir I’intermédiaire nitré 13 avec 29 %
de rendement. La réduction est ensuite menée dans un mélange dichlorométhane/méthanol 75:25 et

nécessite 72 heures de réaction (schéma 20).

X . 7 N\
1) BCl;, p-xylene, reflux, 30 mi H,, Pd/C _
CN 2) Evaporation DCM /MeOH 3 : 1 OQNHz
X : e
CN 3) 4-nitrophénol, toluéne TA.,72h
reflux, 12
8
Rdt =29 % Rdt = 88 %

Schéma 20 : Syntheése du composé nitré 13 puis réduction du groupement nitro en amine

Cette méthode s’est montrée fructueuse et le produit recherché a été isolé avec un rendement
maximal de 88 % apres purification chromatographique (silice). Le spectre de RMN du proton du
composé 8 est superposé a celui du produit de départ (13) sur la figure 61. Les protons portés par les
motifs isoindoliques apparaissent sous la forme de deux multiplets correspondant aux protons situés
en position alpha (a et a’) et beta (b et b”). Le blindage des deux doublets correspondant aux protons
aromatiques du groupement 4-aminophénoxy (c’ et d’) par rapport aux protons du 4-nitrophénoxy (c
et d) est caractéristique de la transformation réductrice. Le spectre laisse également apparaitre un

signal large a 3,05 ppm correspondant aux protons portés par I’atome d’azote (¢).
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Figure 61 : Superposition des spectres de RMN du proton des composés 13 et 8 (CDCI;, 300 MHz, 300 K)

Ce synthon clef a également été analysé par spectrométrie de masse MALDI-TOF (masse standard)

ou ESI (masse exacte). Le spectre de masse exacte présente

un amas isotopique correspondant a

I’adduit [M+H]" (figure 62). De plus, des cristaux ont été obtenus par lente évaporation d’une

solution de ce composé dans le dichlorométhane et ont conduit

présentée sur la figure 63.

o 504,17404
] Z=1
707
6571
60| [M+H]*
o 55
> -
5 50
o ]
CRLE
3 404
S 35
< =
5 0]
0 E
< 254
207
1571
109
55
0_|l- .'Llu-h-|.'|.|l -il" e S
300 400 500 600 700 800
m/z

Figure 62 : Spectre de masse exacte (ESI) de la SubPc-
NH, 8
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Cette SubPc, synthétisée avec un rendement global de 26 % a partir du phtalonitrile, est un synthon
clef pour les objectifs suivants, car elle permet d'introduire plusieurs des fonctionnalités visées

(fonction acide, agents chélatants).

11.1.2.2. Introduction d'une fonction acide
A partir du composé 14, une fonction acide carboxylique peut étre introduite par réaction avec 1,1
équivalents d’anhydride succinique dans le THF a température ambiante pendant 12 h (schéma 21).

Le produit est isolé avec 70 % de rendement apres purification.

anhydride succinique
THF

TA., 12h

Rdt =70 %

Schéma 21 : Ouverture de I’anhydride succinique sur la 4-aminophénoxysubphtalocyanine de bore (111)

Le produit a été caractérisé par les méthodes spectroscopiques (RMN 'H, RMN “C, UV) ainsi que
par spectrométrie de masse (MALDI-TOF et masse exacte ESI). Le spectre de RMN présente des
signaux de déplacement caractéristiques d’un proton d’amide (9,59 ppm) et d’un proton d’acide
carboxylique (11,55 ppm) ainsi que les multiplets correspondant aux protons des CH, aliphatiques
du groupement introduit (0,84 et 1,26 ppm).

Le chromatogramme HPLC du composé 14 présente quant a lui un pic principal au temps de

rétention de 2,83 min et donne une pureté de 94 % (C18).

11.1.2.3. Introduction d'une fonction alcyne

Plusieurs méthodes ont été envisagées afin d’amener un groupement alcyne vrai en position apicale.
Une premicre utilise la subphtalocyanine bromée 7, précédemment synthétisée, pour introduire le
groupement alcyne par couplage pallado-catalysé de type Sonogashira (schéma 22). La mise en jeu
de ce dérivé avec ’acétyléne protégé par un groupement triméthylsilyle dans les conditions de

couplage s’est malheureusement révélée non concluante, malgré plusieurs essais.
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= 5 5 Pd(PPhg3),
< > r

Cul, NEty
THF, 70°C

Schéma 22 : Essai de synthése d’une subphtalocyanine fonctionnalisée par un alcyne par couplage de
Sonogashira

La deuxiéme méthode envisagée consiste a réaliser une réaction de couplage peptidique entre le
dérivé amine 8 et I’acide propargylique (schéma 23). Cependant la formation du produit n’a pas été

observée, ce qui peut €tre attribu¢ a la faible réactivité du dérivé alcyne.

acide propargylique

EDC, NHS

DMF, TA.

Schéma 23 : Essai de synthése d’une subphtalocyanine fonctionnalisée par un alcyne par couplage
peptidique

Une derniére approche utilise I’hydroquinone, qui est introduite en position apicale par substitution
du chlore de la SubPc 3. L’alkylation du phénol 15 par I’action du bromure de propargyle dans le
diméthylformamide en présence de carbonate de potassium permet alors d’obtenir une
subphtalocyanine fonctionnalisée par un motif alcyne terminal (schéma 24). Les deux étapes

conduisent au composé désiré avec un rendement global de 78 % a partir du composé 3.

Hydroquinone Bromure de propargyle

toluéne K,CO3 DMF \ 0O Q _
_—
reflux, 15 60°C,5h
3
Rdt = 86 % Rdt=91%

Schéma 24 : Syntheése du composé 16 par substitution apicale puis alkylation

La présence du groupement alcyne vrai est confirmée par spectroscopie de RMN du proton. Le

proton de I’alcyne vrai conduit a un triplet a 2,39 ppm de petite constante (‘J= 2,4 Hz) dii au
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couplage avec les protons du groupement _

32
méthylénique a travers la triple liaison. Ce | ,

P~ ~” N
composé a également pu étre cristallisé par e e, |

N /\ N / (/\
évaporation lente d’un mélange N\ \\<\\ !

-
dichlorométhane/heptane, et 1’analyse par \———< ( *\
. . . . .4/ ‘/\/\/\j‘
diffraction des rayons X des cristaux a permis N / A \k
U p—

d’obtenir sa structure cristallographique A
(figure 64). Figure 64 : Vue ORTEP du composé 16

11.1.3. Propriétés photophysiques des subphtalocyanines fonctionnelles

Afin de confirmer que les synthons amine, acide et alcyne conservent leurs propriétés optiques, nous

avons réalisé des mesures d’absorption et de fluorescence (tableau 15).

Composé Solvant Ap, (NM) dew(mm) £ (.10° mol”.L.cm™) o

3 SubPc-Cl CHCI, 565 571 101,2 0,25
13 SubPc-NO, CHCI, 563 572 56,7 0,14
8  SubPc-NH, CHCI, 562 571 79,1 0,01
CHCI, + TFA 564 572 81,0 0,15

14 SubPc-COOH MecOH 560 569 52,8 0,07
16 SubPc-CCH CHCI, 564 572 52,3 0,10

Tableau 15 : Propriétés photophysiques des SubPc fonctionnelles (a : 298 K ; Réference : rhodamine 6G
dans MeOH, ¢= 0,96, A,.= 488 nm ; Incertitude de mesure : £ 10 %)

De maniere générale, la substitution apicale du chlore du composé 3 conduit a une diminution du
coefficient d’extinction molaire et du rendement quantique de fluorescence. Le cas de I’amine 8 est
particulier car son rendement quantique de fluorescence est trés faible dans le chloroforme. On
suppose que ce phénomene est dii & un transfert d’énergie de type PET entre I’azote porté par le
groupement aromatique apical et le cceur aromatique fluorescent, qui conduit & une extinction de
fluorescence. Ce type de transfert, mettant en jeu une SubPc et un centre azoté donneur situé en

192d,205

osition apicale, a déja pu étre observé dans la littérature mais n’a jamais été étudié dans le
9 b

but de de mettre au point des sondes fluorescentes activables.

Cette hypothése est confirmée grace a la mesure de I’absorption en présence d’acide
trifluoroacétique. La fluorescence est restaurée a mesure que la quantité d’acide augmente, ce qui

témoigne de I’annulation du phénomene de transfert par protonation de ’aniline (figure 65).



Chapitre I, partie Il : Synthése, fonctionnalisation et étude de subphtalocyanines

Y
018 1 N7 N/%O”H

g 0167 By :
8~ 0,14 ¢ =N A :
g eh i N :
58 01 : "
5 . : +f
= 2 0,08 - 5 NZON
) o : )
_°§ 5 0.06 5 -G
£ 0,04 - :
B 0,02 1 8- H+
O‘ T T P T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

Pourcentage de TFA dans le chloroforme (volume)

Figure 65 : Rendement quantique de fluorescence du composé 8 en fonction du pourcentage de TFA ajouté
(solution a 0,1 % en volume - CHCI;)

Cette famille de composés semble donc appropriée pour la mise au point d’une sonde intelligente
dont les propriétés dépendent du pH. La valeur du pKa doit cependant étre ajustée pour concorder
avec un pH d’intérét biologique, et I’ajout de fonctions permettant d’utiliser le composé en milieu

aqueux peut également étre intéressant.

D’autre part, on remarque que ’acylation de I’amine, comme dans le cas de la SubPc-COOH 14,
limite le phénomene de transfert. La SubPc-NH, 8 reste donc toujours un intermédiaire de synthese

potentiel pour introduire d’autres groupements d’intérét par couplage peptidique.

11.2. Synthése et étude de systemes sensibles au pH

11.2.1. Synthése d'akylamino-phenoxy subphtalocyanines

Afin d’adapter le pH d’activation des SubPcs pour des applications biologiques, nous avons cherché
a moduler la nature de I’aniline apicale. Les anilines secondaires ou tertiaires, qui possedent des pKa
supérieurs aux anilines primaires, seront plus adaptées. L’objectif consiste donc a introduire des

groupements N-alkylaminophénoxy en position apicale de la subphtalocyanine.

