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Nouvelles sondes moléculaires photo-activées pour la délivrance de

principes actifs

La photolibération d'agents biologiques cagés par des groupements protecteurs photolabiles
(PPGs) a récemment attiré un intérét croissant en thérapie et physiologie. La combinaison de cet outil
avec les avantages de I'absorption a deux photons (2PA) dans le proche IR est cependant un défi. Dans
ces travaux, nous présentons deux voies différentes vers de nouveaux decageurs efficaces en 2PA.

Nous ¢élaborons d’abord une série de systémes tandem basés sur le FRET, combinant des
antennes quadrupolaires 2PA avec des modules PPGs appropriés. La modification des blocs constitutifs
de ces composés nous a permis de moduler les paramétres clés tels que les propriétés photophysiques,
I'efficacité de FRET et la cinétique de photolibération. Les systemes synergiques & base de coumarines,
dans lesquels la paire donneur-accepteur est la plus adaptée, ont finalement conduit a des valeurs de &,
record pour la libération d’acides carboxyliques.

La problématique critique de solubilité en milieu biologique a ensuite été étudiée en incorporant
des motifs hydrosolubilisants dans nos systémes coopératifs. De nouveaux outils hydrophiles et
amphiphiles, adaptés respectivement a la délivrance de neurotransmetteurs et la thérapie anticancéreuse,
ont ainsi été développés a partir de nos systéemes tandem.

Enfin, pour mieux comprendre les relations structure-propriétés dans les PPGs de la famille des
coumarines, nous avons synthétisé une série de cages DEAC n-étendues portant différents groupements
électroattracteurs, et évalué leur efficacité pour la libération de glycine. Cette étude nous a permis de
faire un pas vers la rationalisation du rendement quantique de photolibération chez les PPGs de ce type.

Mots clés : Photolibération, Absorption a deux photons, Photochimie, Délivrance de médicaments,
Nanosciences, Coumarine.

Design of new molecular tools for light-induced delivery of

bioactive compounds

Photolabile protecting groups (PPGs) have attracted growing interests in many fields of
chemistry and biology. Light-induced release of biological agents, commonly known as “uncaging”, has
thus emerged as an interesting process for drug delivery or investigation of biological phenomena.
Combining this tool with the intrinsic advantages of two-photon (2P) excitation (2PE) in the NIR is
however a challenge. In this work, we use different engineering routes towards new efficient 2P
uncagers.

First we demonstrate that combining quadrupolar 2P light harvesting antennas with suitable
uncaging subunits leads to efficient release of active molecules upon 2PE. In these FRET-based systems,
gradual adjustments of the constitutive building blocks allowed us to tune key parameters such as
photophysical properties, FRET efficiency, and kinetics of photorelease. In particular, coumarin-based
tandem systems, in which absorption and emission of the donor-acceptor pair best match, eventually led
to record &, values for uncaging of carboxylic acids.

We then assessed the critical water-solubility issue by introducing hydrophilic units onto our
cooperative PPGs. New hydrophilic and amphiphilic systems, suited for controlled release of
neurotransmitters or anti-cancer agents, were designed from our multi-chromophoric systems.

Finally, in our effort towards better understanding of the structure-properties relationships in
coumarin PPGs, we synthesized a small library of n-extended DEAC cages bearing strong electron-
withdrawing moieties, and assessed their efficacy for 2P uncaging of glycine. With this study, a step
was made towards rationalization of the uncaging quantum yield in coumarin cages.

Keywords: Uncaging, Two-photon, Photochemistry, Drug-delivery, Nanoscience, Coumarin.
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« Rien ne s’est fait de grand qui ne soit une espérance exagerée »

Jules Verne
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1PA
2PA
2PU
A

Ac
AcOEt
ADN
AMPc
Asp
ATP
Bhc
BIST
BHQ
BHT
BNSF

Boc
BODIPY
Bu

c

C

cat.

Chz
CCM
CDNI
CLB
CNB
CPT
CuAAC
D
DCMAC
DEAC
DEATC
DIAD
DIBAL-H
DMAP
DMAQ
DMF
DMFDMA
DMNP
DMNPB

Liste des abréviations

Absorption & un photon

Absorption & deux photons

Photolibération & deux photons (2-photon uncaging)
Accepteur

Acétyle

Acétate d’éthyle

Acide désoxyribonucléique

Adeénosine monophosphate cyclique

Aspartate

Adénosine 5’-triphosphate
6-bromo-7-hydroxycoumarin-4-ylméthyle
Bisstirylthiophene
8-bromo-7-hydroxyquinoléine

“Butylated hydroxytoluene” (2,6-Di-tert-butyl-4-méthylphénol)
(2,7-bis-{4-nitro-8-[3-(2-propyl)-styryl]}-9,9-bis-[1-(3,6-dioxaheptyl)]-
fluoréne

tert-butoxycarbonyl

Bore-dipyrrométhéne

Butyle

Célérité de la lumiere dans le vide
Concentration

Quantité catalytique

Carboxybenzyle

Chromatographie sur couche mince
4-carboxyméthoxy-5,7-dinitro-indolinyle
Chlorambucil

a-carboxy-ortho-nitrobenzyle

Camptothécine

Copper(l)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition
Donneur
7-Di(carboxylméthyl)aminocoumarin-4-ylméthyle
7-Diéthylaminocoumarin-4-ylméthyle
7-Diéthylaminothiocoumarin-4-ylméthyle
Diisopropyl azodicarboxylate

Hydrure de diisobutylaluminium
4-(diméthylamino)pyridine
5-N,N-diméthylaminoquinoléine
N,N-diméthylformamide

Diméthyl acétal de N,N-diméthylformamide
2-nitro-4,5-diméthoxyphényle
3-(4,5-diméthoxy-2-nitrophényl)-2-butyle



DMSO Diméthylsulfoxide

DO Densité optique

Dopa Dopamine

DOX Doxorubicine

dppf Diphénylphosphinoferrocéne
DRX Diffraction des rayons X
DTXL Docétaxel

E Champ électromagnétique

EANBP 2-(4"-{bis[2-(2-methoxyethoxy)ethyl]amino}-4-nitro-[ 1,1’-biphényl]-3-
yl)propan-1-ol

EAC Ethylaminocoumarine

EATC Ethylaminothiocoumarine

EDC N-(3-diméthylaminopropyl)-N'- éthylcarbodiimide

EDG Groupement électrodonneur (Electron donating group)

eq. Equivalent

EPR Enhanced permeability and retention

ESPT Excited State Proton Transfer (transfert de proton a 1’état excité)

Et Ethyle

ETO Etoposide

EWG Groupement électroattracteur (Electron withdrawing group)

FLSCN Fluorescéine

Fmoc Fluorénylméthoxycarbonyle

FRET Forster Resonance Energy Transfer (transfert d’énergie de Forster par
résonance)

GABA Acide y-aminobutyrique

GFP Green fluorescent protein

Gib Acide gibbérellique

Glu L-glutamate

Gly Glycine

GM GOppert-Mayer

GMPc Guanosine monophosphate cyclique

GSH Geénération de seconde harmonique

Hex Hexyle

HOMO Highest occupied molecular orbital (orbitale moléculaire occupée
de plus haute énergie)

HPLC High pressure liquid chromatography (chromatographie liquide a
haute pression)

HQ Hydroquinone

HRMS High-resolution mass spectrometry (spectrométrie de masse de haute
résolution)

Hz Hertz

lo Intensité incidente

IP3 Inositol triphosphate

iPr isopropyle



IR Infrarouge

ISC Croisement inter-systemes (intersystem crossing)

ISRE Intermediate state resonance enhancement

It Intensité transmise

J Constante de couplage (en RMN)

k Constante de vitesse

LC-MS Liquid chromatography — mass spectrometer (chromatographie liquide couplée
a un spectrometre de masse)

LR Réactif de Lawesson (Lawesson’s reagent)

LUMO Lowest unoccupied molecular orbital (orbitale moléculaire occupée
de plus basse énergie)

M Molaire (moles par litre)

m/z Ratio masse sur charge

MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization

MDNI 4-Méthoxy-5,7-dinitroindolinyle

Me Méthyle

MLCT Metal-Ligand Charge Transfer

MMH-PSCI, Dichlorure de Monométhylhydrazinylphosphonothioyle

MNI 4-Méthoxynitroindoline

Ms Mésyle

MS Spectrométrie de masse (mass spectrometry)

MTX Méthotrexate

n Indice de réfraction du milieu

NBS N-bromosuccinimide

NBP Nitrobiphényle

NDBF Nitrodibenzofurane

NDPA Nitrodiphénylacétyléne

NI Nitroindoline

Non Nonyle

NPE ortho-Nitrophényléthyle

NPPOC (2-Nitrophényl)propoxycarbonyle

Nu Nucléophile

NV Nitrovératryle

oHC ortho-Hydroxycinnamate

oNB ortho-Nitrobenzyle

ONL Optique non linéaire

oNV ortho-Nitrovératryle

P Vecteur polarisation de la molécule a 1’échelle macroscopique

PBS Tampon phosphate salin (phosphate-buffered saline)

PDC Pyrido-2,6-dicarboxamide

PDT Thérapie photodynamique (photodynamic therapy)

PEG Poly éthyléne glycol

PENB 3-(2-propyl-1-ol)-4'-tris-éthoxy(methoxy)-4-nitrobiphényle

Ph Phényle



pH Potentiel hydrogene

pHP para-hydroxyphénacyle

PIR Proche infrarouge

pKa Constante d’acidité

PMNB 3-(2-Propyl)-4’-méthoxy-4-nitrobiphényle

PPG Groupement protecteur photolabile (photolabile protecting group)
ppm Parties par million

PTXL Paclitaxel

quant. Rendement quantitatif

QBS Quinine Bisulfate

QDs Quantum Dots

Qu Rendement quantique de photolyse comparative a un photon
RuBi Ruthénium bipyridyle

R6G Rhodamine 6G

sBu sec-butyle

Snl Substitution nucléophile d’ordre 1

SN2 Substitution nucléophile d’ordre 2

T Transmission

TBAF Fluorure de tétra-n-butylammonium

TBDMS tert-Butyldiméthylsilyle

tBu tert-Butyle

TEG tri éthyléne glycol

TFA Acide trifluoroacétique

THF Tétrahydrofurane

TiS Titane-sapphire

TMS Triméthylsilyle

TMSA Triméthylsilylacétylene

TPEF Two-photon excited fluorescence

TRIS tris(hydroxyméthyl)méthylamine

Ts Tosyle

Ty Tyramine

uv Ultraviolet

UV/Vis Spectroscopie ultraviolet-visible

vT 2-vinylthiazole

vBO 2-vinylbenzo[d]oxazole

vBT 2-vinylbenzo[d]thiazole

vBTD 4-vinylbenzo[c][1,2,5]thiadiazole

Z Molécule biologique protégée par un groupement protecteur photolabile
du Section efficace de photolibération (photosensibilité) a deux photons
€ Coefficient d’extinction molaire

€u Efficacité de photolibération (photosensibilité) a un photon
& Permittivité diélectrique du vide

A Longueur d’onde



G2
Of
Dy

Section efficace d’absorption a un photon
Section efficace d’absorption a deux photon
Rendement quantique de fluorescence
Rendement quantique de photolibération
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La lumicére est sans doute la source d’énergie a la fois la plus omniprésente et la plus
douce qui existe. Lorsque les photons entrent en interaction avec la matiére, les électrons sont
promus a des niveaux énergétiques supérieurs appelés états excités, d’ou peut avoir lieu tout un
éventail de phénomenes. Au niveau moléculaire, on appelle ces composés capables d’absorber

les rayonnements lumineux des chromophores.

Si les molécules répondant a la lumiére ont attiré les scientifiques depuis toujours, c’est
que la nature a elle-méme créé de formidables systemes photoactivés. La matiere organique
dont est fait ce papier a été créée grace au processus de photosynthese. Les pigments contenus
dans I’encre absorbent la lumiére pour permettre de distinguer le texte. Finalement, la lumiére
réfléchie par ces pages provoque dans la rétine du lecteur une réaction de photoisomérisation
responsable du phénomeéne de vision. Au sein méme des éléments de base de la vie, les bases
azotées de ’ADN ou les acides aminés aromatiques contiennent des chromophores qui
absorbent les rayonnements lumineux. Parfois, ces briques se combinent de fagon a donner
naissance a des architectures macromoléculaires complexes, telles que les protéines
luminescentes responsables de la fluorescence naturellement observée chez certaines especes
de méduses™™ ou de grenouilles.? Pour le chimiste, cette complexité représente parfois un
obstacle ; parfois une inépuisable source d’inspiration et d’innovation. Ainsi, depuis les travaux
précurseurs de G. Ciamician sur I’utilisation de lumiére comme stimulus énergétique a 1’aube
du XXeme siecle, un immense panel d’applications vu le jour. L’énergie photovoltaique, la
détection de polluants, ou bien les agents fluorescents de diagnostic et de thérapie sont autant

de technologies issues de 1’absorption des photons et des phénomeénes qui en découlent.

La lumiére étant un stimulus particulierement doux, notamment en comparaison avec
I’addition de réactifs chimiques, elle a naturellement inspiré les chimistes a 1’interface avec la
biologie. Les derniéres décennies ont ainsi vu se multiplier les travaux sur des sondes
chromophoriques a visee biologique, permettant de recueillir de précieuses informations sur les
tissus (imagerie), de contréler les signaux physiologiques (études neurologiques), ou de délivrer
des principes actifs (thérapie). L’engouement de la recherche sur ces chromophores a ainsi
donné lieu a I’attribution de plusieurs prix Nobel, notamment a O. Shimomura, M. Chalfie et
R. Y. Tsien en 2008 pour la découverte de la « green fluorescent protein » (GFP) et son
utilisation pour 1’observation de phénomeénes biologiques, puis a E. Betzig, S. W. Hell et W. E.

Moerner pour leurs travaux sur la microscopie de fluorescence a tres haute résolution en 2014.
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Parmi ces outils répondant a un signal lumineux, les groupements protecteurs
photolabiles (PPGs), aussi appelés cages ou décageurs, détiennent un potentiel intéressant pour
la délivrance controlée de molécules biologiques. En effet, ces molécules sont composées d’un
chromophore qui, en absorbant la lumiere, entraine une cascade photochimique aboutissant au
clivage d’une liaison covalente. La molécule dite « cagée » par cette liaison est par conséquent
libérée et peut & nouveau exercer sa fonction, comme aprés une réaction classique de
déprotection en chimie de synthése. Naturellement, cette stratégie de « protection-
déprotection », adaptée pour le masquage de fonctions non plus chimiques mais biologiques
dans des molécules bioactives, ouvre la possibilité de déclencher une réponse physiologique

dans les tissus par 1’utilisation de lumiére.