En premier lieu, les groupements alkyles seront de type méthyle ou éthyle, conduisant a des sondes
organosolubles. Afin d’étudier et d’utiliser ces agents en milieu aqueux, il sera alors nécessaire de
les incorporer dans des liposomes, ce qui sera abordé dans le deuxiéme chapitre. Nous avons
¢galement souhaité introduire des groupements alkyles porteurs de fonctions hydrosolubilisantes

afin de mettre au point une sonde activable hydrosoluble.
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11.2.1.1. Sondes organosolubles

Deux chemins synthétiques ont été envisagés pour introduire des motifs dialkylaniline en position
apicale : I’alkylation direct la SubPc-NH, 8 ou la substitution apicale sur la SubPc-Cl 3 avec des

phénols porteurs d’un groupement alkyle amine.

La premiére stratégie a permis d’obtenir les deux espéces alkylées 17 et 18 en utilisant deux
équivalents d’iodure de méthyle ou de bromure d’éthyle en présence de carbonate de potassium dans

le DMF (schéma 25).

EtBr ou Mel R
/O@NH2 KoCO3, DMF OON\R 17 R=Me Rdt=30%

N > N N/>N
50°C, 12 h B 18 R=Et Rdt=31%

Schéma 25 : Méthylation et éthylation de la SubPc-NH, 8

Les rendements restent cependant faibles car les réactions conduisent également aux espeéces
cationiques trialkylées, plus polaires, qui sont éliminées lors des purifications sur colonne de silice.
Le succes des alkylations se confirme par les analyses de spectroscopie de RMN du proton et du

carbone ainsi que par spectrométrie de masse.

Pour la deuxi¢me stratégie synthétique, les phénols utilisés sont substitués en position méta car les
équivalents para-substitués ne sont tout simplement pas accessibles commercialement. Cependant,
on peut espérer que l’orientation méta rapproche 1’azote donneur du cceur fluorescent afin de
favoriser le phénomeéne de transfert. Le chlore apical du composé 3 peut étre substitu¢ par les
groupements voulus en utilisant les conditions opératoires habituelles. La réaction, ici relativement
longue (48 heures), conduit aux SubPcs souhaitées avec respectivement 58 et 51 % de rendement

apres purification (schéma 26).

R
3-alkylaminophénol 7\ N-R

)\ C toluéne @
R=M = 9
NN \ 19 e Rdt=58%
Y N‘B\N > reflux, 36 20 R=Et Rdt =51 %

—_ g
N

Schéma 26 : Synthese des composés 19 et 20 par substitution du chlore apical du composé 3
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Ces deux derniers composés ont ét¢ analysés par les techniques spectroscopiques courantes. De plus,
leurs structures cristallographiques ont été résolues par diffraction des rayons X et sont présentées

sur la figure 66.

Figure 66 : Structures cristallographiques des composés 19 (gauche) et 20 (droite)

Comme on peut le voir sur la structure de droite, le composé 20 co-cristallise avec une molécule de

dichlorométhane.

11.2.1.2. Sonde hydrosoluble

Comme mentionné plus haut, nous avons également cherché a préparer une version hydrosoluble de
subphtalocyanine activable. Dans cet objectif, le composé¢ 8 a ¢ét¢ mis en présence de deux

équivalents de 1,3-propanesultone, dans la DMF a 50°C (schéma 27).

Schéma 27 : Condensation de la SubPc-NH, 8 avec la 1,3-propanesultone
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Plusieurs produits peuvent potentiellement étre formés, a savoir les espéces de mono-, di- et tri-
alkylation. La premicre étape de purification, une chromatographie sur colonne de silice, permet
d’éliminer I’espéce quaternisée. Puis une chromatographie en phase inverse (C18) sépare les
différents composés restants : le produit désiré (21), le produit de monoalkylation et le produit de
départ résiduel. L’attribution des différents produits a été réalisée par spectrométriec de masse
MALDI-TOF. Les chromatogrammes HPLC des produits isolés lors de la deuxieme étape de
purification sont superposés au chromatogramme du mélange apres purification en phase normale
sur la figure 67. Le rendement est faible (12 %), compte tenu des pertes occasionnées par les

différentes étapes de purification.

50.0-

_rnAU WWVL:565 nm)
|
40,0+ |
30,0 ||
1
2007 | . A Monosulfonique A
00, ". | Disulfonique (21)A
S || i Homque (21
1 MélangeA
g T VRN | (——— T - A |
| \~ _
min
.5.0 ey —— ———— ———————
0.00 1,00 2,00 3,00 400 500 6.00

Figure 67: Chromatogrammes HPLC du mélange avant purification en phase inverse et des produits apres
purification

Le composé d’intérét (21) a été¢ analysé par RMN du proton et spectrométrie de masse exacte ESI
négative. Les différents amas isotopiques observés sont attribués sur la figure 68. On retrouve les
amas correspondant aux espéces monochargées ([M-H]| et [M-2H+Na]) ainsi qu’a l’espece

dichargée [M-2H]*, qui conduit au pic majoritaire.

La SubPc-PropSulf, 21 est totalement soluble dans I’eau ou dans le PBS (tampon phosphate pH
7,4), contrairement a 1’espéce monoalkylée, ne contenant qu’un seul acide sulfonique, pour laquelle

il est nécessaire d’additionner du DMSO (10 % vol.).
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Figure 68: Spectre de masse exacte du composé 21 et superposition avec le spectre théorique de |’espéece
dichargée [M-2H]” (haut droite)

11.2.2. Etudes des propriétés d’activation

L’aniline et les alkyles anilines précédemment synthétisées ont été étudiées en termes d’activation
de fluorescence. Ces mesures ont été réalisées dans le DMF en utilisant 1’acide sulfurique comme
source protonique dans le cas des espéces hydrophobes (8, 17-20), et dans des tampons aqueux dans
le cas de I’espéce hydrosoluble 21. Les propriétés photophysiques de ces différents composés,
notamment le rendement quantique de fluorescence, ont été¢ déterminées a 1’état OFF (en I’absence
d’acide) ainsi qu’a 1’état ON (en présence suffisante d’acide). Il est ainsi possible de définir le
facteur d’augmentation (F) qui correspond au rapport des deux rendements quantiques a chaque état.
Il traduit I’efficacité du fluorophore comme sonde activable (figure 69). 1l est également possible de

définir le volume d’acide a partir duquel la moitié de la fluorescence est restaurée (V).

Notons que la concentration en SubPc des solutions étudi¢es est pour tous les cas la méme afin de
pouvoir comparer les résultats obtenus. Il a également été vérifié que 1’ajout d’acide n’a pas
d’influence sur Dl’allure des spectres d’absorption, ainsi que sur le rendement quantique de
fluorescence dans le cas d’un composé non activable (SubPc-NO, 8). Les résultats obtenus pour les

différents composés synthétisés sont reportés dans le tableau 16.
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Figure 69 : Superposition des spectres de fluorescence de la SubPc-NH, (14) dans le DMF pour différents
volumes d’acide sulfurique dilué (0,01 % vol.) ajouté (gauche) et rendement quantique de fluorescence en
fonction du volume d’acide ajouté (droite)

Navs/ Aem € Vi,
Composés Solvant b, F
(nm)  (.10° mol”.L.cm™) (uL)
8 SubPc-NH, DMF 563/572 85,4 0,006 20.2 50
DMF + H,SO, 564/573 88,2 0,121
17  SubPc-NMeg, (p) DMF 563/572 79,6 0,009 7.4 R0
DMF + H,SO, 564/573 76,9 0,067
18  SubPc-NEt, (p) DMF 565/572 72,4 0,008 6.8 100
DMF + H,SO, 564/573 73,1 0,054
19  SubPc-NMe, (m) DMF 564/570 72,1 0,002 505 300
DMF + H,SO, 565/573 83,6 0,101
20  SubPc-NEt, (m) DMF 564/570 72,1 0,003 277 400
DMF + H,SO, 564/573 83,6 0,083
Tampon pHy,
21  SubPc-NPropsulf, pH 8 563/572 57,9 0,011 33 pHS
pH3 563/574 58,4 0,036

Tableau 16 : Proriétés d’absorption, d’émission et d’activation des SubPc 8 et 17 a 21 (298 K ; Réference :
rhodamine 6G dans MeOH, ¢r= 0,96, A,.= 488 nm ; Incertitude de mesure : = 10 %)

Notons que le facteur d’augmentation F est plus élevé dans le cas des alkylamines positionnées en
meta du groupement phénoxy. Ceci peut étre attribué a la plus grande proximité entre le centre azoté
donneur et le cceur aromatique fluorescent, comme anticipé plus haut. Le phénoméne de transfert,

dépendant de la distance, est ainsi plus efficace et la fluorescence de I’état OFF est donc plus faible.
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Le volume de demi-activation Vi est théoriquement dépendant du pKa du composé. Plus I’aniline

est basique, plus il sera faible. Cependant, dans le cas des espéces organosolubles 17 a 20, les
valeurs obtenues ne sont pas en adéquation avec celles attendues. En effet, le volume d’acide
nécessaire pour activer la sonde augmente avec le pKa de 1’aniline, ce qui traduit un comportement
inverse aux prévisions. De plus, les valeurs sont étonnamment élevées dans le cas des especes

substituées en position méta. Ce phénomene reste malheureusement jusqu’a maintenant inexpliqué.

Dans le cas de la SubPc-Propsulf, 21, le pH de demi-activation, pH auquel la moiti¢ de la
fluorescence est restaurée, est de 5. Ceci est en adéquation avec le pKa d’une aniline secondaire.
Cependant, le facteur d’augmentation (F = 3,3) calculé pour ce composé est beaucoup plus faible
que pour les especes organosolubles. Néanmoins, les spectres d’absorption et d’émission de cette

sonde confirment sa bonne hydrosolubilité et I’absence d’agrégation (figure 70).
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= _
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Figure 70 : Superposition des spectres d’absorption, d’émission et d’excitation du composé 21 dans le PBS
(pH 7,4)

En résumé, les subphtalocyanines organosolubles ont montré un potentiel d’activation intéressant de
part leur facteur d’augmentation appropriés. Mais pour des raisons inexpliquées, le pH d’activation
n’est pas en adéquation avec les critéres d’une sonde pH-activable utilisable en milieu biologique.
Au contraire, le pH d’activation de I’espeéce hydrosoluble est satisfaisant, mais son facteur
d’augmentation est faible. Cette dernicre est donc a considérer plutdt comme une sonde fluorescente

« toujours ON » plutot qu’une sonde activable.
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I1.3. Introduction d'agents chélatants

Comme mentionné plus tot, nous nous sommes €galement intéressés a la mise au point de systemes
ditopiques associant une subphtalocyanine a un agent chélatant afin d’explorer I’accessibilité de
sonde bimodales IO/IRM ou IO/TEP-TEMP a partir de subphtalocyanines. Deux types d’agents
chélatants ont été envisagés : une polyamine linéaire de type DTPA et une version cyclique de type
DOTA. 1l est également anticipé que le motif polyaminocarboxylate permettra d’apporter de

I’hydrosolubilité au systéme.

11.3.1. Introduction d’un agent chélatant linéaire analogue du DTPA

Dans un premier temps, la synthése d’une subphtalocyanine porteuse d’un agent chélatant linéaire a
¢été envisagée par condensation du composé 8 avec le DTPA-dianhydride (schéma 28), par analogie
avec un exemple de la littérature.”” Les auteurs parviennent a obtenir sélectivement le composé issu
de I’ouverture d’un anhydride d’acide, sans observer le produit de di-condensation.

)

B\ o 2:%
A e QH e

N
g 3 o
DMSO 22
_ovsR N
8 TA. 12h
o o HO 0
+
0 0 0O HO N HN@O\
o)\/N\/\N/\/N\/gO ?;OHN SubPc
H(OH /OONH NQ
0 SubPd I ey

Schéma 28 : Essai de synthése du composé 25 par condensation avec le DTPA dianhydride

Cependant, les analyses (CCM, HPLC et MALDI-TOF) montrent que dans notre cas les deux
produits se forment. Bien que ces deux composés soient potentiellement séparables et isolables par
chromatographie en phase inverse, nous avons plutot choisi d’utiliser une méthode sélective pour

introduire le motif DTPA.

La deuxie¢me stratégie utilise donc un dérivé du DTPA pour lequel quatre des cinq fonctions acides
sont sélectivement protégées sous forme d’esters tert-butyliques (DT4AtBu). Le couplage
peptidique entre ce composé et la SubPc-NH, est réalis¢ dans le THF, en présence d'un agent de

couplage, I'HBTU, et d'une base, la DIPEA (schéma 29).
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Schéma 29 : Synthese de la SubPc-DTPA 22 par couplage peptidique puis déprotection des groupements
acétates

Le suivi par CCM met en évidence la formation du produit, mais montre également que la réaction
est incompléte lorsque les deux synthons sont mis en jeu de facon équimolaire. L'utilisation d'un
exces de polyaminocarboxylate permet alors d’augmenter la conversion. Mais il est cependant
préférable de rester dans les conditions d'équivalence, car I’excés d’aminoacide est ensuite difficile a

séparer du composé d’intérét lors de la purification sur colonne de silice.

La SubPc-DTPA-tBu, 23 est ainsi obtenue avec 50 % de rendement. Les fonctions acides peuvent
ensuite étre libérées par traitement au TFA pur a température ambiante pendant 15 h. Le produit,

alors hydrophile, est isolé par précipitation et lavages dans le dichlorométhane.

L’analyse par spectroscopie de RMN du proton du composé protégé 23 permet de confirmer le
succes du couplage peptidique (figure 71). L’intégration des signaux correspondant aux protons des
groupements fert-butyles (h, i et j) est en concordance avec les intégrations des signaux
caractéristiques du motif subphtalocyanine (a, b, ¢ et d). On note ¢galement la présence des signaux
des protons aliphatiques du dérivé DTPA (f et g) ainsi que du signal du proton de I’amide (e) qui

attestent également du succes de la réaction.

Le spectre de RMN du proton du composé déprotégé 22, réalisé a haute température (400 K) afin de
garantir une meilleure résolution des signaux des protons aliphatiques, se caractérise par la

disparition des signaux des protons des groupements terz-butyles (non présentg).
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Figure 71 : Spectre de RMN 'H du composé 23 (CDCI;, 500 MHz, 300 K)

Ces deux composés ont également été analysés par spectrométrie de masse basse résolution
(MALDI-TOF) et haute résolution (ESI). Les spectres obtenus permettent de confirmer la nature du

produit obtenu et I’absence de produit de départ résiduel.

11.3.2. Introduction d’un agent chélatant cyclique analogue du DOTA

Une stratégie identique a été adoptée en vue d'introduire le dérivé de type DOTA. Le précurseur
DO3AtBuA commercial est engagé dans les mémes conditions de couplage peptidique que
précédemment, et le composé tri-protégé 24 est isolé avec 61 % de rendement aprés purification
chromatographique. Puis de la méme manicre, les groupements acétates sont déprotégés en milieu
acide pour conduire a la SubPc-DOTA 25 avec 95 % de rendement, soit 58 % de rendement global

sur les deux étapes (schema 30).
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HBTU
. 24 R=tBu  Rdt=61% R
THF
TA, 12h J TFA, TA., 12h

25 R=H Rdt =95 %

Schéma 30 : Synthese de la SubPc-DOTA 25

Comme pour le dérivé DTPA, le succes de ces deux étapes est confirmé par spectroscopie RMN du
proton, ainsi que par spectrométrie de masse (MS MALDI-TOF et HRMS ESI). Le spectre de RMN

'H du composé aprés déprotection, réalisé a haute température, est présenté figure 71.
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Figure 72 : Spectre de RMN 'H du composé 25 (DMSO-d,, 600 MHz, 400 K)
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On note ici I’absence des signaux correspondant aux groupements fert-butyles a 1,25 et 1,41 ppm

pour le précurseur protégé 24, ce qui confirme la déprotection des fonctions acides carboxyliques.

11.3.3. Métallation avec des métaux utiles pour I'imagerie

Nous avons ensuite métallé ces deux ligands avec différents métaux d’intérét pour
I’imagerie médicale : le gadolinium (IRM) ; les analogues froids de I’indium-111, du gallium-67/68,

du cuivre-64, du lutétium-177 et de I’'yttrium-86 (TEP-TEMP).

Bien que les deux ligands 22 et 25 soient trés hydrophiles, ils ne sont pas complétement solubles
dans I’eau pure. Les métallations sont donc réalisées dans un mélange eau/DMSO 95:5 (v/v). La
méthode générale consiste a placer le mélange a pH 6-7, a introduire le réactif métallique puis a

laisser la réaction sous agitation a 50°C pendant 2 heures (schéma 31).

26 M=In

SubPc-DTPA 22 MX, ou MXs3

DMSO / H,0 (5 : 95, vol)
o 27 M=0Gd
SubPc-DOTA 25 50°C, 2h
28 M=In
29 M=Ga

30 M=Cu

31 M=Lu

32 M=Y

Schéma 31 : Métallations des ligands SubPc-DTPA 22 et SubPc-DOTA 25

Les différents produits métallés sont ensuite isolés et lavés a I’eau par centrifugation afin d’éliminer

I’excés de réactif métallique.

Le tableau 17 reprend les réactifs utilisés, les rendements de métallation obtenus ainsi que les
résultats des analyses spectrométriques (masse exacte, ESI) et chromatographiques (HPLC). Les
rendements de réaction sont variables selon la nature du métal introduit. Les suivis en spectrométrie

de masse (MALDI-TOF) des différentes réactions attestent d’'une compléte métallation.
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Masse exacte (m/z [M+Na]") | Pureté
Composé Réactif Rendement

Théorique Expérimentale HPLC
26  SubPc-DTPA-In InCl, 81 % / / 93,2 %
27  SubPc-DOTA-Gd Gd(NO,), 82 % 1067,2383 1067,2398 96,5 %
28  SubPc-DOTA-In InCl, 74 % 1024,2172 1024,2181 86,2 %
29  SubPc-DOTA-Ga GaCl, 51% 978,2389 978,2411 87,5 %
30 SubPc-DOTA-Cu Cu(NO,), 66 % 973,2507 973,2522 95,9 %
31 SubPc-DOTA-Lu LuCl, 51% 1084,2541 1084,2561 89,2 %
32 SubPc-DOTA-Y YCl, 92 % 998,2191 998,2199 87,5 %

Tableau 17 : Récapitulatif des réactifs utilisés, rendements obtenus et valeurs analytiques caracteéristiques
lors des métallations des composés 26 et 32

La perte de produit peut étre attribuée au mode d’isolement et de purification. En effet, selon la
nature du métal, ’hydrosolubilit¢ du complexe est variable. Ainsi, les lavages en milieu aqueux
(centrifugation) vont conduire a une perte plus ou moins importante de produit. Dans tous les cas,

les composés isolés possedent une pureté, déterminée par HPLC, relativement satisfaisante.

Rappelons que ces composés sont des modeles de sondes bimodales qui ont été préparées dans le
but de déterminer leur accessibilité et leurs propriétés (excepté pour le complexe de gadolinium). Il
faut donc noter que le ligand n’est pas toujours parfaitement adapté au métal. En effet, I’introduction
d’un dérivé de taille réduite de type NOTA a la place du dérivé DOTA serait plus adéquate dans le
cas du cuivre ou du gallium.” Pour cela, le chemin synthétique mis en place dans le cas du dérivé

DOTA pourra facilement étre utilisé¢ pour introduire le NOTA.

11.3.4. Etudes des propriétés des complexes

Les complexes ont ensuite été¢ évalués en terme de propriétés imageantes, afin de déterminer leur

aptitude a produire le signal d’intérét.