Les critéres d’utilisation de ces cages en milieu biologique, et notamment la nécessité
d’une résolution spatiale accrue et la toxicité des rayonnements UV, ont progressivement
conduit les groupes de recherche a se tourner vers une technique alternative prometteuse :
I’excitation a deux photons. Ce procédé permet en effet d’atteindre 1’état excité par absorption
simultanée de deux photons d’énergie réduite de moitié. L’irradiation a alors généralement lieu
avec un rayonnement rouge ou proche infra-rouge (PIR), dont la longueur d’onde pénétre mieux
dans les tissus et diminue le risque de photodommages. Cependant, la capacité d’ une molécule
a absorber deux photons est dictée par des régles différentes de la traditionnelle irradiation
monophotonique, et dans le cas des cages décrites dans la littérature, 1’efficacité de

photolibération par excitation a deux photons reste encore aujourd’hui un facteur limitant.

La problématique de ces travaux de thése s’inscrit dans le cadre du développement de
nouvelles cages présentant une sensibilité accrue a ’excitation biphotonique. Dans cette
optique, et afin de définir les termes et les stratégies abordés dans ce manuscrit, ce premier
chapitre comprendra d’abord une introduction générale sur le phénomeéne d’absorption de la
lumiére, puis sur le phénoméne non-linéaire d’absorption a deux photons. Dans un second
temps, ’état de 1’art passé et actuel sur les groupements protecteurs photolabiles et leurs
applications en irradiation mono- et biphotonique sera présenté. Cette derniére partie permettra
¢galement d’appréhender les différentes stratégies d’ingénierie moléculaires mises en

application dans les travaux présentés par la suite.



Chapitre |

. Principes fondamentaux de photophysique

Le rayonnement lumineux est une onde électromagnétique régie par les équations de

Maxwell. Lorsque cette onde entre en interaction avec la matiere, le champ électrique E qui lui

est associé est responsable d’un déplacement des charges au sein du matériau, et de la création

de dipoles. Le domaine de I’optique lin€aire traite du cas ou le champ de polarisation P
macroscopique résultant de cette interaction est directement relié au rayon incident par la

relation linéaire :
1_5 = &X E (Eq. 1.1)

ou go est la constante de permittivité diélectrique du vide, et y est un tenseur correspondant a la

susceptibilité électrique du matériau.

Dans ce cadre, le terme de « chromophore » désigne une molécule (ou partie de
molécule) capable d’absorber les photons d’un rayonnement lumineux incident de fagon a
engendrer une transition électronigue entre son état fondamental de plus basse énergie et un état
excité, c’est-a-dire une orbitale moléculaire vacante d’énergie supérieure. Les différentes
transitions énergétiques entre niveaux ¢€lectroniques issues de 1’absorption d’un photon sont

illustrées sur le diagramme de Jablonski-Perrin ci-aprés (figure 1.1).
Les lignes directrices d’un diagramme de Jablonski-Perrin sont les suivantes :

(i) Les niveaux d’énergie électronique quantifiés sont représentés par des lignes
horizontales, selon leur multiplicité de spin (2S + 1). Lorsque les spins sont
antiparalléles (S = 0) la multiplicité est égale a 1, et on parlera d’états singulets
noté Sx. Si les spins sont paralléles (S = 1), la multiplicité sera cette fois de 3, et

1’état sera par conséquent appelé triplet et noté Tx.

(ii) A chacun de ces niveaux d’énergie électronique correspond ensuite un certain
nombre de niveaux d’énergie vibrationnelle quantifiés, notés vx. L’€écart d’énergie
entre niveaux Vy est bien moindre. On considére qu’a température ambiante, la
population des états vibrationnels supérieurs, régie par la distribution de
Boltzmann, n’est pas significative. Il est également impossible de provoquer une

transition So-S1 par voie thermique. Les niveaux d’énergie rotationnelle et
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translationnelle, encore plus faibles et n’ayant pas d’impact sur les propriétés

photophysiques d’un composé en solution, ne sont pas représentes.

(iii) Les transitions induites par ’absorption de lumiére sont représentées par des
fleches verticales. La verticalité traduit le fait que, selon le principe de Franck-
Condon, une transition électronique doit avoir lieu sans modifications des
positions des noyaux dans l'entité moléculaire et son environnement. En effet,
’absorption de lumiére s’effectue sur une échelle de temps de 107° s, ce qui est
considéré comme instantané en comparaison avec 1’¢chelle de temps du

mouvement nucléaire.
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—>  Absorption d'un photon hvgy (~1071% s)

------ »  Conversion interne (~10"? s) S = états smgulets = etats triplets

wannnsd» Relaxation vibrationnelle non radiative (< 10 s)
——>  Emission fluorescente hvgp, (~10° s)
------ »  Croisement inter-systémes (~10719 s)

—>  Emission phosphorescente hvgpes (> 107 s)

Figure 1.1 : Diagramme de Jablonski-Perrin pour I’absorption d’un photon, et processus consécutifs de retour a I'état

fondamental.

[.1. Phénomene d’absorption monophotonique et spectroscopie UV-Vis (-6l

L1.1. Transitions électroniques et approche quantique
Un chromophore dans son état fondamental So mis en présence d’un rayon lumineux

d’énergie hvexc peut subir la promotion d’un de ses électrons dans un état excité Sx d’énergie
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supérieure si I’énergie du photon est au moins égale a 1’écart énergétique entre ces deux

niveaux. Cette condition se traduit par 1’équation suivante :
Ex—Eo=AE = hVexc = hC/?Lexc (Eq. 1.2)

ou Ex est I’énergie de 1’état excité Sx, Eo 1’énergie de 1’état fondamental So, AE 1’écart
énergeétique entre ces deux niveaux, h la constante de Planck, c la vitesse de la lumiére dans le
vide, vexc la fréquence du photon indicent et Lexc Sa longueur d’onde correspondante. Si cette
condition n’est pas remplie, 1’énergie ne sera pas absorbée, mais transmise, diffusée etc... Dans
le cas contraire, la transition observée dépendra de 1’énergie, et donc de la longueur d’onde du

photon incident absorbé.

Cette condition est nécessaire mais non suffisante. Pour que la transition électronique
se produise, il faut qu’un mécanisme de couplage entre I’onde ¢électromagnétique et les deux
états électroniques soit mis en jeu. Pour appréhender cette condition, il est utile de visualiser

I’électron dans sa dualité onde-particule.

En effet, a I’échelle moléculaire, 1’interaction entre la matiere et le champ ¢€lectrique
associ€ a un rayon lumineux va engendrer une action sur les charges de I’atome et de 1’¢lectron,
et donc causer une oscillation du dipéle de la molécule. Pour que la transition électronique
puisse avoir lieu, il faut que cette oscillation soit suffisamment efficace pour « pousser »
I’électron vers une orbitale moléculaire d’énergie supérieure ; autrement dit il faut que le
recouvrement entre les deux orbitales mises en jeu en présence du champ électrique de la
lumiére soit non nul. Dans cette optique, le recouvrement est déterminé par 1’intégrale spatiale
des fonctions d’onde associées a ces deux orbitales auxquelles s’ajoute un terme associé a la
radiation électromagnétique. Cette intégrale peut étre calculée a partir du moment dipolaire de

transition so-x :

Hy_ = f W, i W*, d3r (Eq. 1.3)

Ou W* est la fonction d’onde associée a 1’orbitale moléculaire de 1’état excité Sx, Wo est la
fonction d’onde associée a I’orbitale moléculaire de 1’état fondamental So, /i est 1’opérateur
moment dipolaire qui est ici égal a la charge de 1’électron multiplié par son vecteur position, et

d3r indique que I’intégrale est effectuée sur tout I’espace. La probabilité de la transition est
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. , 2 . .
alors proportionnelle au carré de la norme du vecteur |’u07x| . Si cette probabilité est forte, la

transition sera dite autorisée. Si elle est nulle, elle sera interdite.

Les cas pour lesquels I’intégrale est nulle seront dictés par les régles de sélection,
mathématiquement déduites des propriétés des fonctions d’ondes. Il existe ainsi deux
conditions principales, liées a la symétrie (c¢’est-a-dire le comportement de la fonction d’onde

par réflexion vis-a-vis de 1’origine des coordonnées), et au spin :

(i) Pour I’absorption d’un photon, I’intégrale sera nulle si les deux fonctions d’onde des
deux orbitales mises en jeu sont de méme parité. Cette régle est connue comme regle
de Laporte et théorise quelles transitions sont autorisées par des considérations de
groupes de symeétrie.

(i) Les transitions entre états électroniques de différentes multiplicités de spin sont
interdites (AS = 0).

Ces regles peuvent cependant étre assouplies par plusieurs phénomenes, et rendre
visibles sur un spectre d’absorption certaines transitions interdites. Les transitions interdites de
symeétrie par la régle de Laporte peuvent par exemple étre rendue partiellement autorisées par
les déformations structurelles de la molécule liées aux états vibrationnels. On parlera alors de

couplage « vibronique ».

Selon I’énergie du photon incident et de la configuration nucléaire du chromophore lors
du processus d’excitation, en plus de la transition électronique pure, il est en effet possible
d’observer sur un spectre d’absorption une structure vibratoire qui dépend des niveaux
d’énergie vibrationnels de 1'état excité. La transition majoritaire vibronique observée sera dictée

par le principe de Franck-Condon, qui peut étre illustré par la figure 1.2.

Dans une approche classique, le principe Franck-Condon est I'approximation stipulant
que, de par la différence de masse entre noyaux et électrons, une transition électronique est plus
susceptible de se produire sans modifications des positions (coordonnées nucléaires) a
I’équilibre des noyaux dans I'entité moléculaire et son environnement, représentées par les puits
de potentiels de Morse respectivement a 1’état fondamental So et a 1’état excité Sy. La transition
électronique, se produisant sur une durée de 1’ordre de la femtoseconde, est alors une transition
verticale. A ceci s’ajoute une formulation quantique de ce principe indiquant que l'intensité

d’une transition vibronique entre {So ; vo} et {S1; vx} sera proportionnelle au recouvrement
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entre les fonctions d'ondes vibrationnelles des deux états impliqués dans la transition. Ainsi, si
la configuration nucléaire des deux états est proche, la transition électronique pure sera la plus
probable et la plus intense (figure 1.2, diagramme de gauche). Si en revanche il existe une
certaine différence entre les coordonnées nucléaires a I’équilibre des deux états, la transition la
plus probable pourra étre différente, et se produire par exemple entre {So ; vo} et {S1; v2}

(figure 1.2, diagramme de droite).
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Figure 1.2 : Diagramme d’énergie illustrant le principe de Franck-Condon pour une transition électronique (a gauche) ou

vibronique (a droite).

L’allure d’un spectre d’absorption et la largeur des bandes observées correspondent
ainsi théoriquement a la juxtaposition des sous-niveaux vibrationnels {S1 ; vx}, plus ou moins
intenses selon leur probabilité, atteints lors de 1’excitation. En pratique, cette structure en fines
raies n’est observable qu’en phase gazeuse ou a trés basse température. Le comportement des
composés en solution ou suspension colloidale (effets d’environnement, collisions etc...) ne
permettent généralement pas d’observer cette structure de bandes. La résolution des raies
vibroniques est rapidement perdue lors des interactions avec I’environnement, comme I’illustre
les spectres d’absorptions de la 1,2,4,5-tétrazine (cf. figure 1.3)13! en phase gazeuse, dans un

solvant avec peu d’interactions (cyclohexane), et dans un solvant avec liaisons hydrogéne (eau).
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Figure 1.3 : Spectre d’absorption de la 1,2,4,5-tétrazine en phase gazeuse, en solution dans le cyclohexane, et en solution

dans I’eau. Figure reproduite de la référence [3].

Sur un spectre d’absorption en solution sont donc observées genéralement, selon les
composés, une ou deux bandes que 1’on appellera par simplification « électroniques », et
correspondant aux transitions de Sp — Si et parfois So — Sz aux plus hautes énergies. Ces
transitions sont déterminées par la répartition énergétique des orbitales moléculaires du
composé (cf. figure 1.4). Dans le cadre de composés purement organiques, 1’électron sera promu
entre une orbitale liante de symétrie ¢ ou &, ou bien une orbitale non liante n liée a la présence
d’hétéroatomes, et une orbitale antiliante de symétrie 6* ou *. Pour des composés insaturés
comportant des électrons r, la transition de plus faible énergie (entre HOMO et LUMO) sera
généralement de nature 7 — ©* ou n — w*. Il est également possible aux plus hautes énergies
d’engendrer des transitions 6 = ¢* ou n — ™, cependant ces transitions sont généralement
localisées dans 1’UV lointain et donc rarement observables, et ne présentent que peu d’intérét

dans le cadre de travaux sur des chromophores conjugués.

D’aprés la théorie des orbitales moléculaire, si une double liaison n’est pas isolée mais
fait partie d’un systéme n-conjugueé, alors les orbitales correspondantes seront plus proches en
énergie. La HOMO sera alors plus haute, et la LUMO plus basse en énergie, ce qui diminue le
AE de la transition électronique. Il en résulte que les transitions T — ©* ou n — 7> mises en jeu
sont décalées vers de plus hautes longueurs d’onde avec 1’extension du systéme m-conjugué.
On parle d’un effet bathochrome pour un décalage vers le rouge ; 1’effet contraire étant appelé

hypsochrome.
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Figure 1.4 : Estimation de la répartition énergétique des orbitales moléculaires d’un chromophore, et des énergies des

transitions électroniques associées.

Ces regles tirées de la théorie quantique de 1’absorption photonique permettent ainsi
d’évaluer I’énergie et I’intensité des transitions mises en jeu. Les transitions autorisées a la fois
en symétrie et en spin auront généralement des intensités supérieures de plusieurs ordres de
grandeurs par rapport aux transitions interdites. Ainsi, si une transition n - n* dans un
chromophore conjugué peut étre localisée dans les hautes longueurs d’onde du visible
(figure 1.4), son caractere interdit de symétrie la rendra genéralement 10 & 100 fois moins

intense qu’une © — 7* autorisée.

L1.2. Loide Beer-Lambert et section efficace d’absorption
Le phénomeéne d’absorption de lumiere par un composé peut étre quantifié¢ et mesuré.

En pratique, lorsqu’un faisceau lumineux incident d’intensité lo est envoyé sur un échantillon
en solution, typiquement dans une cuvette parallélépipédique de longueur ¢ (figure 1.5),
plusieurs phénomenes vont diminuer 1’intensité lumineuse tout le long du trajet optique, jusqu’a

donner un faisceau d’intensité It en sortie de 1’échantillon.

<>
e ~ /
— IT
I i
7

Figure 1.5: Représentation d’un échantillon en solution irradié par un faisceau incident monochromatique dans une

cuvette de longueur €.
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La différence entre intensité incidente initiale etl’intensité transmise Al correspond au
phénoméne d’absorption, mais aussi a la réflexion de la lumiere aux interfaces, aux

interférences lumineuses, a la diffusion de la lumiére etc...
lo— It = Al = labsorption + Iréflexion + ldiffusion + linterférences + ... (Eq. 1.4)

Afin de s’affranchir de ces phénomeénes parasites lors des mesures, et de se limiter a la
mesure de labsorption, il est nécessaire d’utiliser en tant que référence une cuve de solvant
identique. En outre, une attention particuliére doit étre apportée a la solubilité du composé dans
le solvant utilisé, puisqu’une mauvaise solubilité est susceptible d’augmenter le phénomene de
diffusion. Dans ces conditions, le ratio de I’intensité mesurée It par rapport a I’intensité

incidente lo permet de définir la transmittance T :

T = Iy (Eq. 1.5)
Iy

En ce sens, dés 1760, J. H. Lambert démontre que la diminution d’intensité lumineuse
consécutive a I’absorption est proportionnelle a la longueur du trajet optique £, ce qui peut

s’exprimer de la sorte :

dI (Eq. 1.6)

ou o est une constante de proportionnalité.