11.3.4.1. Etude des propriétés photophysiques

Les propriétés d’absorption et d’émission des ligands libres, des précurseurs protégés ainsi que des
complexes ont ét¢ mesurées par spectroscopie d’absorption et fluorimétrie, et ceci dans différents

solvants (MeOH, DMSO ou 5% DMSO vol. dans I’eau). Les résultats figurent dans le tableau 18.
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Composé Solvant A (@m) A, (nm) £ (.10° mol'.L.cm™) ¢,

23  SubPc-DTPAtBu, CHCI, 563 571 66,1 0,10
22 SubPc-DTPA MeOH 560 570 65,1 0,18

DMSO 566 574 / 0,06

5% DMSO/H,0 567 575 / 0,10
26 SubPc-DTPA-In MeOH 560 570 63,2 0,10
24 SubPc-DOTAtBu; CHCI, 563 571 67,0 0,12
25 SubPc-DOTA MeOH 560 569 61,6 0,17

DMSO 566 574 / 0,07

5% DMSO/H,0 567 576 / 0,07
27 SubPc-DOTA-Gd  MeOH 561 570 52,1 0,09
28 SubPc-DOTA-In MeOH 561 570 52,1 0,11
29 SubPc-DOTA-Ga  MeOH 561 570 60,3 0,08
30 SubPc-DOTA-Cu  MeOH 560 570 49,6 0,03
31 SubPc-DOTA-Lu  MeOH 559 570 59,8 0,10
32 SubPc-DOTA-Y MeOH 560 570 66,2 0,10

Tableau 18 : Résumé des propriétés photophysiques des ligands 22 et 25, des précurseurs 23 et 24 et des
complexes 26 a 32 (298 K ; Référence : rhodamine 6G dans MeOH, ¢ = 0,96, 1,.= 488 nm ; Incertitude de
mesure : = 10 %)

Pour les ligands libres, les rendements quantiques de fluorescence sont plus élevés dans le méthanol
que dans le DMSO ou le mélange DMSO/H,0. Ceci traduit I’hydrosolubilit¢é non optimale des
composés, soit une probable agrégation, ce qui conduit a la baisse de fluorescence. Dans le cas des
complexes, les mesures ont seulement été réalisées dans le méthanol, car suite a la métallation, le

composé perd de son hydrosolubilité.

Dans le cas du complexe de cuivre, la fluorescence mesurée est plus faible que pour les autres

856.207 ost attribuable a un

complexes métalliques. Ce phénomene, déja observé dans la littérature,
transfert d’énergie de type TEP (Transfer d’électrons photo-induit) entre le métal et le cceur

aromatique fluorescent.

11.3.4.2. Cas du complexe de gadolinium : études de relaxivité

Comme nous avons pu le voir dans I’introduction sur I’imagerie, 1’efficacité d’un agent de contraste
IRM de type complexe de gadolinium est quantifiée par sa relaxivité longitudinale (R,). Nous avons

donc calculé cette valeur dans le cas de la SubPc-DOTAGA 27, en mesurant le temps de relaxation
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pour différentes concentrations. Il est cependant nécessaire que le produit ne contienne pas de trace

de gadolinium libre résiduel, afin d’obtenir une valeur exacte.
[1.3.4.2.1. Mesure du Gd libre

Pour détecter I’éventuelle présence de gadolinium non complexé par le DOTA, nous avons utilisé la
méthode au xylénol.”® Ce chromophore est capable de complexer le lanthanide (log K = 5,8) et

’association métal-ligand est caractérisée par une modification du spectre d’absorption. La méthode

\

consiste @ mélanger la SubPc-DOTAGd avec du xylénol puis mesurer 1’absorption du mélange

(figure 72).
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Figure 73 : Spectres d’absorption superposés pour la mesure du gadolinium libre par la méthode au xylénol
(mesures dans tampon acétate pH 5,8)

Si le xylénol libre possede un maximum d’absorption a 433 nm, le complexe de gadolinium présente
quant a lui une absorption caractéristique a 573 nm. Etant donné que la SubPc absorbe également a
cette longueur d’onde, il est donc nécessaire de soustraire la courbe du mélange a la courbe de la

SubPc-DOTAGGA seule. Le spectre obtenu (tracé continu rouge) est alors a comparer avec le spectre
du xylénol seul en solution (tracé continu bleu).

Dans notre cas, ces deux spectres sont quasiment superposables, ce qui signifie que la SubPc-

DOTAGdA synthétisée ne contient pas de gadolinium libre. La valeur de relaxivité du complexe peut
alors étre mesurée.
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[1.3.4.2.2. Mesure de relaxivité

Les mesures de relaxivité ont été réalisées a I’aide d’un appareil minispec (Bruker), avec lequel il est
possible de déterminer la vitesse de relaxation des molécules d’eau d’une solution donnée. En
réalisant la mesure sur des solutions contenant le complexe de gadolinium a différentes
concentrations précises, il est possible de déterminer la constante de relaxivit¢ du complexe. 1l
correspond au coefficient directeur de la droite représentant 1’inverse du temps de relaxation en
fonction de la concentration en gadolinium (1/T,=f([Gd])) (figure 73). Le composé n’étant pas

totalement soluble dans 1’eau, les mesures sont réalisées dans un mélange eau/DMSO 95:5 (v/v).

1/T, = 4,7271x[Gd] + 375,77A

0A 20A 40A 60A 80A  100A 120A
Gd concentration (mM)A

Figure 74 : Inverse du temps de relaxation longitudinal en fonction de la concentration en gadolinium pour
le composé 27 (eau/DMSO 95:5 v/v)

La méthode permet de déterminer une valeur de relaxivité longitudinale r, a 0,5 Tesla (20 MHz) et a
40°C de 4,73 mM'.s™". Pour comparaison, la valeur déterminée dans le cas du Dotarem” (DOTA-

Gd) dans les mémes paramétres de mesure est de 4,2 mM™.s" >*

11.3.5. Vers une optimisation des propriétés optiques et photophysiques

Comme présenté dans l’introduction sur les subphtalocyanines, 1’extension de la conjugaison
périphérique permet de décaler les longueurs d’ondes d’absorption et d’émission vers la fenétre du
proche infrarouge, ce qui est un atout pour une imagerie en profondeur. Nous avons donc envisagé
de transposer la voie de synthése précédente, permettant d’introduire un groupement aniline en

position apicale, a un analogue de conjugaison étendu des SubPc : la subnaphtalocyanine (SubNc).

D’autre part, il a également été énoncé que la présence d’atomes de fluor en position périphérique
d’une SubPc conduit a un rendement quantique de fluorescence 2,6 fois supérieur (0,66 dans le
DCM contre 0,25 pour la SubPc non fluorée). Nous avons donc également étudié¢ la possibilité

d’appliquer cette voie de synthese a partir de la subphtalocyanine dodécafluorée (F,,SubPc-Cl 5),

-134-



Chapitre I, partie Il : Synthése, fonctionnalisation et étude de subphtalocyanines

d’autant que ce synthon est obtenu avec un bien meilleur rendement de cyclisation (53 %) que le

synthon non substitu¢ (SubPc-Cl 3, 9%)).

11.3.5.1. Subnaphtalocyanine
Le mode opératoire « one-pot » utilisé pour la synthése de subphtalocyanines substituées par un
groupement phénolique en position apicale a été appliqué a la préparation du dérivé

subnaphtalocyanine 33 (schéma 32). Le phtalonitrile est donc ici remplacé par du naphtalonitrile.

( CN 1) BClz p-xylene, ref ux, 30 min
\: i :CN

2) 4-nitrophénol, toluéne

refux, 12 h

Rdt=1,7 %

Schéma 32 : Synthese de la SubNc-NO, 33

L’analyse par CCM du mélange réactionnel met en évidence la présence de quatre produits de
couleur bleue. Ces composés ont été séparés et isolés par chromatographie sur colonne de silice. La
spectrométrie de masse (MALDI-TOF) permet de déterminer que I'une des fractions correspond au
compos¢ souhaité 33. Deux autres fractions peuvent étre attribuées a I’intermédiaire réactionnel
chloré (SubNc-Cl) ainsi qu'une espece pour laquelle la position apicale est hydrolysée (B-OH). Le
dernier produit n’a pas pu étre identifié. La SubNc-NO, est obtenue avec un faible rendement de 1,7
%. Son spectre d’absorption présente une bande de Soret a 327 nm et une bande Q a 656 nm, ce qui

correspond a un déplacement de 93 nm par rapport a la bande Q de la SubPc-NO, 13 (figure 75).

1A
0,8A
0,6A
0,4A
0,2A

— SubPc-NO, (13)5
—— SubNc-NO, (33);

Absorption normaliséeA

OA T T T T 1

300A 400A 500A 600A 700A 800A
Longueur d’onde (nm)A

Figure 75 : Spectre d’absorption de la SuNc-NO, 33
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Méme si le composé obtenu posséde de meilleures propriétés optiques que la subphtalocyanine
simple, le faible rendement de synthése obtenu ne permet pas d’envisager une transposition des

voies de synthese utilisées précédemment pour amener une fonction d’intérét pour la conjugaison.

11.3.5.2. Subphtalocyanine perfluorée

Comme précédemment, le groupement para-nitrophénoxy peut étre introduit par substitution du

chlore apical du composé S dans le toluéne a reflux (schéma 33).

4-nitrophénol

Toluéne

reflux, 15
/o
_B.

Rdt=71%

Schéma 33 : Synthése du composé 34 et essai de réduction du groupement nitro

Le composé 34 est alors obtenu avec un rendement de 71 %. Sa structure cristallographique a été

résolue par diffraction des rayons X (figure 76). Par la

suite, les essais d'hydrogénation catalytique du groupement ¢

nitro n’ont pas permis d’obtenir I’amine voulue. Quelles \"‘/\‘\‘/

que soient les conditions utilisées, le milieu réactionnel /\'}/\

évolue trées rapidement d'une couleur violette, /7? Z// '}:\\»\\

caractéristique du produit de départ, a un bleu intense. La

CCM du mélange montre la consommation compléte du ___<—‘>——

produit de départ et la formation de plusieurs produits. Les £ X

espéces formées ne semblent pas étre stables, car aucune Figure 76 : Vue ORTEP du
composé 34

n'a pu étre isolée par purification sur colonne de silice ou

d’alumine.

La mise au point d’une sonde pour 1’imagerie optique a partir de I’espece perfluorée n’a donc pas

été étudiée plus en détail.
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I.4. Etude du comportement chimique et de la stabilité des subphtalocyanines

synthétisées

Les fluorophores organiques appliqués a I’imagerie optique doivent entre autre posséder une bonne
stabilit¢ chimique et photophysique, ainsi qu’étre inertes vis-a-vis du milieu biologique. Ces
propriétés n’ont que rarement été étudiées dans le cas des subphtalocyanines. Nous avons donc
cherché a comprendre les phénoménes chimiques observés dans le cas des essais de réduction de
I’espece dodécafluorée 34 et a déterminer leur importance dans le cas des SubPc fonctionnelles non

substituées en périphérie, afin d’évaluer leur impact sur leur stabilité chimique.

1.4.1. Comportement chimique

Les mémes types de comportement, a savoir la transformation de la SubPc en un ou plusieurs

produits bleus, peuvent étre observés dans les conditions suivantes :

* Lorsque la subphtalocyanine est mise en présence d’agents ou de solvants potentiellement
nucléophiles, tels que le méthanol, I'hydrogene (en présence de palladium sur charbon), 'ammoniac
ou une amine. L’absorption obtenue est variable selon 1’agent. Ce premier phénoméne est visible si
la subphtalocyanine possede des groupements attracteurs, par exemple dans le cas de ’espéce
perfluorée 34. Il est également observé pour la subphtalocyanine trinitrée 6, lorsqu'on essaie de
réduire les groupements nitro par hydrogénation catalytique. Il est d’autre part irréversible. Dans le

cas de I’espece non substituée (SubPc-Cl 3), il n’est pas observé.

* Lorsqu’une subphtalocyanine est mise en présence d’acide de Lewis, comme le trichlorure

d’aluminium ou le trifluorure de bore.

* Lorsque elle est mise en présence d’acide de Bronsted fort comme [’acide sulfurique
(couleur bleu-vert) ou 1’acide trifluoroacétique (couleur bleu foncé). Cependant, I’espéce formée en
présence d’acide sulfurique n’est stable que quelques dizaines de secondes et le mélange devient
rapidement incolore. Dans le cas du TFA, la solution est inchangée apres plusieurs jours a

température ambiante.

Ces deux derniers phénomenes sont observés aussi bien pour les SubPc non substituées que
substituées. De plus, il est réversible, la SubPc de départ pouvant étre retrouvée par neutralisation de
I’acide. Deux conditions sont donc a différencier, car ils semblent provenir de deux phénomeénes

distincts : la mise en présence d’agent nucléophile et la mise en présence d’acide. Les études
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bibliographiques et des expériences supplémentaires sur ces phénoménes permettent de révéler

certains indices liés au comportement des SubPc.

11.4.1.1. Comportement électrophile

Il a ét¢ montré dans la littérature que la présence de substituants périphériques attracteurs sur la
SubPc conduit 4 une réactivité supérieure en réaction de Kobayashi (élargissement de cycle).'***'?
Nous avons également pu le constater. La condensation de la 1,3-diiminoisoindoline 35 avec le
composé 5 en présence d’acétate de zinc permet en effet d’accéder a la phtalocyanine de symétrie
A;B 36 en quelques heures a température ambiante, alors que ce type de réaction nécessite
habituellement une haute température (150°C) ainsi que la présence d’une base (DBU ou DMAE)

(schema 34).

Rdt =81 %

Schéma 34 : Elargissement de la subphtalocyanine 5 avec la diiminoisoindoline pour obtenir la
phtalocyanine 39

Notons que la premiere étape dans le mécanisme d’ouverture de cycle est généralement supposée
étre ’attaque nucléophile de I’iminoisoindoline ou d’une espece activée de dicyanobenzéne sur le
carbone électrophile situé en alpha de I’azote du pont.*"'

D’autre part, le groupe de Van Lier a également décrit en 2006 la formation d’un produit bleu qui
n’a pas pu étre identifié lorsque la synthése de la SubPc perfluorée S a été tentée a température
ambiante.’’* On peut supposer que le produit observé est un intermédiaire réactionnel de la

formation de la SubPc.

En conclusion, d'aprés nos propres observations et les observations de la littérature, la présence de
suffisamment de groupements attracteurs en position périphérique d’une subphtalocyanine semble
conduire a une plus grande réactivité des liaisons carbones-azotes pontant les unités isoindoliques
vis-a-vis d'especes nucléophiles. Il est donc envisagé que les produits bleus formés dans notre cas
soient des especes, cycliques ou non cycliques, issues de la transformation d’une ou de plusieurs de

ces liaisons sous 1’action de I’agent nucléophile.
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Méme si le phénomene n'a pu étre complétement expliqué, il permet de conclure que I'utilisation de
subphtalocyanines porteuses de groupements attracteurs pour la synthése d'especes utiles a
l'imagerie médicale n'est pour I’instant pas envisageable. Ce constat nous a également pouss¢ a
¢tudier plus en détail la stabilit¢ des sondes basées sur le motif subphtalocyanine non fluoré
synthétisées précédemment. Mais dans un premier temps nous avons exploré le phénoméne

réversible d’interaction avec les acides de Lewis et de Bronsted.

11.4.1.2. Comportement basique

Dans le cas de la réactivité en présence d’acide de Lewis, des phénomenes similaires ont déja été
observés dans la littérature. Le groupe de T. Bender a récemment publié une méthode de substitution
apicale basée sur I’utilisation du trichlorure d’aluminium.** L’article mentionne que la mise en
présence des SubPc avec cet agent conduit a une coloration bleue, attribuée a 1’interaction de 1’ AlCI,

avec I’un des azotes pontants (interaction acide-base).

Nous avons choisi d’explorer plus en détail le cas de 1’utilisation d’acide de Bronsted. Il a été
montré a de nombreuses reprises que la mise en solution d’une phtalocyanine dans 1’acide sulfurique
ou dans I’acide trifluoroacétique conduit a la formation d’une espéce de couleur marron, attribuable
a une forme ou un voire plusieurs atomes d’azote pontant les unités isoindolique sont protonés.”* A
I’inverse, la possibilit¢ de protoner les ponts azotés des subphtalocyanines a seulement été

briévement mentionnée dans la littérature (cas de I’'H,SO,).""*

Pour former les espeéces mono ou multi-protonées, I’emploi d’acides organiques a été nécessaire afin
d’éviter la présence d’eau, présumée responsable de I’instabilité de 1’espece formée (cas de I’acide
sulfurique). Nous avons alors réalisé les études de protonation en utilisant 1’acide trifluoroacétique
(TFA, pKa = 0,3), l’acide méthanesulfonique (MSA, pKa = -1,9) et Dacide
trifluorométhanesulfonique (TMSA, pKa = -14,9).

Afin de mettre en évidence le phénomene de premicre protonation, nous avons réalisé un dosage
spectroscopique par ajout de TFA. A mesure que le pourcentage de TFA ajouté croit, une absorption
a environ 610 nm peut étre observée dans le cas du composé 3 (SubPc-Cl). Comme mis en évidence

figure 77, le TFA n’est pas un acide suffisamment fort pour compléter la protonation.
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AbsorbanceA
soranee l SubPc-Cl (3) dans CHCI, x
1,6A contenant :A— (A
_ — 0,334
LaA 0,67A
12A 0,99A
) 1,64A
1A 3,22A
_ 6,25A
0.8 9,09A
14,29A
33,33A
— 66,66 % de TFA (vol.)A
500A 600A 700A 800A

Longeur d’onde (nm)A

Figure 77 : Superposition des spectres d’absorption du composé 3 dans le chloroforme contenant un
pourcentage croissant de TFA

Lorsque la subphtalocyanine est mise en solution dans un acide plus fort, de nouvelles espéces sont
formées. Dans le MSA, cette SubPc conduit & un maximum d’absorption a 631 nm, et 665 nm dans
le cas du TMSA (figure 78). Notons que la mise en solution dans un mélange DCM/TMSA conduit
a la précipitation du produit, ce qui laisse a penser que le composé formé est une espece
multichargée. De plus, I’étude montre que ce phénomene de protonation dépend de la richesse
¢lectronique du macrocycle. En effet, dans le cas de la subphtalocyanine perfluorée 5, elle procéde
plus difficilement. Dans le TFA pur, I’espéce monoprotonée n’est quasiment pas observée (figure

79).

Des tests ont d’autre part montré la reversibilit¢ du phénoméne lorsque ’acide utilisé est le TFA.
L’ajout d’eau ou d’une base non nucléophile conduit généralement & un retour a 1’absorption
initiale. Ceci n’est pas systématiquement vrai pour le MSA et le TMSA, pour lesquels les especes

formées semblent plus instables.
Une étude plus poussée de ce phénomene de protonation, notamment a travers des dosages précis,

peut étre envisageable pour calculer la valeur du pKa de chacun des azotes pontants, et ceci pour des

subphtalocyanines de richesse électronique variable.
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Figure 78 : Superposition des spectres d’absorption du composé 3 dans le chloroforme, le TFA, le MSA et le

TMSA
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Figure 79 : Superposition des spectres d’absorption du composé 5 dans le chloroforme, le TFA, le MSA et le
TMSA
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Ces mesures ont permis de montrer qu’il était possible de protoner les ponts azotés des
subphtalocyanines. A notre connaissance de la bibliographie, nous sommes les premiers a mettre
clairement en évidence ce phénoméene. D’autre part, les subphtalocyanines semblent relativement

stables en conditions acides, mais seulement si I’acide utilisé est organique.

11.4.2. Interprétation des phénomeénes

En terme de comportement chimique, les

résultats obtenus permettent de rationaliser R =
Basicité diminuéeA

certains points liés a la stabilit¢ et a la (5-N) 4

réactivit¢ des SubPc en fonction de leur
richesse électronique (figure 80). Lorsque le
cycle aromatique est appauvri en électrons, la F
SubPc présente une plus faible basicité des
ponts azotés ainsi qu’une plus grande Electrophilie augmentéeA
o . 5+ M)A
réactivit¢  des  liaisons  carbone-azotes
pontantes. Comme nous avons pu le voir Figure 80 : Conséquences de la présence de

) ) . ) substituants périphériques attracteurs
précédemment, ce phénomeéne est moins
important dans le cas d’une subphtalocyanine
substituée, qui ne présente pas de groupements attracteurs. Ainsi, il semble y avoir une corrélation
directe entre le caractére donneur ou accepteur des substituants et la réactivité de certains sites de la
molécule, soit la stabilité chimique de la SubPc. On peut donc penser qu’une subphtalocyanine

substituée par des groupements donneurs sera moins réactive vis-a-vis des especes nucléophiles

mais plus facilement protonable. Cette proposition reste a verifier.
11.4.3. Stabilité chimique et photophysique

11.4.3.1. Stabilité chimique

Suite aux constats précédents, nous avons ¢tudié la stabilité chimique de certaines des sondes
préparées par suivis UV. Ces suivis ont été réalisés sur une subphtalocyanine hydrosoluble, la
SubPc-DTPA 22, et dans trois solvants : le méthanol, le DMSO et I’eau. Les échantillons suivis ont
été placés sous agitation et selon le cas en 1’absence ou en présence de lumiére. A titre de
comparaison, des mesures ont également été réalisées dans le dichlorométhane sur une
subphtalocyanine organosoluble, la SubPc-NO, 13. Les mesures consistent a suivre dans le temps
I’absorbance a la longueur d’onde d’absorption maximale. Les courbes d’évolution de I’absorbance

en fonction du temps sont représentées sur la figure 81.
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Figure 81 : Evolution de I’absorbance de deux subphtalocyanines en fonction du temps : influence du solvant
et de la lumiére

On note tout d’abord que la SubPc-NO, est stable en milieu organique sur toute la durée de la
mesure, que ce soit en présence ou en absence de lumiére. Au contraire, la SubPc-DTPA montre une
instabilité dans les trois solvants étudiés. Cette instabilité est plus importante dans le DMSO que
dans le méthanol, et plus importante encore dans I’eau. Ce phénomene peut étre attribuable au
caractere nucléophile des solvants étudiés. De plus, la présence de photons semble augmenter

davantage le phénomene de dégradation.