Cette relation différentielle, une fois intégrée sur la longueur finie du trajet optique,
montre que [’intensité du rayon électromagnétique traversant 1’échantillon subit une

décroissance exponentielle du type :
It =1, e * (Eq. 1.7)

dans laguelle la constante de proportionnalité o est dépendante d’un coefficient d’atténuation
de I’énergie k, de la pulsation angulaire du rayonnement électromagnétique o et de la vitesse

de la lumiere c ; et par extension de la longueur d’onde A :
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o= N (Eq. 1.8)

Cette loi est le plus souvent présentée sous forme de logarithme décimal, faisant alors intervenir

la transmittance :

IO 1 at (Eq. 1.9)
1 — =1 — = = ot q- 1.
LT % T T o~ ¢

L’absorbance A est alors introduite en tant que logarithme décimal négatif de la

transmittance, et définie comme étant la quantité de lumiére absorbée par la substance :
A= o? (Eq. 1.10)

Cette relation appelée loi de Lambert fut complétée par la suite par A. Beer qui montra
de fagon analogue que I’absorbance est dépendante du nombre de chromophores sur le trajet,
et donc de la concentration C de I’échantillon. Ces dérivations ont abouti a la version moderne
de la loi de Beer-Lambert, qui montre finalement que 1’absorbance d’un échantillon a une
longueur d’onde donnée est directement proportionnelle au trajet optique ¢, a la concentration
en composeé C, et a sa capacité a absorber les photons. Cette propriété est introduite a travers

une notion primordiale des mesures photophysiques : la section efficace d’absorption .

En considérant le méme faisceau incident d’intensité lo et d’intensité It en sortie de
I’échantillon, il est possible de décomposer le trajet optique total, de longueur ¢, en une infinité
de sections de surface lumineuse S et de longueur infinitésimale d¢. A chaque position du trajet
optique, I’intensité lumineuse sera appelée Ix en entrée de cette section, et Ix - dl en sortie
(figure 1.6).

A I’échelle moléculaire, on considére que chaque chromophore posséde une surface (ou
section) dite « efficace » sur laquelle les photons pourront étre absorbés au passage de la
lumiere (spheres vertes sur la figure 1.6), autrement dit une aire de capture des photons. Ce
paramétre clé appelé section efficace d’absorption o est un parametre général traduisant
Iefficacité d’absorption de la lumiére qui peut étre exprimé pour 1’absorption mono- Ou

multiphotonique (cf. paragraphe 1.2).



Phénomeéne d’absorption monophotonique et spectroscopie UV-Vis

Figure 1.6 : Représentation en coupe d’un échantillon en solution irradié par un faisceau incident monochromatique, et

de la section efficace d’absorption.

Ainsi, lorsque la lumiére traverse 1’échantillon, chaque molécule absorbera sur une

fraction /S du faisceau de surface S. Sur la totalité de la section infinitésimale considérée, la

surface totale absorbée X sera donc égale a cette fraction multipliée par le nombre de
chromophores Nx dans le volume correspondant, soit :

S=—N,

o
S
Cy S df (Eq.1.11)

=0 CN d‘g
ou Cy est la concentration de 1’échantillon en nombre de molécules.cm™.

En appliquant le raisonnement de la loi de Lambert, la diminution d’intensité lumineuse

dl consécutive a I’absorption d’intensité Ix sur cette section infinitésimale, et dépendante de la

section efficace d’absorption, peut étre exprimée par :

dI

——=05Cyd¢ (Eq.1.12)
L

L’intégration de cette relation sur 1’intégralité du trajet optique entre 0 et ¢ donne alors
I’équation 1.13 :
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' dl '
f = f o Cy d? (Eq. 1.13)
0 0

X

Iy
©Iln—=o0c CN ?
16
En introduisant dans cette relation la concentration molaire C grace au nombre d’Avogadro, et

en passant en base décimale de fagon a retrouver I’absorbance A, il en découle la forme moderne

de la loi de Beer-Lambert :
A=¢c?C (Eq. 1.14)

Dans laquelle le parametre ¢, appelé coefficient d’extinction molaire et directement li¢ a la
section efficace d’absorption a un photon, est le paramétre communément mesuré lors des

¢études photophysiques afin d’évaluer la capacité d’absorption d’un chromophore :

= X N, x 1073 (Eq. 1.15)
o

Le coefficient d’extinction molaire € représente finalement la probabilité de provoquer une

transition €lectronique pour le composé étudié, et a une longueur d’onde donnée.

.2. Optique non linéaire et excitation biphotonique

Comme vu précédemment, lorsqu’une onde électromagnétique lumineuse interagit avec
la densité électronique de la matiere, et particulierement les électrons =, le champ électrique
associe induit une polarisation qui dépend de son amplitude. Dans le cas ou ce champ électrique
est trés intense, I’approximation de linéarité décrite dans I’équation 1.1 n’est plus valable, et des
phénomenes d’optique non-linéaire (ONL) peuvent apparaitre. En fonction de la longueur

d’onde du faisceau incident les phénoménes d’ONL peuvent étre résonants ou non résonants.

Les phénomenes non résonants perturbent 1’état électronique fondamental sans
promouvoir un électron dans un état électronique excité. En ONL, on observera des

harmoniques de second ordre et de troisieme génération, ou bien des effets Pockels ou Kerr.

Les phénoménes d’ONL résonants se produiront lorsque 1’énergie incidente est un

multiple du gap énergétique entre I’état fondamental et 1’état excité. L’absorption simultanée
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de deux photons (ou plust*) combinant leurs énergies peut alors avoir lieu pour combler ce gap.
On appelle cette technique ’excitation biphotonique (ou multiphotonique). Ce phénoméne fut
théorisé pour la premiere fois par Maria Goppert-Mayer en 1931 durant sa thése de doctorat®!
et démontré expérimentalement en 1961 par Kaiser et Garrettl® aprés le développement des

premiers lasers pulsés.

Lors du phénoméne d’absorption & deux photons (2PA), ’absorption d’un premier
photon engendre la création d’un état d’excitation virtuel possédant une durée de vie de I’ordre
de 107'° secondes et ne correspondant & aucune résonnance. La probabilité qu’un chromophore
absorbe un second photon est ensuite fonction du recouvrement spatial et temporel entre les
photons incidents. L’absorption du second photon doit se produire sur une durée de 1078
secondes!”) pendant la durée de vie de 1’état virtuel afin de promouvoir 1’électron sur un niveau
¢électronique réel, ce qui explique I’emploi de laser pulsés. L’¢état excité atteint par cette double
absorption quasi-simultanée peut étre différent de celui obtenu avec [’absorption
monophotonique de par la différence des régles de sélection, cependant la regle de Kasha reste

valable et I’émission s’effectuera toujours depuis S1.

Energie
r)»

So

Figure 1.7 : Diagramme de Jablonski-Perrin simplifié illustrant 'absorption a un photon (a gauche), et a deux photons (a
droite), et le retour a I’état fondamental par fluorescence. La photo montre le volume d’excitation correspondant (1PA

en haut de la cuvette, 2PA en bas).

Bien qu’il soit théoriquement possible d’utiliser deux photons d’énergie différente pour
combler le gap AE, les montages de 2PA envoient généralement deux photons d’énergie h vexc/2
identique. La longueur d’onde nécessaire pour I’excitation est par conséquent deux fois
supérieure a celle utilisée en excitation monophotonique, et se situe dans le rouge ou proche
infrarouge (NIR). Ce type de 2PA est dit « dégénéré » de par 1’égalité énergétique des deux

photons envoyés, et c’est sur ce phénoméne que se focaliseront les paragraphes suivants.
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L’absorption a deux photons « non-dégénérée »,[8-201 aussi appelée absorption a deux couleurs,

ne sera pas étudiée ici.

Contrairement a la 1PA, la 2PA dépend quadratiquement de 1’intensité lumineuse (voir
ci-apres), ce qui confine I’excitation uniquement au point focal. Le volume d’excitation étant
de I’ordre du femtolitre, la résolution spatiale 3D est alors extrémement forte (cf. photo, figure
1.7), ce qui rend cette technique particulierement intéressante pour des applications biologiques.
La gamme de longueurs d’ondes utilisée est en outre bien moins photo-toxique que les
rayonnements UV et pénétre bien les tissus. Les rayonnements rouges et NIR ne sont en effet
que peu altérés par ’absorption de chromophores du milieu biologique, et peuvent pénétrer les
tissus jusqu’a 10 cm sans dommages particuliers.'] Cette gamme de longueur d’onde est

appelée la « fenétre de transparence biologique » (figure 1.8).
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Figure 1.8 : Spectres d’absorption des principaux chromophores présents dans les tissus biologiques. La zone colorée en

jaune correspond a la fenétre de « transparence » des tissus vis-a-vis de I'irradiation lumineuse.

Comme en absorption monophotonique (o, directement lié a €), on peut définir pour la
2PA une section efficace d’absorption traduisant la capacité d’ un chromophore a absorber deux
photons. En hommage a sa premiere théoricienne, cette section efficace d’absorption a deux

photons o2 est exprimée en Goppert-Mayer (1 GM = 10°°° cm*.s.photon™).

L2.1. Fondements physiques et mathématiques

Dans le cas d’un champ électrique E intense, par exemple lors d’une irradiation a ’aide

d’une source laser, la polarisation P du matériau sature et sort du cadre de la linéarité. Elle peut

alors se décomposer sous la forme d’un polyndme de Taylor :
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P=Py+eg YVE +eg y®E*+ £y y® E3 + - (Eq- 1.16)
Dans lequel x™ est un tenseur d’ordre n+1 décrivant la susceptibilité électrique du n®™ ordre ;
le terme du premier ordre étant la susceptibilité électrique linéaire rencontrée dans

I’équation I.1.

A T’échelle moléculaire, une expression analogue peut étre retrouvée pour le moment

dipolaire fi exprimé en fonction du champ E.
A= u+ aE+ﬁE2+yE3+... (Eq.1.17)

Dans cette expression, f, est le moment dipolaire permanent de la molécule, « est la

polarisabilité, S 1’hyperpolarisabilité quadratique, et y 1’hyperpolarisabilité cubique.

En optique linéaire, seule la polarisabilité d’ordre 1 intervient. La partie réelle de cette
grandeur rentre en compte dans la détermination de I’indice de réfraction du milieu, et sa partie
imaginaire dans la section efficace d’absorption o, et donc dans le coefficient d’extinction

molaire «.

Lorsque le champ E est plus intense, les termes non linéaires d’ordre supérieur a 2
rentrent en ligne de compte. L’hyperpolarisabilité quadratique B gouverne les phénoménes
d’ONL du second ordre comme la génération de second harmonique (GSH) ou I’effet Pockels.
L’hyperpolarisabilité cubique yrefléte quant a elle les phénomeénes du troisiéme ordre, tels que
I’absorption a deux photons sur laquelle se focalisera cette étude. Par analogie avec la
polarisabilité ¢, la partie réelle de y interviendra dans I’indice de réfraction non linéaire du
milieu, alors que sa partie imaginaire rentrera en compte dans la section efficace d’absorption
a deux photons c,.1'2%3] Des restrictions de symétrie s’appliquent sur certains termes
d’hyperpolarisabilité. Ainsi pour des raisons de parité, les termes d’ordre pair tels que 3 seront
toujours nuls dans le cas de molécules centrosymétriques. Aucune restriction de symétrie
n’existe cependant pour les termes impairs, et le phénomeéne de 2PA peut donc potentiellement

étre observé sur tous types de chromophores indépendamment de leur symétrie.

Le caractére non-linéaire de la 2PA lui confére une dépendance quadratique vis-a-vis de
I’intensité lumineuse. Ainsi, en appliquant des hypothéses équivalentes a celle de la loi de Beer-
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Lambert,*¥ et de fagon analogue a 1’équation 1.12 il est possible de décrire I’atténuation

lumineuse consécutive a la 2PA par 1’équation suivante :

ol .
&=—CNGI—CNO'2 I2 (Eq. 1.18)

Ou I est I’intensité, £ le trajet optique, Cy le nombre de molécule par cm?®, et c et o les
sections efficaces d’absorption respectivement a un et deux photons a une longueur d’onde
donnée. En considérant que 1’énergie des photons utilises pour la 2PA soit largement
insuffisante pour rentrer seule en résonnance avec un état excité de la molécule et causer
I’absorption monophotonique, seul le second terme quadratique sera considéré dans 1’équation

1.18. Cette quadraticité confére a la 2PA son importante résolution spatiale.

Il existe principalement trois approches quantiques®>8 permettant d’estimer
mathématiquement la section efficace d’absorption a deux-photons o> a partir de 1’expression
complexe de I"hyperpolarisabilité microscopique y. Afin d’appréhender les paramétres et les
relations structure-propriétés régissant 1’efficacité de la 2PA, il est possible d’obtenir une
expression approximée de y (et par extension de o2) en raisonnant sur le « modele des états
essentiels ».11°-22 e modéle a trois états!?>2!] est basé sur le postulat que les sections efficaces
d’absorption a deux photons sont dictées par I’interaction entre 1’état fondamental |g) et au
maximum deux états électroniques excités. Les régles de sélections imposées par la symétrie
du chromophore indiquent alors les états électroniques a prendre en compte. Dans les composés
centrosymeétriques on consideérera I’interaction entre 1’état fondamental | g), 1’état final visé |f)
autorisé a deux photons ; et un second état |i) autorisé a un photon, fortement couplé avec |f)
par dipdle de transition, dont le positionnement énergétique dépendra de la symétrie de la
moléecule (cf. figure 1.9). Dans le cas de systéemes non-centrosymétriques, seule la transition
avec |f), autorisée a un et deux photons, peut étre considerée ; |i) alors un état aussi étant alors

supérieur ou égal a |f).

Pour appréhender ce modéle de fagon plus intuitive, particulierement dans le cas des
systémes centrosymétriques, il faut visualiser un premier photon subissant une transition
virtuelle vers I'état autorisé a un photon |i) le plus proche. Dans le cas d’une onde lumineuse
plane polarisée de pulsation @ = 2rv, pour laquelle les photons sont de méme énergie (2PA

dégénérée), ce photon Aw aura une durée de vie At dans 1’état intermédiaire, déterminée selon
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le principe d'incertitude At > h/AE, ol AE = E,; — hw est la différence d'énergie entre
I'énergie du photon et I'énergie de I'état |i) ; appelée aussi energie de désaccord de résonnance.
L’enjeu de ce modéle réside dans le fait que si I'énergie de désaccord AE diminue, le photon
peut rester dans I'état intermédiaire |i) pendant une période de temps plus longue. Puisque le
deuxieme photon doit arriver pendant cette durée de vie pour que le phénoméne de 2PA se
produise, il en découle que si cet intervalle de temps est allongé, la probabilité de 2PA (et par

consequent le o2) doivent augmenter.

5 (a) D (b) (c) '
| I 5
I | B T | |
Eyi-tio | | )
E E i Egi -flw E
S e R SR __;._Egi.'ﬁfiz ....... N
' état virtuel | 5 !
[l 7 T
chromophore chromophore
: non-centrosymétrique centrosymétrique
; AMg; £ 0 ; ; AMy; =0 5

Figure 1.9 : Diagramme d’énergie selon le modéle des états essentiels dans le cas (a) d’un systéme non-
centrosymétrique ; (b) d’un systeme centrosymétrique pour Zw trés différent de I’énergie de résonance ; et (c) d’un

systeme centrosymétrique pour Zw proche de I’énergie de résonance.

Dans le cadre de ce modele, I’expression de la section efficace d’absorption a deux

photons en fonction du tenseur ¥ d’ordre 4 peut étre approximée a :

3 L* h w?

Oy ® ——————
2 Cy n?c?g,

Im(y(—w' w, —w, w)) (Eq. 1.19)

Ou L est un facteur optique lié a n I’indice de réfraction du milieu, et A la constante de planck
réduite. Le facteur de proportionnalité peut varier selon le systéme d’unités et les conventions
utilisées.”¥) Bien que la démonstration dépasse le cadre de ce manuscrit,!>182324] |e

développement de I’équation 1.19 en fonction de 1’expression de )8 basée sur ce modele
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quantique permet d’exprimer 2 en fonction de trois termes appelés D, T et N selon la relation

de proportionnalité suivante?! :

.Uf;i AM;i

— - «D»
(Egi — hw _]ng) (Egi — 2hw _]Fgf)

Wgi s,
0z % Im * Z i 921 : ; «T»
’ i;tfg(Egi — ho —jlg)*(Egs — 2hw — jlyy) (Eq. 1.20)

4
— 'uzgl « N »
(Eji — how —jT,) (Egi + hw —jTy)

Dans laquelle 1’unité imaginaire est ici appelée j par souci de clarté, les moments dipolaires de
transition associés a la transition x < y sont appelés r«y, et la différence de moment dipolaire
statique entre les états |x) et |y) est appelée AMiy pour une meilleure distinction. Exy est la
différence d’énergie entre les deux états, et I'xy est un facteur d’amortissement associé a la
transition. Les trois termes de cette expression contribuent différemment a la valeur de o». Le
terme D est un terme « dipolaire » puisqu’il fait intervenir les moments dipolaires statiques via
AMyy. Le terme T (pour Two-photon) est présent dans tous les cas en 2PA. Enfin, le terme
négatif N peut venir se retrancher a cette expression dans le cas ou le photon est d’une énergie
voisine de 1’énergie résonnante,?*! ce qui n’est pas le cas dans notre étude. Le terme N sera
donc négligé par la suite, et en considérant que le facteur d’amortissement I est identique pour
toutes les transitions on peut encore simplifier la relation précédente en isolant la partie

imaginaire, de sorte que :

2 2 2 .2
0, M Z _ Hgitir (Eq. 1.21)

(hw)?* i=f.g (Egi — h“))z

Les équations 1.20 et 1.21 permettent d’emblée de distinguer deux cas de figure selon
I’existence ou non d’une différence entre moments dipolaires a I’état fondamental et a 1’état
excité ; et donc selon la symétrie du chromophore étudié. En effet, dans les dipdles non-
centrosymétriques (AMgi # 0), le terme D sera présent, alors que dans les quadrupdles
centrosymetriques (AMgi = 0) le terme D sera nul et le o2 sera équivalent a la contribution du
terme T. Il est également important de noter la présence au dénominateur du terme T de la

différence d’énergie (E;; — hw) mise en évidence sur la figure 1.9 et qui aura une forte
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influence sur le o> selon les cas. En outre, cette distinction entre chromophores
centrosymétriques ou non s’accompagne d’un changement au niveau des régles de sélection par

rapport a I’absorption monophotonique.

.2.1.a. Modele des états essentiels et cas des molécules non-centrosymétriques
Dans les chromophores dipolaires non-centrosymétriques (figure 1.9, cas (a)), la

transition entre |g) et | f) est autorisée a un et a deux-photons.

La présence de moments dipolaires statiques a 1’état fondamental |g) et a 1’état excité
|f) implique que le terme dipolaire de I’équation 1.21 sera non-nul, et qu’il faudra donc prendre
en compte les contributions des deux termes D et T dans I’estimation du c2. Or, comme
représenté sur la figure 1.9, 1’état |i) étant d’une énergie supéricure ou égale a |f), on aura
forcément (E;; — hw) = hw. En considérant que les dipOles statiques et de transition sont
tous du méme ordre de grandeur, il en résulte que la contribution du terme D dans I’expression

de o2 sera plus importante que celle du terme T.

.2.1.b. Modele des états essentiels et cas des molécules centrosymétriques
Dans le cas de chromophores centrosymétriques, les trois états dits « essentiels »

présentent des symeétries alternées (cf. figure 1.9): |g) et |f) seront symétriques par rapport au
centre d’inversion (gerade), |i) est lui antisymétrique (ungerade). Les régles de Laporte
autorisent donc a un photon les transitions g < i et i & f grace a I’inversion de symétrie. A
deux photons, la fréquence v n’entre en résonance avec aucune de ces transitions et Crée un
état virtuel ungerade d’énergie inférieure a |i). Le second photon de frequence v engendre la
nouvelle transition dipolaire vers 1’état final gerade |f). Il en résulte que la transition g & f
est autorisée en 2PA tout en étant interdite de symétrie par absorption a un photon. Cette
inversion des régles de sélection entre les absorptions a un et a deux photons est genéralisable

a tous les chromophores centrosymétriques.

La valeur de la section efficace d’absorption a deux-photons dans le cas de
chromophores centrosymétriques est directement régie par le terme T (le terme dipolaire étant
nul). Cependant, dans le cadre du modeéle a trois états, |i) est situé a un niveau énergétique

inférieur & | ), ce qui a deux conséquences directes :

(1) Plus I’état |i) sera proche en énergie de 1’état virtuel créé par 1’absorption d’un
premier photon (figure 1.9, cas (b) et (c)), plus le dénominateur (E,; — hw)? du

terme T sera petit. Cette propriété permet théoriquement d’atteindre des valeurs de
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o2 trés importantes, ce qui n’est mathématiquement pas possible dans le cas de

dipoles.

(i) Dans ce cas et contrairement aux chromophores dipolaires, (E;; — hw) < how. A
moments dipolaires égaux (c’est-a-dire a structure conjuguée et groupements
donneurs et accepteurs égaux), le terme T dans un chromophore centrosymétrique
sera forcément supérieur a la contribution D dans un dipdle. Un quadrupdle sera
donc intrinsequement meilleur absorbeur a deux photons que le dipble

correspondant.

Ces propriétés ont permis de dégager des stratégies d’ingénierie moléculaire visant a

améliorer I’efficacité des absorbeurs a deux-photons.

L2.2. Ingénierie de chromophores 2PA et relations structure-propriétés
En observant 1’équation 1.21 et a partir des raisonnements menés dans les paragraphes

précédents, il est possible de dégager les tendances de 1’ingénierie de chromophores absorbeurs
a deux-photons. En pratique, les termes de 1’équation tels que u et A sont difficilement
accessibles expérimentalement,?®! mais les régles suivantes peuvent étre suivies de fagon

empirique [27,28,24,12,29,30]

(1) Augmenter les moments dipolaires statiques et transitoires. En effet selon 1’équation
1.21, I’augmentation de AMgy conduit quadratiquement a une augmentation du o>,
tout comme 1’augmentation des moments dipolaires de transition . En pratique ceci

peut étre réalisé de deux facons :

o En augmentant le pouvoir donneur ou accepteur des groupements aux
extrémités (et au centre, le cas échéant) de la molécule. La force motrice de
la 2PA est un transfert de charge intramoléculaire, et toute modification

favorisant ce transfert devrait influencer positivement le o».

o Enaugmentant la longueur du systeme z-conjugué plan. En effet, il convient
de rappeler que, d’aprés 1’équation 1.3, le moment dipolaire de transition u
est calculé par intégration sur tout I’espace selon les trois coordonnées du
rayon r (c’est-a-dire la distance sur laquelle la charge se déplace pendant une
transition). Intuitivement, plus les coordonnées du vecteur seront espacées

de I’origine, plus  sera donc important, ce qui peut de fait étre réalisé en
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(ii)

(iii)

(iv)

augmentant la taille du systéme . Il existe cependant une limite supérieure
a cette longueur de chaine au-dela de laquelle la fonction d’onde devient

incohérente a cause notamment de la perte de planarité dans la molécule.?”!

Préparer des chromophores centrosymétriques. A groupements donneurs et
accepteurs égaux, un quadrupble (D-n-A-n-D ou A-n-D-n-A) sera meilleur

absorbeur a deux photons que le dipble (D-n-A ou A-n-D) correspondant.

S’approcher de la résonance pour [’état intermédiaire. Dans les systémes
centrosymétriques de type quadrupolaires, si 1’état intermédiaire autoris€¢ a un
photon est localisé prés de ’état virtuel (a la longueur d’onde du laser), la section
efficace d’absorption a deux photons peut étre significativement augmentée. Cet

effet est parfois appelé « intermediate state resonance enhancement » (ISRE).!

Minimiser le facteur d’amortissement I'. Le facteur d’amortissement étant li¢ a la

largeur de bande de la transition observée, une bande étroite maximisera le o2.

Tableau I.1. Liste des groupements auxochromes couramment utilisés dans la conceptions d’absorbeurs a deux photons.

Groupements

électrodonneurs D!

Liens mt-conjugués!® Groupements électroattracteurs Al

RN
N NG NN R_o
X / CN
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/
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----- Ho R KL
W KD KO-
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§ N: i:
/ §_2/\/\/\{

Zzx

X

s
- A \_—
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/ =\ N=

g o) \ N'R §—<\N_/(N
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\

IR =alkyl ; PR = H, alkyl, X=0, S, NR.
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Ces facteurs clés sont fortement interdépendants, et il faut souvent les prendre en
considération de fagcon globale pour anticiper les effets sur le o,. Cependant, depuis la premiére
mise en évidence du phénomeéne sur des chromophores organiques,® le design rationnel de
chromophores absorbeurs a deux photons a progressé de facon spectaculaire. Ceux-ci sont
composés de principalement trois types d’éléments : un pont (ou « cceur », pour les systémes
centrosymeétriques) m polarisable, un groupement électrodonneur D, et un groupement

électroattracteur A, dont les structures les plus communes sont rassemblées dans le tableau I.1.

1.2.2.a. Influence des effets électroniques
Historiquement, parmi les premiers travaux sur les chromophores organiques a

application en 2PA, Prasad et coll. ont développé des structures dipolaires comportant différents
ponts &t polarisables, et dont le systeme push-pull est basé sur un donneur diphénylamino et un
accepteur vinylpyridine. Ces structures dipolaires présentent des réponses en excitation
biphotonique globalement modestes, mais 1’extension de la conjugaison leur a permis
d’atteindre des valeurs de 115 GM.B? 11 est intéressant de noter ’effet du groupement
électrodonneur qui est primordial puisque la réponse en 2PA est totalement annihilée lorsque

le groupement diphénylamino est remplacé par un thiophene, tres peu donneur.

Ehrlich et al. ont rapport¢ deés 1997 I’augmentation du transfert de charge
intramoléculaire par modification des groupements électrodonneurs et accepteurs terminaux, et
I’effet consécutif sur la section efficace d’absorption a deux photons de dérivés du stilbéne
(schéma 1.1), et en se placant donc cette fois dans le cas de chromophores centrosymétriques.
L’ajout de groupements donneurs dibutylamino sur ce chromophore permet d’augmenter de
100 GM la valeur du o2 (compose 2). Le remplacement des chaines butyle par des phényles,
plus riches en électrons, a ici un effet encore plus bénéfique. Ces premiers travaux ont permis
d’obtenir des sections efficaces d’absorptions a deux photons de 340 GM.B3! De plus profondes
modifications structurelles ont ensuite été produites.3* L’effet de I’allongement du systéme r-
conjugué, étudié en remplagant le lien vinyle du stilbéne par un ceeur p-divinylbenzene, est mis
en evidence par un bond de 500 GM supplémentaires pour le compose 4. Le transfert de charge,
et par conséquent le o2, sont enfin augmentés de fagon spectaculaire par 1’ajout de groupements
nitriles attracteurs sur le cceur du chromophore, donnant acces a une valeur de plus de 3000 GM.
Des sections efficaces de plus de 4000 GM ont ainsi pu étre obtenues par modifications

structurelles et ingénierie moléculaire dans ces travaux.
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Schéma 1.1 : Feuille de route des modifications structurelles effectuées sur le stilbéne par Marder et coll.[3334] et effets

observés sur le 6,.

Les groupements D et A peuvent donc étre localisés aux extrémités, ou au cceur du
chromophore comme indiqué précédemment. Les groupes terminaux les plus efficaces et les
plus communs (cf. tableau 1.1) sont de type dialkyl- ou diphénylamino, grace a leur meilleur
pouvoir donneur, tout en gardant une certaine stabilité a 1’oxydation.3> Les groupements
oxygénés (—OH et —~OR) sont aussi utilisés mais possedent un pouvoir donneur bien inférieur,
comme en témoigne la comparaison entre les composés 6b et 6¢ (schéma 1.2). Bien que plus
rarement utilisés et réservés a des applications particulieres, les phénolates sont cependant
parmi les plus forts groupements electrodonneurs existant, et ont notamment permis d’atteindre
des o2 supérieurs a 4000 GM dans le développement de sondes de pH et de détection d’ions
Zn2* 1391 |_e coefficient de Hammett”] est un indice utile pour évaluer la force des groupements

utilisés, et leur effet sur la section efficace d’absorption a deux photons.

En ce qui concerne les systemes centrosymétriques, les études montrent que les
groupements D terminaux sont géneralement plus efficaces que les groupements A terminaux.
Un caractére accepteur est au contraire généralement meilleur lorsqu’il est localisé au cceur du
systéme.[3 Le composé 6a de type A-n-D-n-A est en ce sens bien moins actif en excitation
biphotonique que les composés de type D-n-A-7-D 6¢, ou méme que le quadrupdle comportant

des donneurs oxygénés 6b.
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Non Non
6a,c
63, X = SOZCF3 6b, X = OMe 6c, X = NHeX2
}\‘ZPAmaX =705 nm 7\42pAmaX =705 nm ?\QPAmaX =705 nm
G, = 83 GM 6, = 110 GM G, = 1200 GM

Schéma 1.2 : Comparaison des valeurs de o, pour des composés centrosymétriques bis-accepteur (6a) et bis-donneur de
forces différentes (6b et 6c).[27]

[.2.2.b. Influence du pont n-conjugué
Le lien w-conjugué est nécessaire pour faciliter le flux electronique lors du transfert de
charge entre les groupements donneurs et accepteurs sus-cités. Quatre facteurs rentrent en
compte dans le choix du lien : son caractére donneur ou accepteur, la taille de son systéme r,
sa conformation (rigide ou flexible, plan ou non), et la nature des liens qu’il comporte (alcyne,

alcene, etc...).