Nombreux sont les nucléophiles présents en milieu physiologique, notamment des amines, des thiols
ou autres. Nous avons donc complété nos mesures en réalisant un suivi en présence de méthylamine
(100 équivalents) afin d’évaluer la stabilit¢ de la sonde vis-a-vis de ces agents. Les résultats sont
présentés figure 8§2. Comme précédemment, I’espeéce organosoluble (SubPc-NO,) est relativement
stable, méme en présence de méthylamine. L’instabilité de la SubPc-DTPA dans le méthanol ou
dans I’eau est quant a elle augmentée lorsque 1’on ajoute la base nucléophile. On peut donc
vraisemblablement attribuer ’instabilit¢ observée lors des premieres mesures (solvant seul) a la

réactivité des liaisons C-N pontantes.
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Figure 82 : Evolution de [’absorbance de deux subphtalocyanines en fonction du temps : influence de la
présence de méthylamine

Les SubPc, a minima la SubPc-DTPA 22, présentent donc une instabilité lorsqu’elles sont mises en
présence d’un milieu contenant un agent nucléophile, instabilité qui est accrue par la présence de

lumiére.

11.4.3.2. Stabilité photophysique

Nous avons également réalis¢ des mesures de photoblanchiment a 1’aide d’un fluorimeétre afin
d’évaluer plus précisément I’influence de la lumiere. La mesure a été réalisée sur la SubPc-DTPA
22 en solution dans le méthanol, ainsi que sur la fluorescéine (NaOH 0,1 M) pour comparaison. La
méthode consiste a exciter en continu le fluorophore a sa longueur d’onde maximale d’absorption
(566 nm pour la SubPc et 490 nm pour la fluorescéine) et de mesurer 1’évolution de I’émission de

fluorescence au cours du temps.

Comme le montre la figure 83, la SubPc-DTPA 22 se dégrade plus vite que la fluorescéine.
Cependant, cette dégradation n’est pas linéaire. A nouveau, ceci met en évidence que la perte
d’intensité¢ de fluorescence n’est pas seulement due a I’exposition lumineuse mais est également

d’ordre chimique.
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Figure 83 : Intensité de fluorescence de la SubPc-DTPA 22 dans le méthanol et de la fluorescéine dans la
soude 0,1 molaire sous irradiation continue

11.5. Conclusion

Dans cette partie, nous avons donc pu synthétiser des subphtalocyanines contenant différentes

fonctionnalités utiles a une application dans le domaine de I’imagerie médicale (figure 84).

SubPc hydrosolubleA

SOzH
R= NC\_F (21)

SO;H

R= --NH, (8) 0 \/SO
(0] COOH - M
M (14) Z’/PN ' N
N — | Rr- s -Gd-- j (28)

_ /N

0 (16) g/}/‘/ \/l\\o

(6]
— O
SubPc fonctionnellesA -
SubPc bimodaleA

Figure 84 : Subphtalocyanines fonctionnelles, hydrosoluble et bimodale préparées

La fonctionnalisation apicale permet d’introduire des groupements amine, acide ou alcyne, et les
composés obtenus (8, 14 et 16) conservent leurs propriétés de fluorescence. Ces SubPcs seront

notamment utiles pour permettre une association a un vecteur biologique (chapitre II).
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Nous avons également exploré la possibilité de mettre au point des subphtalocyanines intelligentes
sensibles au pH du milieu. Malgré la faisabilité de synthése et 1’observation d’un comportement
ON/OFF, les mesures photophysiques ont montré qu’un phénomeéne jusqu’a maintenant non
expliqué interférait avec I’activation des sondes. Des ¢études supplémentaires permettraient
éventuellement de mettre en évidence le phénomene interférant. Selon une méthode de synthése
similaire, nous avons également préparé¢ une subphtalocyanine hydrosoluble (21) qui présente une

émission de fluorescence en milieu aqueux.

De plus, des agents chélatants ont été introduits pour permettre une hydrosolubilisation de la sonde
et tirer parti de la présence de métaux utiles a I’imagerie. Certaines propriétés imageantes des
complexes métalliques préparés ont été¢ évaluées, notamment la fluorescence et la relaxivité dans le

cas du complexe de gadolinium 28.

Les essais de transposition des voies de synthese utilisées sur des subphtalocyanines présentant des
propriétés imageantes supérieures (SubNc et F,,SubPc) n’ont pour I’instant pas été fructueux. Mais
ils ont permis de montrer que la présence de groupements attracteurs en périphérie du cycle conduit
a une plus grande instabilité de la sonde. Ce phénomeéne a été étudi€¢ et compris grace a des
expériences et une étude bibliographique poussée. Pour la premiere fois dans la littérature, nous
avons mis clairement en évidence le phénoméne de protonation des ponts azotés des
subphtalocyanines, phénomene qui dépend également de la richesse électronique de la

subphtalocyanine.

Les études de stabilité réalisées sur les sondes synthétisées ont ensuite mis en exergue leur

sensibilité au milieu environnant et a la lumiére.

Malgré la faible stabilité des subphtalocyanines, les composés préparés possedent tout de méme
certaines propriétés requises pour une utilisation comme sonde d’imagerie optique, comme une
bonne hydrosolubilité, une faible tendance a 1’agrégation ou encore une émission de fluorescence
suffisante. Nous avons alors choisi d’explorer quelques unes des approches possibles pour la mise
au point d’agents fluorescents a partir des SubPcs synthétisées par biovectorisation. Nous avons
¢galement étudié leur viabilité pour la microscopie cellulaire. Ces approches seront décrites dans le

chapitre II.

A partir des constats réalisés sur les paramétres chimiques liés & la stabilité de la sonde, on peut
imaginer une conception rationnelle d’une subphtalocyanine plus stable. La substitution
périphérique par des atomes donneurs est une option envisagée pour assurer une plus grande

résistance du cycle aromatique. De plus, ce type de substitution conduira & un déplacement des
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bandes d’absorption et d’émission vers le domaine du proche infrarouge, ce qui constitue également
un avantage non négligeable. Dans cet objectif, il sera donc nécessaire de mener les voies de
synthése développées au départ d’un précurseur dicyanobenzéne di- ou tétra-substitué par des
groupements oxygénés ou soufrés. Cette option hypothétique reste bien entendu a vérifier suite a la

préparation des composés d’intérét par mesure de leurs propriétés.

Si I’approche s’avere concluante, les voies de synthése précédemment établies pourront également
étre améliorées, notamment en utilisant un espaceur trifonctionnel (approche MSAP), afin
d’introduire simultanément une fonction de conjugaison et un agent chélatant et ainsi d’obtenir une

sonde bimodale vectorisable (figure 85).

Groupements périphériques
donneursA

A

= Effet stabilisantA

+ Décalage vers le proche
infrarougeA O
)
Figure 85 : Synthon réactionnel envisagé pour apporter de la stabilité et une voie d’entrée pour [’association
avec agent chélatant et un vecteur biologique

Substituant apical
bifonctionnel A

A

= Approche MSAPA
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Partie lll : Synthése, fonctionnalisation et étude de phtalocyanines pour une
application en imagerie optique

Comme ¢énoncé dans les objectifs, une autre partie de ce travail de theése a consisté a préparer et
¢tudier des sondes appartenant a la deuxieme catégorie de fluorophores envisagés, a savoir les
phtalocyanines. De maniére similaire au cas des subphtalocyanines, il s’agit d’introduire :

* des fonctions réactives (fonctions acides carboxyliques, amine, alcyne) qui seront
notamment utiles pour la préparation de nano-hybrides ;

s un agent chélatant (type DOTA), permettant une bimodalité supplémentaire par chélation

d’un métal actif en scintigraphie ou en IRM (figure 86).

Association avec des
nanoparticules ou des nanotubes

_— (Chapitre 1)
---NH,
= | -—-CoOH
Phtalocyanine Pc fonctionnelles

;L/M

Pc bimodales

Figure 86 : Premiers objectifs de synthése de la troisieme partie du chapitre 11

Les fonctionnalités d’intérét seront introduites en position périphérique, ce qui nécessite de préparer
des phtalocyanines dissymétriques. Comme nous ’avons vu lors de la présentation de ces
fluorophores, la méthode la plus couramment utilisée pour obtenir ce type de phtalocyanines est la

méthode statistique. C’est ce chemin d’acces synthétique que nous avons suivi.

Compte tenu des propriétés de solubilité des composés préparés, nous serons également amenés a
synthétiser des phtalocyanines tétra- ou octasubstituées en périphérie par des groupements
hydrosolubilisants (pyridine, acide carboxylique, DOTA), ce qui nécessitera parfois de synthétiser
au préalable des phtalocyanines tétrafonctionnelles (figure 87). Leur étude en terme de solubilité et
d’agrégation nous poussera alors vers la mise au point d’outils chimiques permettant d’encombrer
stériquement les faces des phtalocyanines et réduire ainsi 1’agrégation. Dans ce cas, nous seront
amenés a préparer des phtalocyanines ou des aza-phtalocyanines octasubstituées par des

groupements de type phényle ortho-substitués.
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Phtalocyanine

Groupements hydrosolubilisants / stériquement
encombrés

Figure 87 : Seconds objectifs de synthese de la troisiéeme partie du chapitre 11

Comme dans le cas des subphtalocyanines, nous serons amenés a étudier plus en détail certaines
propriétés des phtalocyanines, notamment la protonation des azotes pontants, qui guideront parfois

les choix en terme de type de groupement introduit.

lll.1. Synthése de phtalocyanines fonctionnelles

lll.1.1. Synthese de phtalocyanines monofonctionnelles

1l1.1.1.1. Synthese de I'aminophtalocyanine

Le premier chemin d’accés que nous avons envisagé pour obtenir une phtalocyanine fonctionnalisée
par un groupement amine se base sur des exemples de la littérature,”'* et utilise le précurseur 4-
nitrophtalonitrile. Il est condensé de maniére statistique avec 7 équivalents de phtalonitrile, en
présence de deux équivalents d’acétate de zinc et 8 équivalents de DBU. La réaction est menée dans
I’octanol a 130°C, et permet d’obtenir le mélange statistique des deux phtalocyanines de zinc, a

savoir la phtalocyanine monosubstituée 37 et la ZnPc 4 (schéma 35).

NO,
. N N
Zn(OAc), (2 éq) SN AN
ON A ~CN CN  DBU (8¢q) N N= N N=
| + N Zn /N + N Zn /N
Z > CN CN octanol, 130°C, 150 Y—n N Ny
\ _ \ P
(1¢q) (7 eq) N N
37 4

Schéma 35 : Synthése du mélange statistique de la phtalocyanine 37 et du co-produit de condensation 4

Elles peuvent étre séparées des produits de départ et des sous-produits de la réaction par lavages
avec différents solvants, notamment le dichlorométhane et le méthanol, en utilisant un extracteur de
type soxhlet. La séparation des phtalocyanines A;B (37) et A, (4) n’est cependant pas possible
compte tenu de la polarité trop proche des deux composés. Le mélange est donc directement engagé

dans la prochaine étape qui consiste a réduire le groupement nitro en amine.
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La réduction est réalisée selon un protocole de la littérature, qui utilise du sulfite de sodium comme
agent réducteur. Le mélange est agité a 60°C dans le DMF pendant 5 heures, puis le produit est isolé

par centrifugation dans 1’eau suivie de lavages (schéma 36).

Qj &T o { }/Y {?f
+ ZnPc - + ZnPc (4
? ; DMF, 60°C, 5 h ? ;

Schéma 36 : Réduction du composé nitré 37 en amine 38

Comme la différence de polarité entre les deux phtalocyanines est maintenant supérieure, la CCM
du mélange statistique fait apparaitre deux taches de rapports frontaux bien distincts et suffisamment
¢loignés pour envisager une chromatographie sur colonne de silice. Cependant, les essais de
purification montrent que la forte insolubilité des deux composés, et ceci pour plusieurs éluants

testés, nuit a I’¢lution et ne permet pas de séparer les deux produits.

Cette méthode ne permettant pas d’introduire une grande versatilit¢ de fonctions, une autre stratégie

synthétique a été explorée.

111.1.1.2. Synthese de précurseurs phtalonitriles fonctionnels

La substitution du nitro du 4-nitrophtalonitrile par un dérivé phénolique est quant a elle une méthode
de choix pour préparer les précurseurs fonctionnels car elle est applicable a une large gamme de
dérivés. Elle est réalisée dans le DMF en utilisant généralement deux équivalents de carbonate de
potassium et le phénol adéquat. L’isolement du produit apres le temps de réaction nécessaire (2-15
heures) est relativement simple. Il consiste dans la plupart des cas a additionner de 1’eau au mélange

réactionnel puis a filtrer, laver et sécher le précipité formé.

Il est ainsi possible d’obtenir un dicyanobenzeéne substitué en position 4 par un groupement para-
aminophénoxy (39), meéta-carboxyphénoxy (40) ou para-bromophénoxy (41), et ceci avec des
rendements quasiment quantitatifs (schéma 37). Plusieurs de ces composés ont déja été préparés
dans la littérature "

Cette méthode de synthése permet également d’introduire deux fonctionnalités, une fonction acide et
une fonction amine protégée, en utilisant la N-BOC-tyrosine. Le précurseur 42 est dans ce cas

obtenu avec 68 % de rendement.
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39 R = NH, (para) Rdt =94 %
OZN\@[CN dérivé phénolique (1 éq) X (0] CN 40 R = COOH (méta) Rdt = 98 %
> R . )
CN K,CO3 (2-4 éq) ¥ CN 41 R = Br(para) Rdt =95 %
DMF, T.A., 2-15h 0]
OH
42 R= -- (para) Rdt=68 %
HN-BOC

Schéma 37 : Synthese des précurseurs 39 a 42 par substitution du groupement nitro du 4-nitrophtalonitrile

Dans le cas de ’acide benzoique 40 et de ’aminoacide 42, quatre équivalents de carbonate de
potassium sont utilisés pour compenser 1’acidit¢ du précurseur phénolique, alors que deux

équivalents seulement sont nécessaires pour les autres cas.

A partir du dérivé bromé 41, un couplage pallado-catalysé¢ de type Sonogashira avec 1’acétyléne
protégé (TMS-CCH) permet ensuite d’introduire un groupement alcyne protégé. La réaction est
réalisée a 60°C dans la triéthylamine en présence de tétrakistriphénylphosphine palladium (0),
d’iodure de cuivre (I), et conduit au produit désiré 43 avec 77 % de rendement aprés purification

(schéema 38).

TMS-CCH

X (0] X CN

©) CN Pd(PPh3),, Cul | |

- = 4
/©/ \E:E = CN
Br CN NEt3 6000, 2h \SI
4 “ 43
Rdt =77 %

Schéma 38 : Couplage de Sonogashira entre le dérivé bromé 44 et le triméthysilylacétylene

Ces différents précurseurs ont tous été caractérisés par spectroscopie de RMN du proton et du
carbone. Les signaux des protons portés par le cycle
aromatique  phtalique sont caractéristiques d’une 43,

R CN

substitution en position 4. Ils conduisent en effet a deux ;@1
CN

doublets, I’'un de constante de couplage d’ordre 3 (*J = 2-3 o

Hz, H,g0n6) €t le second d’ordre 4 (\J = 7-8 Hz, H Figure 88 : Numérotation des

tion 3)s
position positions d’un phtalonitrile

ainsi qu’un doublet dédoublé caractérisé¢ par les mémes

constantes de couplage (H,i0n5) (figure 88).

111.1.1.3. Synthese des phtalocyanines monosubstituées

[11.1.1.3.1. Préparation des mélanges statistiques

Certains de ces précurseurs ont été condensés avec le phtalonitrile dans les conditions habituelles de
la méthode statistique, a savoir en présence d’acétate de zinc (II) et de DBU. 1l est ainsi possible de

former les composés présentant un motif amine, acide, alcyne ou aminoacide protégé, dont certains
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sont déja décrits dans la littérature (schéma 39). Notons qu’a partir d’ici, les phtalocyanines sont
synthétisées dans le pentanol, ce solvant étant plus pratique que I’octanol. En effet, son point
d’¢bullition plus faible (135°C) autorise le traitement de la réaction par évaporation et sa viscosité

plus faible permet de réaliser plus aisément les filtrations sur filtre fritté.

CN 44 R= NH, (para)
@ECN Zn(OAc), Qf @V @ 5 R= COOH (méta)
DBU, pentanol
_ DED pemanet 46 R= CCH (para)
G, 15 C,15h 0
OH
47 R= -- (para)
HN-BOC

39, 40, 42, 43

H

ZnPc (4)

Schéma 39 : Synthese des mélanges statistiques contenant les phtalocyanines 44 a 47

Dans tous les cas, la présence du produit est confirmée par spectrométrie de masse MALDI-TOF.
Les spectres de masse présentent également les amas isotopiques correspondant a la phtalocyanine

A, et révelent parfois la présence d’une faible quantité de phtalocyanine disubstituée A,B,.

Dans le cas de la phtalocyanine 46, les analyses par spectrométrie de masse MALDI-TOF et par
spectroscopie de RMN du proton mettent en évidence que le produit est directement obtenu sous sa
forme déprotégée. Les conditions basiques semblent donc suffisantes pour éliminer le groupement

triméthylsilyl, ce qui permet de réaliser les deux étapes en une fois.

Le ratio entre les deux phtalocyanines peut étre déterminé par spectroscopie de RMN. A partir de ce
ratio, il est possible de calculer ce que I’on nommera un « rendement indicatif ». Celui-ci permet
d’estimer le succes de la réaction, mais il n’est bien entendu pas un véritable rendement de réaction,

valeur pour laquelle il serait nécessaire d’isoler ’espece A,B seule.

A titre de démonstration, I’agrandissement de la zone spectrale des signaux aromatiques du mélange

contenant 1’alcyne 46, est présenté figure 89.

Les intégrations des protons directement portés par les groupements aromatiques du macrocycle
sont comparées a celles des protons du dérivé phénoxy. On constate sur le spectre que pour deux
protons phénoxy (f et g), on compte 21 protons beta (b, b’ et d) et 22 protons alpha (a, a’, ¢ et e).
Comme seulement 7 protons beta et 8 protons alpha sont attribuables a I’espece A;B, les 13 et 14
restants appartiennent donc a 1’espéce A,, ce qui correspond a 1,7 ZnPc. Ainsi il est possible de
déterminer que pour une phtalocyanine A;B, il y a 1,7 phtalocyanines A,, soit 36,3 % d’A;B et 63,6
% d’A,.
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) b, b’

_— _—L— —_
17,0 20 2,0 1,0 20,0 20 1,0 2,0
T I T T I T | T I TTTT I T | LI ) I LI B I ) I L) | LI I | I
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| 0

]
G,

Déplacement chimique (ppm)

Figure 89 : Spectre de RMN 'H du mélange statistique contenant le composé 46 (DMSO-d,, 300 MHz, 300 K)
et agrandissement de la zone des aromatiques

A partir de cette valeur et de la quantité de mélange AB + A, synthétisée, il est possible de
retrouver la quantité d’A;B contenue dans le mélange, ce qui permet finalement de déterminer le

« rendement indicatif » (équation 4).

m(totale) = m(4,) + m(A3B) Avec :

n : nombre de moles (mol)

D m(totale)—m(43B) m(A3B) M : masse molaire (g.mol")
onc = —_

M(44) M(43B) R : Ratio A,/A;B
Soit m(A3B) _ m(totale)xM (A3B)

M(A,)XR + M(45B)

Equation 4 : Calcul de la masse de phtalocyanine A;B contenue dans le mélange a partir du ratio molaire

Soit dans le cas d’un mélange de 550 mg de ZnPc 46 (alcyne) et 4 :
m(A3;B) = 550%x694/(577%1,7 + 694) = 227 mg
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Le rendement indicatif est alors calculé comme le rapport de cette masse sur la masse théorique de
phtalocyanine A,B attendue. Les résultats obtenus en utilisant cette méthode pour chacun des

mélanges statistiques sont regroupés dans le tableau 19.