Le caractére riche ou pauvre en électrons du pont m peut entrainer une tres forte
augmentation des moments dipolaires. Cet effet a été mis en évidence dans le paragraphe
précédent avec I’appauvrissement du coeur du quadrupdle 5 rapporté dans les travaux d’Albota

et al.[34

La longueur de conjugaison influence de maniére positive le o2 en transférant les
électrons sur de plus longues distances, ce qui augmente le moment dipolaire. Le remplacement
du noyau phényle dans le quadrupdle 4 (schéma 1.3) par un noyau biphényle (composé 7)

permet par exemple une augmentation de 60% de la section efficace d’absorption.

xszmax =725 nm }szAmaX =740 nm

R =Bu R = Hex
o,M¥* = 625 GM c,M¥* = 1300 GM
a0 o (.
Non Non

6¢c

max — max —
R = Hex }\QPA =730 nm R = Hex 7\.sz =705 nm
o, =1000 GM o, = 1200 GM

Schéma 1.3 : Influence de la taille, planarité, et nature du lien © dans les quadrupdles bis-donneurs 4, 6¢, 7 et 8.[27:34]

Concernant la conformation, le recouvrement orbitalaire étant nécessaire a la

conjugaison et donc au transfert de charge, le couplage électronique est optimal lorsque le
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systéme m-conjugué est plan. Pour cela, il est possible de bloquer la rotation du biphényle dans
le composé 7 en le remplagant par un cceur 2,7-fluorényle pour obtenir le composé 8, ce qui
cause une augmentation supplémentaire de 30% de la valeur de 2. Le fluorene est ainsi un lien
trés souvent utilisé puisqu’il permet de contraindre la conformation de fagon a maximiser la
planarité du systéeme m, tout en substituant le carbone benzylique avec des chaines alkyle pour
plus de solubilité. Le cceur dihydrophénanthréne est aussi parfois retrouvé dans cette optique
(cf. tableau 1.1).

La nature des liaisons reliant les modules conjugués entre eux a également une
influence. Le cas des ponts trans-vinylénes face aux ponts éthynyles est particulierement
intéressant. De fagon générale, le caractere conjugué est moins prononcé dans les triples liaisons
que dans les doubles car le recouvrement orbitalaire des carbones d’hybridation sp avec les
carbones sp? voisins est moins favorable. La comparaison des composés 8 et 6¢ montre un effet
sur le o2 dans ce sens, mais qui garde une proportion limitée. Dans certains cas particuliers,
notamment dans des systémes présentant un tres fort encombrement stérique, 1’utilisation d’un
pont acétylénique plus rigide peut cependant s’avérer extrémement bénéfique car il permet de
figer la conjugaison du chromophore, contrairement & une double liaison qui peut plus aisément
tourner et s’écarter du plan. Cet atout a notamment été mis en évidence dans le cas des dimeres

de porphyrines. 3839

[.2.2.c. Influence de la symétrie et du degré de ramification
La combinaison des éléments mentionnés précédemment dans une structure conjuguée

constitue donc un chromophore asymétrique (dipdle : A-n-D) ou symétrique (quadrupdle :
A-n-A, D-n-D, A-n-D-nt-A, D-n-A-n-D ou octupdle D(-n-A)s, A(-n-D)3).127281 Or, comme mis
en évidence dans 1’équation .21, la symétrie a une influence prépondérante sur 1’intensité des
transitions et des phénomeénes d’optique non linéaire. La supériorité des systémes branchés vis-
a-vis des dipdles a alors été rapidement confirmée expérimentalement.l?7281 Pour illustrer
simplement I’influence de la symétrie sur 1’absorption a deux photons, il suffit de prendre en
considération deux chromophores présentant les mémes groupements donneur D et accepteur
A, dont I’un est un dipdle et 1’autre agencé de facon quadrupolaire. L’exemple du schéma 1.4
permet alors de conclure que le passage du dipdle 9 au quadrupdle équivalent 10 permet de

multiplier par un facteur 7 la valeur du oo>.
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Bu Bu Bu Bu
9 10
A1pa™* = 365 nm Aqpa™* = 390 nm
hopa™®* = 750 nm Aopa™@* = 720 nm
G,™3X = 140 GM G,M3X = 980 GM

Schéma 1.4 : Comparaison des sections efficaces d’absorption et longueurs d’onde d’absorption maximale dans le cas
d’un systéme dipolaire 9 et du systéme quadrupolaire de force équivalente 10.140

I est par ailleurs intéressant de noter que la longueur d’onde de la transition la plus
intense en absorption biphotonique est plus haute dans le cas du dipdle que du quadrupdle.
L’explication réside dans des considérations de symétrie rendant interdite a deux photons la
transition localisée a la longueur d’onde 2 x A1pA™ dans le cas des quadrupdles. Cette transition

reste en revanche autorisée dans le cas des dipoles.

Les études se sont par la suite naturellement portées sur les potentiels bénéfices de
systemes multibranchés. La combinaison de non plus deux, mais trois axes de délocalisation
pour le transfert de charge donne naissance a des composés présentant une conjugaison
multidirectionnelle appelés octupdles. L’étude théorique et expérimentale de ces objets a
rapidement confirmé leur potentiel pour des applications d’optique non-linéaire. La
comparaison des valeurs de o2 pour les composés quadrupolaire 333! et octupolaire 111 met
en évidence des effets coopératifs bénéfiques entre les trois axes. En effet, la valeur de section

efficace pour le composé 11 est supérieure au triple de la valeur mesurée pour le composé 3.

}\.szmax =680 nm O }szAmaX =680 nm
G, = 340 GM 6, = 1300 GM
2
NPh,

Schéma 1.5 : Schéma comparatif du systéme D-n-D 3133 et du systéme D(-r-D)3 11[%1] correspondant.

Le modele théorique décrivant I’absorption a deux photons des composés octupolaires
est différent du modeéle a trois états, puisqu’il tient compte des couplages excitoniques entre les
branches de la molécule.[*>#3! Dans la méme logique de conception, en augmentant encore le

nombre de chemins de conjugaison dans la molécule, il est possible de cumuler plusieurs
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dizaines de dipdles absorbeurs a deux photons dans des structures de type dendritique. Les
travaux sur ces composés ont permis d’augmenter sensiblement 1’efficacité des chromophores
disponibles, en atteignant par exemple 11 000 GM pour le dendrimére conjugué 12 (schéma
1.6).144 L’efficacité de cette stratégie est cependant limitée par un phénomeéne de saturation des
effets coopératifs qui se ressent généralement au-dela de la deuxieme génération. Il faut
également noter que ces interactions peuvent aussi étre déléteres et dégrader la réponse en

absorption biphotonique.

O
_O_R sBu
"y _
A s N
N\ R = /—< >‘N W,
O O Q ) ’ CZBU
— 12 — 2
A A Q >"2PAmaX: nm
'@‘Q C}N_O_R G,max = 11 :)10?) GM

N0,

S = oo /\NHexz

}szAmaX =705 nm
6, = 56 000 GM

13

Aopa™@* = 960 nm
o,M* =27 000 GM?

BUZN

Schéma 1.6 : Exemples de chromophores absorbeurs a deux photons a branches conjuguées (12[441), a branches non-
conjuguées entre elles (dendrimére 13[%%]) ou centrosymétrique (1414¢1) présentant d’'importantes valeurs de c,. 2 Valeur
mesurée par la technique de fs-z-scan.

Pour tirer parti de cet effet cumulatif et coopératif, Mongin et al. ont a leur tour proposé
une nouvelle stratégie reposant sur ’utilisation d’objets multi-branchés, mais reliés cette fois
par un ceeur non conjugué ; 1’objectif étant de mimer I'effet de confinement des quantum dots
(QDs) en utilisant des fluorophores quadrupolaires agencés de facon dendritique.!*>! Dans ce

travail, il est démontré que le confinement des chromophores au sein d’architectures
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hiérarchisées dont les interactions intramoléculaires sont contrdlées conduit & des nano-objets
montrant une brillance record a un et deux photons. La valeur maximale de o2 obtenue pour le
dendrimere 13 de génération G4 (55 900 GM a 705 nm) est alors comparable aux ordres de
grandeurs obtenus pour les QDs semi-conducteurs qui étaient alors parmi les meilleurs
marqueurs luminescents a deux photons. Cette approche présente en outre une grande
modularité puisqu’il est possible de tuner les propriétés photophysiques du nano-objets en
sélectionnant différents quadrupdles greffables, et de fonctionnaliser la surface du dendrimeére,

notamment pour des problématiques de solubilité en milieu biologique.*”

Les approches pour la création de chromophores absorbeurs & deux photons efficaces
sont donc nombreuses. Les systéemes branchés ou confinés basés sur la combinaison de
plusieurs chromophores et les potentiels effets coopératifs inter-branches sont des alternatives
prometteuses permettant d’aller au-dela de la seule ingénierie moléculaire axée sur le systéeme
n-conjugué. Cette derniére reste cependant a la base de tous les progres rapportés, et
I’optimisation de tous les paramétres de 1’équation 1.21 permet d’atteindre des valeurs
impressionnantes de sections efficaces. Le design du quadrupble 14 a par exemple permis de
mettre tous les facteurs dans le bon sens, au niveau de la symétrie et des moments dipolaires,
mais aussi d’une énergie de désaccord et d’un facteur d’amortissement trés faibles, avec pour
résultat une valeur de 27 000 GM pour une molécule relativement accessible synthétiqguement

et de faible poids moléculaire.

L’implémentation de ces stratégies de conception a permis a de nombreux groupes de
recherche de synthétiser des chromophores capables d’atteindre efficacement 1’état excité par
irradiation a deux photons. L’énergie de 1’état excité peut ensuite étre utilisée pour différentes
applications ; et il faut pour cela s’intéresser aux processus impliqués dans le retour a 1’état
fondamental, qui s’effectue indépendamment de la technique d’excitation (mono- ou
biphotonique). Ceux-ci sont classés principalement en deux catégories : ils peuvent étre

radiatifs ou non radiatifs, ¢’est-a-dire avec ou sans émission de photons.

[I. Processus de retour a l’état fondamental

[I.1. Processus de désexcitation non radiative

Quel que soit le niveau d’énergie atteint lors de I’absorption d’un photon résonnant,
I’exces d’énergie est généralement rapidement dissipé jusqu’a I’état vibrationnel de plus basse

énergie du niveau électronique occupé {Sx; vo} (figure 1.1, fleche orange en vague). En
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solution, cette relaxation vibrationnelle s’effectue par collisions intermoléculaire. La fréquence
de ces collisions est suffisante pour que la relaxation se produise trés rapidement, sur des durées

de 1012 3 1071° secondes.

Si I’état électronique atteint est supérieur a Sy, il se produit ensuite une conversion
interne (IC) iso-énergétique entre le niveau Sy et I’ état vibrationnel de Sx-1 de méme multiplicité
de spin correspondant, de fagon a revenir par relaxations successives jusqu’a 1’état excité de
plus basse énergie Si. Cette dissipation de I’excés d’énergie est illustrée sur la figure 1.1 pour
I’état Sz (fleches orange). A de rares exceptions prés, tous les processus de retour a 1’état
fondamental, et en particulier la fluorescence, ont donc lieu une fois 1’équilibre atteint a 1’état
S1, & la suite de ces processus de conversion interne et relaxation vibrationnelle non radiative.

Cette propriété est appelée la regle de Kasha.

C’est donc depuis 1’état S1 que se produisent généralement les phénoménes de
désexcitation consécutifs a 1’absorption. En outre, comme indiqué dans les paragraphes
précedents, les régles de sélections imposent la conservation du spin durant une transition, c¢’est-
a-dire AS = 0. Les transitions entre état singulet et état triplet sont donc théoriquement interdites
de spin. Il existe cependant une certaine interaction entre les moments angulaires associés au
spin et au mouvement orbitalaire de 1’électron. Cette interaction est appelée le couplage spin-
orbite, et a pour conséquence que la fonction d’onde d’un état électronique singulet
(respectivement triplet) contient toujours une fraction de fonction d’onde d’état triplet

(respectivement singulet) :
Y=a¥+p ‘PT (Eq. 1.22)

Cette expression rend effectivement possible un passage de I’état singulet S1 a 1’état
triplet T1 (cf. figure 1.1). Cette inversion de spin est appelée croisement inter-systéme (ISC). Il
s’agit d’un processus iso-énergétique de constante de vitesse kisc, se produisant sur des durées
de I’ordre de 101%s. Il est a noter que I’efficacité de ce processus varie selon la puissance 4 du
numéro atomique. Le couplage spin-orbite est donc généralement favorisé par la présence
d’atomes « lourds » (brome, iode, métaux lourds...) sur la molécule ou dans I’environnement,
pour lesquelles des transitions de type AS = £ 1 deviennent partiellement ou méme fortement

autorisées.
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Depuis 1’état excité S1 (ou T1 le cas échéant), 1’état fondamental peut étre atteint de
plusieurs fagons. Ainsi, 1’énergie peut étre dissipée par conversion interne et relaxation non
radiative jusqu’a So. Or, le recouvrement entre les fonctions d’onde vibrationnelles des états
électroniques mis en jeu augmente rapidement lorsque le gap énergétique diminue. 1l en résulte
que le processus de désexcitation vibrationnelle non radiative sera plus efficace lorsque les états
électroniques sont énergétiquement proches. Au contraire, lorsque le gap énergétique est plus
grand, les processus radiatifs, ¢’est-a-dire de désexcitation avec émission d’un photon, seront

favorisés.

I1.2. Désexcitation radiative : fluorescence et phosphorescence

Lorsque le retour a 1’état fondamental est accompagné d’une émission lumineuse, on
parle de photoluminescence. On distingue alors la fluorescence qui se produit depuis un état

singulet, de la phosphorescence depuis un état triplet.

La relaxation radiative spontanée depuis un état singulet, ou fluorescence, est un
phénomeéne observé couramment dans les molécules aromatiques. Un chromophore aromatique
présentant la capacité d’émettre un photon hvem depuis 1’état excité est ainsi appelé fluorophore.
Il s’agit d’un phénomene photophysique présentant une trés grande sensibilité, notamment au
niveau des effets d’environnement et de la détection, et ¢’est pourquoi elle a donné naissance a

tant de techniques d’analyses et d’imagerie.