Mélange Ratio A;B / A, (RMN) Rendement indicatif
44 + 4 ZnPc-NH, + ZnPc 2,5 11,4%
45+ 4 ZnPc-COOH + ZnPc 1,8 25,7 %
46 + 4 ZnPc-CCH + ZnPc 1,7 20,4 %

Tableau 19 : Ratios A;B/A, et rendements indicatifs pour les différents melanges

On note que le rendement indicatif est plus faible dans le cas du composé 44 que dans les autres cas.
Ceci s’explique par la présence d’une quantité importante de phtalocyanine A, dans le mélange. On

en conclut donc que le précurseur aniline 39 poss¢de une faible réactivité.

[11.1.1.3.2. Séparation A3B/A,

La séparation chromatographique des phtalocyanines A, et A;B a ensuite été explorée dans le cas
des mélanges obtenus plus haut. Il est connu en chimie des phtalocyanines que cet objectif peut se
révéler difficile dans le cas d’espéces faiblement ou non substituées. En effet, la faible solubilité des
produits conduit généralement a un élargissement important des bandes d’¢lution. Ainsi, deux
phtalocyanines qui semblent séparables d’aprés la chromatographie sur couche mince, peuvent se

révéler impossibles a isoler séparement compte tenu de ce phénomene.

Comme le montre la CCM, les différences de

polarit¢ entre la ZnPc (A,) et les espéces T = 3 O
N Z O O

monsubstituées (A;B) sont variables selon la nature

du groupement introduit (schéma 40). Dans le cas de

du mélange contenant I’alcyne 46, pour lequel une O =

seule tache est visible, la réduction de la polarité de Q

I’¢luant ne permet pas de mettre en évidence la

présence de 1’espéce A;B. La séparation des deux

phtalocyanines est donc inconcevable. Dans le cas 4A 44A45A46A

du composé aminé 44, deux taches distinctes sont

.. , . . Schéma 40 : CCM des mélanges statistiques
visibles. La séparation par chromatographie sur (éluant - THF/Cyclo 60:40 v/v)
colonne de silice de ces deux espeéces est possible,

mais reste tres fastidieuse et ne peut étre réalisée que sur de petites quantités de produit.

-154-



Chapitre I, partie III : Syntheése, fonctionnalisation et étude de phtalocyanines

Pour la phtalocyanine contenant une fonction acide carboxylique (45), la différence de polarité des
deux espéces est plus grande. La séparation est alors plus aisée. De plus, un artifice consiste a
solubiliser le mélange dans la pyridine puis a le déposer en téte de colonne. L’¢élution avec du DCM
puis du THF pur permet alors d’éliminer 1’espéce A,. L’espeéce A;B quant a elle reste au point de
dépdt car la fonction acide est déprotonée. Une fois la totalité de la ZnPc éliminée, ce qui nécessite
une quantité importante de solvant, le composé d’intérét est récupéré via I’emploi d’un mélange plus
polaire (THF/MeOH). La phtalocyanine dissymétrique pure est ainsi obtenue avec 15 % de
rendement. La méthode appliquée a la purification du dérivé tyrosine 47 permet d’isoler le produit

avec 12 % de rendement.

Les phtalocyanines pures ont été analysées par spectrométrie de masse MALDI-TOF ainsi que par

spectroscopie de RMN du proton pour vérifier la compléte élimination de 1’espéce A,.

[11.1.1.3.3. Synthese par élargissement de cycle

Afin d’¢éviter les problémes liés a la séparation de deux phtalocyanines obtenues par condensation
statistique, nous avons également exploré la méthode sélective d’ouverture de cycle des
subphtalocyanines. Cette voie de synthese a été étudiée pour préparer la ZnPc-CCH 46. La réaction
d’¢largissement de cycle de la SubPc 3 est donc réalisée en utilisant le précurseur dicyanobenzéne

43, en présence d’acétate de zinc et de DBU dans le DMSO (schéma 41).

Zn(OAc),
DBU
Chloronaphtaléne \ N \N 1
DMSO N
130°C,15h
3 46

Schéma 41 : Syntheése de la phtalocyanine 46 par élargissement de cycle de la subphtalocyanine 3

La spectroscopie UV-visible est tout a fait adaptée pour suivre 1’évolution de la réaction, car elle
permet d’observer la disparition du signal d’absorption de la subphtalocyanine a 565 nm, tandis que
le pic caractéristique d’une phtalocyanine apparait & 667 nm (THF). L’analyse par spectrométrie de
masse (MALDI-TOF) confirme la formation du produit désiré. Cependant, le spectre de masse
révele également 1’amas isotopique caractéristique de 1’espéce symétrique (ZnPc). La sélectivité de
la réaction est donc faible dans ce cas. L’utilisation de cette méthode pour obtenir les phtalocyanines

monosubstituées désirées n’a donc pas été explorée d’avantage.
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D’autre part, il a été observé dans la partie dédiée aux subphtalocyanines, que 1’espéce perfluorée 5
est beaucoup plus réactive et plus sélective en réaction d’élargissement de cycle. Elle peut donc
potentiellement étre adaptée pour préparer les phtalocyanines d’intérét par condensation avec des
iminosisoindolines  fonctionnelles. Cela requiert de synthétiser les iminoisoindolines
correspondantes a partir des phtalonitriles fonctionnels précédents (39, 40, 42 et 43).

Malheureusement, faute de temps, cette approche prometteuse n’a pas pu étre étudice.

111.1.1.4. Synthese de phtalocyanines A3B organosolubles

Afin d’augmenter 1’organosolubilité des systémes et ainsi faciliter la purification des mélanges
statistiques ainsi que les purifications lors des étapes suivantes de fonctionnalisation, nous avons
¢galement exploré la synthése de phtalocyanines présentant des fragments organosolubilisants.

Ces fragments sont des chaines grasses (thiooctyles), qui doivent préalablement étre introduites sur
le précurseur phtalonitrile. La condensation de deux équivalents d’octanethiol sur le 4,5-
dichlorophtalonitrile en présence de carbonate de potassium permet d’obtenir le produit disubstitué

48 avec 84 % de rendement (schéma 42)."5*

octanethiol

A
s CN
cl cn DMSO.80°C 150 s CN
7
48
Rdt =84 %

Schéma 42 : Syntheése du précurseur 48, disubsitué par des groupements thiooctyles en position 4,5

L’introduction des substituants en position 3,6 du phtalonitrile a également été envisagée. Le chemin

réactionnel procede en deux étapes a partir de la 2,3-dicyanohydroquinone (schéma 43).

Ts o
OH O octanethiol /(/;)\S
CN TsCl, K,CO; CN K,COj CN
CN acétone, reflux, 15 cN DMSO,TA 15h CN
OH TS/O MS
7
49 50
Rdt =94 % Rdt =47 %

Schéma 43 : Syntheése du précurseur 50, disubsitué par des groupements thiooctyles en position 3,6

Dans un premier temps, les groupements hydroxyles sont tosylés par action du chlorure de tosyle

dans ’acétone. Puis la condensation avec 1’octanethiol permet de substituer les groupes partants.”'®

Le produit est obtenu avec un rendement global sur les deux étapes de 44 %.
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Ces deux précurseurs ont ensuite été utilisés afin de synthétiser des phtalocyanines de type A;B
présentant la fonction amine. Leur condensation en exces avec 1’aniline 39 permet de synthétiser les

ZnPc dissymétriques correspondantes (schéma 44).

o CN
H,N CN ST
39

Zn(OAc),, DBU
+ -
pentanol, 130°C, 15 h

Oct—S, .« _CN SZ N
| N Oct” &,

P =\

/- CN /S

Oct—~Sg Oct
48 (4,5-disubstitué) 51 (4,5-disubstitué¢) Rdt=7 %
ct ou
50 (3,6-disubstitué) 52 (3,6-disubstitué) Rdt<1 %

Schéma 44 : Synthese des phtalocyanines organosolubles 51 et 52

Méme si elles nécessitent toujours d’importants volumes de solvants, les purifications par
chromatographie sur colonne de silice des composés 51 et 52 sont facilitées, comparées a celles des
especes monosubstituées précédentes (44-47). Lorsque les chaines alkyles se situent en position
alpha, la formation de la phtalocyanine A,B (52) est cependant défavorisée au profit de I’espece
A,B,, comme le montrent les analyses CCM et spectrométriques (MALDI-TOF). Ce phénoméne est
principalement dii a ’encombrement stérique généré par la présence des substituants en position 3,6
du précurseur. Le composé 52 est donc obtenu avec un tres faible rendement (<1%). Méme si ce
phénomene n’a lieu que lorsque les substituants se situent en position alpha, le rendement de
I’espéce PB-substituées 51 est également faible (7 %). Mais encore une fois, il est supposé que ce

résultat provient de la faible réactivité du précurseur fonctionnel utilisé (39).

Les spectres d’absorption des especes A;B et A, dans le cas des phtalocyanines B-substituées se
distinguent par la position de leur bande Q. L’espéce dissymétrique, heptasubstituée, conduit en
effet 4 un maximum d’absorption a 703 nm tandis que le sous-produit symétrique, octasubstitué,

absorbe majoritairement a 708 nm (figure 90).
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Figure 90 : Superposition des spectres d’absorption du composé 52 et du sous-produit de réaction A, (-
octathiooctylptalocyanine de zinc)

L’utilisation du précurseur organosolubilisant substitué en position 4,5 permet donc d’isoler plus
facilement I’espece dissymétrique d’intérét. La fonctionnalisation en position 3,6 s’est quant a elle

montrée inadaptée dans ce cas.

l1l.1.2. Synthese de phtalocyanines tétrafonctionnelles

Nous avons également envisagé d’autres stratégies de synthése qui pe