La phosphorescence, quant a elle, est issue d’une relaxation T1 — Sp et il s’agit d’une
transition interdite qui ne peut étre observée que grace au couplage spin-orbite. Sa constante de
vitesse k'r (cf. figure 1.1) est donc trés faible et le processus trés lent, avec une luminescence
observable sur des durées de 10° s & parfois plusieurs dizaines de secondes. En effet, de fagon
générale lorsque 1’¢électron se retrouve dans un état triplet, ses possibilités de retour a 1’état
fondamental sont en majorité des transitions interdites de spin cinétiquement défavorisées, ce
qui augmente la durée de vie de T1. Dans la majorité des cas cependant, la désexcitation depuis
I’état triplet se produira par collisions moléculaires, ce qui conduit notamment a des
phénomeénes tels que la génération d’oxygéne singulet.*8-° On notera enfin que le niveau
d’énergie d’un état triplet est intrinséquement inférieur a celui de I’état singulet correspondant,
ce qui augmente la longueur d’onde du photon émis lors du processus de phosphorescence par

rapport a I’émission de fluorescence.
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La suite de ce paragraphe se focalisera sur I’émission de fluorescence, qui est,

directement ou indirectement, un concept crucial & appréhender et quantifier parmi les

propriétés photophysiques des chromophores qui seront étudiés dans ce manuscrit.

La fluorescence implique ainsi une transition Sy — Sp autorisée de spin (figure 1.1, fleche

verte), ce qui rend le phénomeéne relativement rapide. Si I’émission de lumiére en elle-méme

s’effectue toujours sur une durée de 1’ordre du femtoseconde, la durée de vie de 1’état excité Sy

se compte généralement en nanosecondes. Elle est ainsi régie par plusieurs principes généraux,

également illustrés sur la figure 1.10 :

(i)

(i)

(iii)

Régle de Kasha. Cette régle, présentée dans le paragraphe précédent, stipule qu’un
chromophore excité jusqu’a un niveau vibronique quelconque relaxe rapidement de
facon non radiative jusqu’au niveau ¢lectronique de plus basse énergie Si. La
conséquence de cette regle sur la fluorescence est que, quelle que soit la longueur
d’onde du faisceau d’excitation utilisée, I’allure du spectre d’émission d’un

fluorophore sera toujours la méme et correspondra a la transition S; — So.

Régle de 'image miroir. Le principe de Franck-Condon implique que la transition
¢lectronique n’affecte pas grandement les positions des noyaux dans la molécule.
L’énergie entre niveaux vibrationnels étant alors sensiblement la méme quel que
soit 1’état électronique, et les mémes transitions étant mises en jeu, il en découle que
le spectre de fluorescence sera dans la majorité des cas I’image miroir de la bande

So — S observeée sur le spectre d’absorption.

Régle de Stokes. La transition S1 — So, bien que théoriquement de méme énergie que
So — Si, est toujours observée a plus haute longueur d’onde si I’on compare les
spectres d’absorption et d’émission d’un composé. Cet écart s’explique par la
dissipation d’énergie par relaxation vibrationnelle ayant lieu entre le processus
d’excitation et I’émission, ainsi que le retour a un état vibrationnel supérieur a
{So; vo} (figure 1.1, fleche verte). L’écart entre le maximum d’absorption et
d’émission, généralement exprimé en nombre d’onde (cm™), est appelé déplacement
des Stokes (Stokes shift). En pratique, a température ambiante, les spectres
d’absorption et d’émission se recouvrent partiellement a cause de la population
partielle des états vibrationnels vy (x > 0) dans 1’état fondamental et 1’état excité, ce

qui a pour conséquence d’augmenter la longueur d’onde d’absorption, et de
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diminuer la longueur d’onde d’émission. Ce chevauchement devrait alors disparaitre

a basse température.
Déplacement de Stokes
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Figure 1.10 : Exemple de spectres d’absorption et d’émission de I’anthracéne, illustrant la régle de I'image miroir, la
structure en raies, et le déplacement de Stokes. Les chiffres 0, 1 et 2 correspondent aux niveaux d’énergie vibrationnelle.

Reproduit et traduit de la référence 511,

Comme observé sur la figure 1.10 et discuté dans la section 1.1, le spectre d’absorption
est sujet a un élargissement homogeéne de bande liée a la succession, plus ou moins continue et
définie, des sous-états vibrationnels au sein d’un niveau électronique. A cela s’ajoute un
¢largissement inhomogene li€ a ’interaction avec le milieu environnant. Le spectre d’émission,
image miroir de la transition So — Si, est aussi sujet a ces phénoménes d’élargissement, et
souvent beaucoup plus sensible aux effets d’environnement. En outre, il est possible par
spectroscopie de fluorescence d’estimer le comportement émissif d’un composé dans un
environnement donné, et surtout sa capacité d’émission. Cette valeur quantifiée, appelée
rendement quantique de fluorescence, donne accés a un critere de comparaison entre

chromophores.

11.2.1. Rendement quantique et temps de vie de fluorescence
L’efficacité d’émission de fluorescence d’un chromophore est une donnée essentielle.

En effet, en considérant que la phosphorescence est un phénomene rarement observé, la
définition d’une valeur quantifiée d’efficacité de fluorescence donne acces a la seule constante
de désexcitation radiative k%, et par extension a I’importance relative des processus non
radiatifs compétitifs régis par une constante k. En effet, en considérant une solution diluée de

fluorophores A, excités dans un état singulet par un faisceau lumineux, il est possible
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d’exprimer la loi de vitesse de retour a 1’état fondamental en fonction de la concentration en

fluorophore excité [*A*] et de ces deux constantes de vitesse :

d['A*]
dt

= (ky + ko )['A*] (Eq. 1.23)

L’intégration de cette relation donne acces a une loi de décroissance exponentielle du

type :

['A*] = ['A¥], e~CS+ KRt = [17#], e (Eq. 1.24)
Ou [*A*]o est la concentration initiale en fluorophore excité a I’état singulet, et dans
lequel le parametre t est la constante de temps de cette décroissance exponentielle. Ce
parametre est appelé temps de vie de fluorescence et détermine donc la durée moyenne que le
chromophore passe dans 1’état excité, et pendant lequel il peut interagir avec son
environnement. Le temps de vie de fluorescence t est généralement exprimé en ns. Comme

déduit de 1’équation 1.24, il est exprimé en fonction des constantes de vitesse k5 et k5 :

= 1 (Eq. 1.25)
k. + ki

Sur toute cette durée de vie, un certain nombre de photons sera émis. Ce nombre de
photons émis peut étre rapporté au nombre total de photons absorbés par le composeé ; ce qui
correspond & la somme des processus radiatifs et non radiatifs kS et kS.. Ce ratio permet
d’évaluer I’efficacité d’émission du composé est appelé rendement quantique de fluorescence

(O

kS (Eq. 1.26)
= ————— =17 X%k o
7 kS + kS, r

Ainsi, si kS >> kS, ®s sera proche de 1’unité, et le composé sera trés fluorescent. Si a I’inverse
kSr << kS, ®s sera proche de zéro et le composé sera peu fluorescent. Le rendement quantique
étant directement lié a la constante de vitesse, il est aussi par extension lié au temps de vie de

fluorescence t (Eq. 1.26).
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Les temps de vie et rendements quantiques de fluorescence sont des données accessibles
expérimentalement, ce qui permet de remonter aux valeurs des constantes de vitesse
impliquées. En pratique, le rendement quantique de fluorescence peut étre mesuré de facon
relative ou absolue. Les mesures de ®s effectuées dans le cadre de ce manuscrit ont toutes éteé
effectuées de facon relative, en comparaison avec une référence tabulée, et déterminée a I’aide

de I’équation suivante :

(Dt(_zch —

nech 2 1— 10—Aref(7\exc) foo IfeCh()\ ,Ap) dAs
q);ef % < ) 0 exe (Eq. 1.27)

nref x —Ah (A pre) X~ ref
1-10 exe fO If O\exc: Af) dAs

Ou les indices ref et ech traduisent respectivement une valeur relative a la référence,
ou a I’échantillon de fluorophore a mesurer, n est 1’indice de réfraction du solvant utilisé,
A(Agxc) P'absorbance a la longueur d’onde d’excitation utilisée, et I¢(Azyc, Af) Pintensité de
fluorescence collectée sur la fenétre spectrale étudiée et a la longueur d’onde d’excitation
utilisée. Le terme central de 1’équation 1.27 correspond au rapport des facteurs d’absorption,
indiquant dans chaque cas la fraction de lumiere absorbée par le chromophore. Le terme de
droite correspond lui au rapport des intégrales des spectres d’émission, ¢’est-a-dire au flux de

photons total détecté sur la fenétre étudiée.

De nombreux fluorophores sont tabulés en tant que standard,®?! mais les plus courants
restent la fluorescéine (FLSCN), la Rhodamine 6G (R6G) et la Quinine Bisulfate (QBS). Le
choix du standard s’effectue de fagon a faire concorder autant que possible les zones spectrales
d’absorption, d’émission, ainsi que la valeur du rendement quantique du compos¢€ mesuré avec
celles de la référence. Ainsi, a cause des effets d’environnement, le choix du standard sera

parfois modulé en fonction du solvant d’étude.

La notion de rendement quantique peut é&tre ¢élargie a d’autre phénomenes
photophysiques comme le transfert d’énergie, la photolibération de molécules bioactives etc.,
auquel cas, de la méme maniére, on regardera la constante de vitesse du phénomene étudie par
rapport a la somme de tous les processus mis en compétition. Intuitivement, pour des
applications d’imagerie, on cherchera a e€laborer des objets avec un @+ important. Au contraire,
pour les applications de photodélivrance qui seront étudiées par la suite, la fluorescence
deviendra un processus compétitif, et un ®¢ important sera plutot défavorable (cf. paragraphes
1.4 et 111).
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11.2.2. Effet d’environnement et solvatochromie [7->3>4
La nature du nano-environnement autour d’un chromophore peut profondément

modifier son comportement en absorption et en émission. Ces effets peuvent étre liés a la
polarité du solvant, au confinement au sein d’un agrégat de molécules, aux interactions
covalentes ou non-covalentes avec une macromolécule etc... Un fluorophore peut ainsi devenir
une véritable sonde de I’environnement dans lequel il se tient. L’effet le plus souvent rencontré
est la modification du spectre d’absorption et d’émission d’'un composé en fonction de la
constante diélectrique et de la polarité du solvant. Ce phénomeéne est appelé la solvatochromie,

et on parlera de composé solvatochrome.

Dans un composé solvatochrome, les moments dipolaires du chromophore a 1’état
fondamental [ et a 1’état excité p* sont différents. Lorsque le chromophore est en solution, il
se produit une interaction solvant-soluté entre dipdles et dipdles, ou dipdles induits. L’effet
électrostatique des molécules de solvant autour du chromophore peut alors, selon leur
polarisabilité, affecter fortement les niveaux énergétiques en les abaissant ou en les montant.
Le gap énergétique en absorption et en émission est alors modifié, ce qui entraine un décalage
en longueur d’onde des spectres correspondants. On parlera alors de déplacement bathochrome

pour un décalage vers le rouge, et hypsochrome pour un décalage vers le bleu.

Si le moment dipolaire de la molécule augmente lors de I'excitation (u* > p, cf.
figure 1.11), comme c'est généralement le cas dans les transitions © — 1*, alors 1’état excité sera
stabilisé par la présence d’un fort moment dipolaire autour de lui. L’augmentation de la polarité
du milieu entrainera alors un décalage bathochrome. Dans ce cas, D'effet est appelé
solvatochromie positive, et I'ampleur de ce changement dépend de la variation du moment
dipolaire au cours le processus d'excitation. Dans le cas contraire ou le chromophore présente
un fort dipole a 1’état fondamental, et une atténuation de celui-ci a 1’état excité, 1’utilisation
d’un solvant polaire stabilisera 1'é¢tat fondamental, ce qui entrainera un décalage hypsochrome
et une solvatochromie négative. Cet effet est souvent observé dans le cas de transitions n — ©*,
qui seront aussi sujettes a d’autres effets d’environnement tels que la présence de liaisons

hydrogenes.
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Figure .11 : Diagramme d’énergie représentant la réorganisation des dip6les des molécules de solvant autour d’un

chromophore en solution a I’état fondamental et a I'état excité, et leur effet sur les niveaux d’énergie correspondants.

Le comportement d’un chromophore en solution est régi par les forces électrostatiques
qui I’entourent, mais aussi par la cinétique avec laquelle elles s’organisent autour de lui. En
effet, en prenant I’exemple d’une solvatochromie positive (figure 1.11), lorsque le chromophore
se trouve a I’équilibre, les dipdles du solvant vont s’organiser autour de lui de la fagon la plus
favorable, stabilisant ainsi 1’état fondamental. Le processus d’excitation étant cependant bien
plus rapide que les mouvements des noyaux (10°%° s < 109 s), le chromophore va d’abord étre
excité « verticalement », sans mouvement des dipoles qui 1’entourent, vers un état S’1 appelé
état Franck-Condon. Ce n’est qu’a la suite du processus d’absorption que les molécules de
solvant vont se réarranger de fagon a stabiliser I’état excité et I’abaisser en énergie, a condition
que le temps de vie de 1’état excité soit suffisamment important. La méme séquence se produira
ensuite pour la relaxation radiative, qui aura lieu dans un premier temps vers un état S’o plus
haut en énergie. Cette succession de réarrangements explique pourquoi dans la majorité des cas
la solvatochromie a un caracteére significativement plus prononcé sur les spectres d’émission
que sur les spectres d’absorption. Il faut noter que ces cinétiques de mouvement peuvent étre
grandement impactées par plusieurs parameétres, dont la viscosité du milieu qui peut induire des

effets environnementaux additionnels.

La solvatochromie, et les effets d’environnement en général, seront donc des
phénomenes a prendre en compte lors des études photophysiques des composés synthétisés,

notamment pour des applications en milieux aqueux, ou milieux biologiques complexes.

I1.3. Quenching d’état excité et transfert d’énergie [3>6571

L’interaction d’un chromophore M avec le milieu qui I’entoure implique également que

I’état excité puisse étre désactivé par la présence de molécules agissant comme « piége » a
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énergie et entrainant un retour a 1’état fondamental plus rapide. La présence d’une telle
molécule dans le milieu entraine alors une compétition entre les désexcitations ki et Knr
intrinséques au chromophore M, et le processus d’interaction entre les deux composants. La
conséquence de cette interaction est généralement une accélération de la constate de vitesse
apparente de désexcitation, une diminution du temps de vie ainsi que de D’intensité¢ de
fluorescence du fluorophore M étudié, auquel cas on parlera d’extinction (ou « quenching ») de

fluorescence.

Il existe plusieurs types de quenching d’état excité, et il convient d’effectuer la
distinction entre les phénomenes a courte et longue distance qui impliquent des mécanismes

différents.

I1.3.1. Quenching et interactions a courte distance
Dans le premier cas, la distance entre M* et le « quencheur » doit étre suffisamment

faible pour causer un recouvrement entre les orbitales moléculaires mises en jeu. Trois types de

mécanismes d’extinction a courte distance ont été principalement identifiés :
Q) L’extinction par croisement intersystéme
(i)  L’échange d’électrons a courte distance (mécanisme d’interaction de Dexter(>3!)
(iii)  Le transfert d’¢électrons photo-induit

Il est supposé que la rencontre avec des especes chimiques comportant des atomes
lourds,>*>¢! ou des especes paramagnétiques,”->8 peut par collision, entrainer une perturbation
du couplage spin-orbite et un croisement intersystéme. L’état triplet consécutif étant de plus
longue durée de vie et plus bas en énergie, il est d’autant plus susceptible d’étre désactivé par
relaxation non radiative ou par une seconde rencontre avec le quencheur qui capte alors son
énergie et passe a son tour a 1’état excité. Le paramagnétisme de I’oxygeéne, qui lui confére un
triplet de spin a 1’état fondamental, en fait par exemple un potentiel quencheur pour les
fluorophores en solution. Sa particularité réside en outre dans le caractére trés réactif de son
état excité singulet, qui est a la base de la technique de thérapie photodynamique!*® dans
laquelle le quenching n’est plus un phénoméne parasite mais est au contraire mis a profit pour

engendrer la mort cellulaire.

L’échange d’électrons par interaction de Dexter®3! est un échange d’énergie induit par

le transfert concerté d’un électron entre 1’état excité du chromophore considéré (appelé
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donneur) et la LUMO du quencheur (appelé accepteur), accompagné d’un transfert inverse
entre la HOMO du quencheur et celle du donneur qui regagne ainsi son état fondamental (figure
1.12). L’efficacité de ce transfert repose sur le recouvrement des fonctions d’onde du donneur
et de I’accepteur, et décroit de fagon exponenticlle avec la distance entre donneur et
accepteur.!>3>%1 Ces conditions impliquent que le mécanisme de Dexter est typiquement observé

pour des paires donneur-accepteur séparées de seulement quelques angstréms.

Dans le cas du phénomene de transfert d’électrons photo-induit, 1’échange d’électrons
inverse n’est pas concomitant, et il se forme une paire donneur-accepteur [D* A]* appelé
complexe de transfert de charge (figure 1.12) d’énergie inféricure. Le chromophore dans son
état excite M* peut cette fois servir de donneur ou d’accepteur, selon les potentiels d’oxydo-
réduction des états électroniques mis en jeu. Le complexe de transfert de charge peut ensuite se
dissocier, donnant lieu par exemple a des réactions chimiques, ou bien se recombiner (de fagon
radiative ou non). Les processus de transferts d’électrons sont rencontrés a de nombreuses
reprises dans la nature et la vie courante, de la photosynthese a la technologie de panneaux

solaires.[60.61]

Ces processus a courte distances sont fortement dépendants de la probabilité de
rencontrer un quencheur a une distance adéquate (de ’ordre de quelques angstroms), et donc
régis par des paramétres tels que la concentration, la durée de vie de 1’état excité, la diffusion

et la viscosité du milieu.

0-1nm a) Interaction de Dexter b) Transfert d'électrons photo-induit
A Y _l_
¥y —t ¥, — — ! —
. B D + A —> D + A* B D + A — > D* A'}
0 g
ui » ui

1
Absorption Accepteur
- - Emission Donneur

1-10 nm c) Interaction de Forster

e e — —F
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Figure 1.12 : Diagrammes d’énergie simplifiés représentant les interactions a courte distance impliquant un

recouvrement orbitalaire (a et b) et a longue distance impliquant une interaction dipole-dipole (c).
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11.3.2. Transfert d’énergie résonant a longue distance *2-%%

L’¢énergie de 1’état excité d’un chromophore peut également étre échangée avec une
autre molécule (échange intermoléculaire) ou une autre partie de molécule (intramoléculaire)
sans contact physique, et a des distances significativement plus importantes, par le processus
communément appelé transfert d’énergie par résonance, ou FRET (Forster Resonance Energy
Transfer) du nom de Theodor Forster qui fut le premier a étudier ce phénomeéne en phase
condensée.®?l Au cours du transfert, I’électron d’un chromophore donneur a 1’état excité D*
retourne dans son orbitale de 1’état fondamental sur D. L’énergie échangée avec 1’accepteur A
permet simultanément 1’excitation d’un de ses électrons vers le niveau excité A* (figure 1.12).
Cet échange est permis par le couplage des moments dipolaires de transition du donneur et de
I’accepteur a travers 1’espace ; ce qui équivaut a traiter le dipdle de 1’accepteur comme un
oscillateur capable de procéder a un échange énergétique lorsqu’il entre en résonance avec un
second dip6le orienté de facon parallele et oscillant a une fréquence similaire. Cet échange se
produit de facon iso-énergétique, ce qui implique un recouvrement entre le spectre d’émission
du donneur et le spectre d’absorption de 1’accepteur ; 1’échange procédant de fagcon non

radiative, c¢’est-a-dire sans émission intermédiaire d’un photon de la part du donneur.

En considérant les deux électrons impliqués dans les transitions illustrées sur la figure
1.12, il est possible de décrire I’interaction entre les états électroniques initiaux et finaux par
une matrice U contenant leurs fonctions d’ondes ‘V; et Wy ainsi qu’un opérateur V, partie de

I’Hamiltonien total traduisant la perturbation subie :
Eq. 1.28
U = (¥:|[V]¥f) (Fa-128)

= (Yo (DYaDIVI¥p (1) W0 (2)) = (¥p. (DY) V¥ (2) V4. (1))

Cette matrice peut étre décomposée en deux termes. Le premier traduit une interaction
dans laquelle I’¢électron 1 appartenant a D* reste sur le donneur, tandis que 1’électron 2 de A
passe dans I’état excité A*. Intuitivement, ce premier terme décrit donc le phénoméne de FRET,
dont I’interaction est dite Coulombienne. Le second terme indique une interaction dans laquelle
les électrons sont transférés simultanément du donneur a 1’accepteur et inversement, ce qui

correspond au mécanisme de Dexter.

Le transfert d’énergie étant proportionnel a la force d’oscillateur des transitions

électroniques D — D* et A — A* précédentes, il est possible d’exprimer le terme d’interaction
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Coulombienne en fonction des moments dipolaires de transition, en supposant que 1’interaction

dipole-dipole est prépondérante :

U x Mp - M, 3 (My-r)(Mp 1) (Eq. 1.29)
2 5
IMp [|M,]
= 5.04 3 (cosBOpy — 3 cosbpcosby)

OU I’énergie d’interaction dipole-dipole Uy, est exprimée en cm™, M;, et M, sont les
moments dipolaires de transition exprimés en Debye, r la distance donneur-accepteur en nm,
0p et 8, les angles entre le moment dipolaire considéré et le vecteur reliant les origines de
chaque vecteur, et 6,4 1’angle global entre les moments dipolaires de transition de 1’émission
du donneur et de I’absorption de 1’accepteur. On introduit dés lors le terme 2, appelé facteur
d’orientation, qui traduit I’orientation des moments dipolaires transitoires 1’un par rapport a

I’autre :

k%2 = cosBp, — 3 cosBp cos by (Eq. 1.30)
Ce terme peut prendre des valeurs comprises entre 0 (vecteurs orthogonaux) et 4 (pour
des vecteurs colinéaires), mais pour le cas général d’une libre rotation dans un milieu isotrope,

il est moyenné a une valeur de 2/3.

Pour traduire I’efficacité du transfert d’énergie en fonction de ces parametres de
proximité r et d’orientation 2, une constante de vitesse kppgr peut étre définie. En utilisant
I’équation 1.29 et la régle d’or de Fermi, qui permet de déterminer les probabilités des
transitions par unit¢ de temps, l’expression de la constante de vitesse du transfert

d’énergie devient :

1 [90001In(10) [k?> Dy [ 4 (Eq. 1.31)
= F,
kerer D r6l 128 15 N, < ) Jo LA
. 1 (R0>6 (Eq. 1.32)
rrer = (7
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Dans laquelle on retrouve 1, et @, respectivement le temps de vie et rendement quantique

d’émission du donneur en I’absence d’accepteur, Ny le nombre d’Avogadro, n I’indice de

réfraction du milieu. L’intégrale f0°° F,(M)e()A*dA correspond au degré de recouvrement

spectral entre 1’émission du donneur et 1’absorption de I’accepteur ; F,(A) étant ’intensité de

fluorescence sur la zone spectrale étudiée dont 1’aire est normalisée a 1, et £4(A) le coefficient

d’extinction molaire de 1’accepteur. Le terme R, est appelé rayon de Forster, et correspond a la

distance pour laquelle 50% d’énergie est transférée de D* a A, et les 50% restants sont restitués

par les processus radiatifs et non-radiatifs habituels. Le rayon de Forster est un paramétre

couramment déterminé avec les données photophysiques mesurées expérimentalement. En

exprimant A en nm et F; () en Mlcm™nm?, R, est obtenu en A selon 1’expression simplifiée :

(0]

Ry=0,2108 2 O, n* j F, (M) eg (WA dA (Eq. 1.33)
0

Les facteurs influengant 1’efficacité de FRET peuvent donc étre résumés a partir des

expressions 1.32 et 1.33. Le transfert d’énergie est ainsi dépendant de :

(i)

(i)

(iii)

L orientation des moments dipolaires de transition (x?). Le FRET sera plus efficace
pour des vecteurs colinéaires. Ce parameétre étant difficile a controler, une valeur

moyenne de 2/3 est généralement utilisée pour une orientation aléatoire en solution.

La distance entre donneur et accepteur (r). L’expression 1.32 indique en effet une
dépendance en 1/r pour le FRET, dont I’efficacité décroit rapidement lorsque la
distance dépasse la valeur du rayon de Forster. Le phénomene est généralement

observé sur des distances comprises entre 10 et 100 A.

Le recouvrement spectral | 0°° F,(M)ea(M)A*dA. Plus le recouvrement entre le spectre
d’absorption de I’accepteur et I’émission du donneur est important, plus le transfert
sera efficace. A cela s’ajoute la nécessité d’avoir un donneur fortement fluorescent,
illustrée par la présence du rendement quantique d’émission du donneur seul ®p

dans les équations.

Ainsi, pour une paire donneur-accepteur donnée, I’efficacité du transfert d’énergie

dictée par I’ensemble des paramétres précedents est définie comme la fraction de photons

absorbés par le donneur transférés a 1’accepteur. En pratique elle peut étre mesurée en
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déterminant le taux d’extinction de fluorescence en présence de 1’accepteur par rapport a la
fluorescence du donneur seul dans les mémes conditions. Ce point sera développée dans le

chapitre 11I.

Le FRET trouve de nombreuses applications dans les systemes macromoléculaires et
biologiques.[3-%71 Sa forte dépendance vis-a-vis de la distance donneur-accepteur!®®! est par
exemple largement utilisée pour obtenir des informations dynamiques et structurelles sur les
protéines en les associant de fagcon covalente ou non-covalente avec des fluorophores. Avec une
ingénierie moléculaire appropriée, il est également possible d’utiliser des fluorophores comme
photosensibilisateurs dans le but d’améliorer 1’efficacité d’excitation d’un chromophore

accepteur.!5°=71 C’est cet aspect qui sera développé dans les chapitres suivants de ce manuscrit.

[1.4. Photochimie [6:79.80]

Dans certains composés, I'augmentation d’énergie libre liée au passage a 1’état excité
peut étre suffisante pour favoriser thermodynamiquement des réactions chimiques. La réaction
de formation d’un produit potentiel, qui aurait une barriére énergétique trop haute a franchir a
partir de 1’état fondamental a température ambiante, est alors susceptible de se produire
spontanément a partir d’un état excité plus haut en énergie. La rupture d’une liaison C-O,
possédant une énergie d’environ 360 kJ.mol?, est impossible & température ambiante. Un
photon de lumiere ultraviolette permet en revanche d’emmagasiner une énergie d’environ 400

kJ.mol™* a 250 nm, suffisante pour causer des mouvements d’électrons et le clivage de liaisons.

La répartition électronique de 1’état excité est en outre différente de celle de 1’état
fondamental, ce qui a une influence considérable sur la réactivité du chromophore. Les
transitions n = ©* observées lors de 1’excitation de carbonyles ou de nitroaryles sont souvent
responsables d’une diminution de la polarisation des liaisons et de la génération de radicaux sur
I’atome d’oxygene. La réactivité de 1’état excité correspondant est donc radicalement différente

de celle de 1’état fondamental.

Les considérations thermodynamiques ne sont pas suffisantes pour déterminer
I’éventualité d’une réaction photochimique. La constante de vitesse associée a cette réaction se
retrouve en effet en compétition avec toutes les autres constantes k: et knr mentionnées jusqu’ici.
La photochimie ne sera un processus favorable que si elle est d’un ordre de grandeur adéquat
pour concurrencer les autres phénomenes. Cette propriété fait partie des deux régles

fondamentales de la photochimie :
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Q) Régle de Grotthus-Drapper : pour qu’une réaction photochimique ait lieu, il faut

que la lumiére soit absorbée par I’échantillon.

(i) Régle de Stark-Einstein : chaque photon de lumiére absorbé ne peut occasionner
de photochimie qu’au maximum sur une seule molécule. L’efficacité de la
réaction étudiée est alors définie par un rendement quantique ®chem qui indique
le ratio du nombre de photons ayant engendré la réaction par rapport au nombre

total de photons absorbés.

L’ionisation, la dissociation et I'isomérisation sont les trois réactions unimoléculaires
possibles aprés absorption d’un photon. L'ionisation, processus différent du transfert
d’électrons photo-induit, nécessite une excitation suffisamment énergétique pour provoquer

I'éjection d'électrons, et est limitée a des cas trés particuliers.

La dissociation est un phénomene assez courant pour les petites molécules comportant
une liaisons fragile, telle que les peroxydes. Dans ce cas, la liaison se clive de fagon
homolytique, et peut par la suite entrainer une cascade radicalaire, par exemple pour I’amorgage
de polymérisations. La réactivité radicalaire n’est cependant pas la seule a étre observée, et la
nature de son état excité influencera le type de réaction observé. Dans un autre type
d’application, la dissociation de composes par photochimie peut étre exploitée via I’utilisation
de groupements protecteurs clivables par irradiation lumineuse. Cette pratique est utilisée, entre
autres (cf. paragraphe Il1), en synthése organique, ou le groupement protecteur photolabile
(PPG) o-nitrobenzyle permet de déprotéger différentes fonctions chimiques (alcool, phénol,
acides, amines...) dans des conditions douces et orthogonalement aux autres groupements

protecteurs.

CbzHN'"; H

Schéma 1.7 : Etape de déprotection par irradiation lumineuse du composé 15, suivie d’une cyclisation avec acétylation in-

situ, utilisée lors de la synthése totale du composé 17.172
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Une étape de déprotection lumineuse a par exemple été utilisée par Li et al. dans la synthese
totale du composé 17,72 synthétisé dans le cadre de I’élucidation de la structure naturelle du

(-)-Diazonamide A (schéma 1.7).

Suite a la rupture d’une liaison dans 1’état excité, il peut s’en suivre une recombinaison
entrainant une isomerisation de la molécule. Cette classe de réaction est trés courante, et donne
souvent acces a des propriétés physiques ou chimiques différentes du produit de départ par
simple irradiation lumineuse. La réaction la plus simple de cette catégorie est 1’ isomérisation
cis-trans, qui a lieu par exemple dans la rétine au cours du processus de vision. En effet, par
action de la lumiere collectée par les cellules photo-réceptrices de la rétine, le 11-cis-rétinal
(18-cis) s’isomérise en trans-rétinal (18-trans), qui se détache des pigments protéiques de la
rétine (Rhodopsines), provoquant une cascade de messagers biochimiques jusque dans les

neurones.73!

HsC, CHs CH; CHy
hv (visible) NN NN X CHO
CH,
18-trans

Schéma 1.8 : Photo-isomérisation du 11-cis-rétinal (18-cis) en trans-rétinal (18-trans) responsable du cycle de la vision.

L ’isomérisation peut conduire a d’autres modifications chimiques telles que I'ouverture
réversible d’un cycle, phénomene responsable du changement des propriétés physico-
chimiques des composés photochromes,’¥ ou bien des réactions intramoléculaires

péricycliques!’ et cycloadditions intramoléculaires.

L’irradiation lumineuse peut aussi permettre le franchissement de barriéres énergétiques
pour des réactions bi- ou multimoléculaires. L’exemple le plus parlant est probablement la
réaction de cycloaddition. A ce titre, la réaction [2+2] de photo-cycloaddition entre la
coumarine 19 et le tétraméthylethylene (schéma 1.9) donne par exemple acces au cyclobutane

fonctionnalisé 20 qui serait inaccessible par activation thermique.®!

Me
Me
Me” ™
NN Me R = H, OMe
o0 X0 MeCN
R hv
19

Schéma 1.9 : Photo-cycloaddition croisée entre une 3-vinylcoumarine 19 et le tétraméthyléthyléne telle que rapportée

par Yasuda et al.l7¢]
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L’efficacité de la réaction peut étre modulée par ’ajout d’acides de Lewis,”” ou bien
de composés altérant les propriétés de 1’état excité par interactions non-covalentes et
promulguant le croisement intersystemes.[”® L’espéce en question peut étre introduite de fagon

sub-steechiométrique, voire catalytique, ce qui a trait au domaine de la photocatalyse.

A ce titre il faut enfin noter que I’excitation d’un composé agissant comme
photocatalyseur peut promouvoir une réaction par des mécanismes indirects tels que le transfert
d’électrons photo-induit ou le transfert d’énergie. La synthése de pyrroles tétrasubstituées
rapportée par Xuan et al. a partir de ’acétylénique 21 illustre ce point en particulier.’”?! La
réaction, photocatalysée par un sel d’acridinium, peut se produire soit par un transfert
d’¢électrons vers 1’azirine 22 (schéma 1.10, voie du haut), soit par un transfert d’énergie a
’azoture 23 entrainant la formation d’un nitréne (schéma 1.10, voie du bas).l”?!

N TTTTTTT T TTm o T s s ’
YA | photocatalyseur : Me

Ph”, “Ph O
H
photocatalyseur ph— N__pn Me Y Me
MeO,C—=—=—CO,Me (5-10 mol%) \ / X
hv (450 nm) ' )
21 N T 7 e0,c CoMe ;
N3 24

AP T

23

Schéma 1.10 : Synthése photocatalysée du pyrrole 24 a partir d’une azirine (22) acceptrice d’électrons (fleche du haut), ou

de Pazoture 23 accepteur d’énergie et précurseur de nitréne (fleche du bas).[7!

L’objectif de cette thése était d’exploiter la photochimie des groupements protecteurs
photolabiles (tels que présentés dans le schéma 1.7) dans le but de protéger les fonctions
chimiques de molécules et messagers biologiques de facon a les rendre inactives jusqu’a
I’irradiation. Le paragraphe suivant présentera 1’état de 1’art et les notions indispensables

utilisées dans le domaine des PPGs.

[II. Groupements Protecteurs Photolabiles [89-94]

I1.1. Les « décageurs », de la déprotection chimique a la stimulation biologique

La perspective d’activer les fonctions d’une molécule en utilisant uniquement 1’énergie
lumineuse s’avere attrayante dans de nombreuses branches des sciences. Pour cela, parmi les
techniques possible, il est possible d’introduire de fagon covalente des chromophores agissant
comme des groupements protecteurs photolabiles sur les fonctions responsables de 1’activité de

la molécule. Sous cette forme protégée, la réactivité de la molécule est masquée, comme avec
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un groupement protecteur classique. La déprotection repose alors sur 1’absorption de lumiére
par la partie photoactive de la molécule, ce qui engendre une réaction photochimique
aboutissant a la rupture d’une liaison covalente, et a la photolibération de la molécule sous sa

forme activée.

Ce phénomeéne de photolyse ouvre la voie a des applications tres diverses, la premiére
d’entre elles étant historiqguement la synthése organique. En 1962, Barltrop® et Barton(®!!
rapportent tous deux successivement les premiers usages de groupements protecteurs
photosensibles pour la déprotection d’acides carboxyliques et d’acides aminés utilisés en
synthése peptidique. Dans ces premiers travau, il est rapporté que le carbamate 26 est clivé
sous irradiation lumineuse, avec une réaction de décarboxylation, libérant ainsi de la glycine
déprotégée (Gly) ainsi que 1’alcool 27 correspondant au résidu du groupement protecteur
photosensible utilisé (schéma 1.11). En synthése, I’usage de groupes protecteurs photolabiles
est percu comme une méthode plus « propre ». Elle permet en effet de s’affranchir des
nombreux inconvénients qui caractérisent la chimie de déprotection habituelle, avec ses
conditions opératoires souvent dures et des ajouts de réactifs indésirables aux autres étapes,
mais qui restent pourtant une pénible nécessité. La lumiére étant au contraire une condition de
déprotection tres douce, elle offre une alternative a ces traitements, et permet alors de
déprotéger des molécules trés sensibles, autrement incompatibles avec des bases ou acides forts,

tout en étant totalement orthogonale de la chimie des groupements protecteurs traditionnels.

(6]
hv, H,0 OH
OJ\N/\CO{ /O/\ + HZN/\C02H
H R
R

26 -CO; 27 Gly
N
HoN // 0O 0 0 Ry NO o NO
[o) “\\\0/?\0/?\0/?\0 hv (340 nm) ATP .
NQ/N”SJ\ o 0 O - Ri
OH
HO 28 29

Schéma .11 : Premiers exemples de photo-déprotection de glycine!8 et d’ATP.[83]

Ces conditions plus douces, ainsi que le contréle spatiotemporel induit par la maitrise
de I’irradiation lumineuse, ont rapidement fait germer 1’idée de tirer parti de ce phénoméne
photochimique pour libérer des substances bioactives. Schlaeger et al. avec 1’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc)[8?! et Kaplan et al. avec ’adénosine triphosphate (ATP)[3]
furent les premiers a libérer des molécules d’intérét biologique autres que des acides aminés

par stimulus lumineux, en utilisant des dérives du groupement ortho-nitrobenzyle (schéma
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1.11), et a introduire pour ces-derniers le terme d’ATP « cagée » pour le composé 28 (“caged"

ATP), et de décageur ("uncaging").®!

Le domaine de la libération de principes bioactifs étant tres vaste, le terme de « cage »
peut étre source de confusion et controverse, notamment face a des systemes basés sur des
interactions non-covalentes et I’emprisonnement au sein de cavités moléculaires. 1l convient
toutefois de préciser que 1’appellation de « décageur » est maintenant communément acceptee
en tant que synonyme d’un groupement photosensible protégeant de fagon covalente une

fonction de reconnaissance ou la fonction qui exerce 1’activité d’une biomolécule.

Contrdler le signalement cellulaire est un défi entrainant de nombreuses contraintes, et
un décageur doit répondre a un véritable cahier des charges pour pouvoir étre applicable en

biologie.

Q) Le chromophore doit absorber la lumiére de facon efficace. Cette efficacité est
traduite par le coefficient d’absorption €, ou le &2 pour le cas d’une excitation

biphotonique.

(i)  La longueur d’onde d’excitation doit é&tre compatible avec le milieu
physiologique, afin d’éviter idéalement I’absorption de lumicre par les
chromophores biologiques et les potentiels photodommages qui en

découleraient.

(iii)  La réaction de photolyse doit étre propre. Le ligand doit étre libéré de facon
quantitative (i.e. avec un rendement chimique proche de 100 %) et efficace (i.e.
avec un rendement quantique de photolibération dy aussi haut que possible).
Comme évoqué lors du paragraphe 11.4, le rendement quantique de la réaction
photochimique @, (u pour "uncaging") est défini comme le nombre de

molécules libérées pour 100 photons absorbés.

(iv)  La molécule cagée, modifiée chimiquement lors de I’ajout du groupement
protecteur, doit étre soluble dans le milieu physiologique étudié. 1l faut donc
concevoir un composé capable d’étre photolysé en solution aqueuse oxygénée.
Selon les applications, elle peut avoir pour contrainte de passer d’autres barrieres
cellulaires, ou de se lier a des récepteurs particuliers (cellules cancéreuses, sites

actifs d’enzymes...).
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(v) Sous sa forme cagée, la biomolécule doit étre inerte dans le milieu biologique
concerné. Elle doit en outre étre stable a la fois « dans le noir » (en 1’absence

d’irradiation lumineuse), et dans le milieu biologique avant d’étre photolysée.

(vi)  Lesintermédiaires et résidus de photolyse doivent, eux aussi, étre inertes et non-

toxiques pour le milieu biologique.

(vii)  Dans le milieu biologique, I’illumination de ce compose inerte doit lui permettre
de regagner son activité de facon suffisamment rapide pour engendrer un pic de
concentration en ligand, et 1’activation des récepteurs cellulaires appropriés. Il
doit donc étre plus rapide que le processus étudié, mais aussi que le phénomeéne

de diffusion (110-900 ps, selon la nature du milieu, de la cage et du ligand).14

Le respect de ces contraintes rend complexe le développement de cages pour
applications biologiques. La solubilité de ces structures organiques aromatiques en milieu
physiologique est un des points critiques du développement, tout comme [’efficacité¢ de
libération du composé actif. A ce titre, pour faciliter les comparaisons et de facon analogue a la
brillance (e®s) pour les fluorophores, il est courant d’évaluer I’efficacité de photolibération par
un paramétre global tenant compte a la fois de la capacité d’absorption du chromophore et de
son efficacité photochimique. La « photosensibilité » est notée &, pour une excitation

monophotonique et 8, pour une excitation biphotonique, et exprimée telle que :

g, =€@, (Eq. 1.34)

o, =0, © (Eq. 1.35)

OU ¢ et o2 sont respectivement le coefficient d’extinction molaire de la cage (en Mtcm™) et sa
section efficace d’absorption a deux photons (en GM) a la longueur d’onde d’excitation utilisée
pour la photolibération, et ®, le rendement quantique de la reaction de photolibération. Les
avantages intrinseques de 1’absorption a deux-photons présentés dans le paragraphe 1.2 ont en
effet conduit les groupes de recherche a adapter les PPGs a cette technique particuliére

d’excitation.
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[11.2. Décageurs et excitation biphotonique : principes et enjeux

Peu de temps aprés I’introduction des premiers microscopes a deux photons, > et avant
méme que leur utilisation en biologie cellulaire ne se démocratise, Adams et Tsien
mentionnaient déja en 1993 les progres substantiels que présenteraient I’application de cette
technique a la photolibération de biomolécules.!®®! En 25 ans, avec I’avénement des lasers TiS
et des techniques de microscopie a deux-photons, le domaine de 1’uncaging a deux-photons a
non seulement vu le jour, mais s’est effectivement largement développé. Néanmoins, pour
mieux appréhender les avantages d’une photolibération par excitation a deux photons, il est
nécessaire de comprendre les dimensions spatio-temporelles mises en jeu au cours des
processus physiologiques étudiés. En effet, pour pouvoir déclencher les cascades
physiologiques souhaitées et les réponses qui en découlent, il faut pouvoir provoquer de facon
artificielle 1’interaction ligand-récepteur avec la méme précision et la méme spécificité que le
milieu biologique lui-méme. En ce sens, il convient de distinguer les applications de 1’uncaging
a deux photons a visée thérapeutique (délivrance ciblée de médicaments) des applications aux
neurosciences (étude des phénomeénes synaptiques par libération de neurotransmetteurs). Ces

dernicres sont en cela I’exemple le plus parlant.

Le systeme nerveux est constitué d’un réseau de cellules neuronales polarisées,
véhiculant I’information par une activité chimioélectrique (influx nerveux, fleche rouge, figure
1.13). Lorsque le potentiel d’action est généré a la suite d’un stimulus sur un organe, il circule
a travers les axones jusqu’a atteindre une discontinuité¢ anatomique appelée synapse effectuant
la jonction entre deux cellules nerveuses. Pour franchir cette discontinuité, I’influx nerveux est
transformé en message chimique par I’intermédiaire de petites molécules organiques qui jouent

le rble de neurotransmetteurs.

De grandes quantités de neurotransmetteurs sont stockés dans des vésicules de 50 nm?®
a ’extrémité présynaptique du neurone (Figure 1.13, d)). Par un jeu de différences de potentiel,
dépolarisations et gradients de concentrations intra et extra-cellulaires, 1’application du
potentiel d’action sur les synapses axonales va provoquer un changement de conformation des
oligomeéres de protéines arrangées en « canaux », et au sein desquels circulent des ions calcium.
L’influx de calcium induit par I’ouverture des canaux va permettre en seulement quelques
dixiemes de millisecondes le déplacement puis la fusion des vésicules de neurotransmetteurs
avec la membrane plasmique a ’extrémité présynaptique. Par ce mécanisme d’exocytose, les

neurotransmetteurs sont alors libérés par dizaine de milliers dans la fente synaptique sub-
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micrométrique ; provoquant sur ce méme intervalle de temps un saut de concentration de plus
de 1 mM.

Les neurotransmetteurs libres vont ensuite diffuser dans la fente extra-cellulaire jusqu’a
se lier sur leurs récepteurs spécifiques du coté post-synaptique. La liaison du neurotransmetteur
avec ses récepteurs provoque alors une variation positive (dite « excitatrice ») ou négative
(«inhibitrice ») du potentiel membranaire en aval de la synapse. Le glutamate agit
principalement sur des récepteurs ionotropiques qui laissent entrer des ions positifs dans la
cellule : c'est le principal neurotransmetteur excitateur. Inversement, le GABA et la glycine
(pour le tronc cérébral et la moelle épiniére) agissent sur des récepteurs ionotropiques laissant
entrer des ions négatifs et sont donc les deux principaux neurotransmetteurs inhibiteurs. De
nombreux autres messagers sont impliqués dans la neurotransmission au niveau de récepteurs
synaptiques ionotropiques ou métabotropiques, comme les neuromessagers purinergiques
(AMPc, ATP, IP3...) ou les amines biogéniques (dopamine, adrénaline, sérotonine...). Lorsque
la polarisation issue de cet influx ionique est suffisante, le seuil d’excitation du neurone suivant
est atteint. La transduction du signal est alors compléte et le potentiel d’action se propage dans

la suite du réseau, via les dendrites et le soma du neurone suivant (figure 1.13, b)).

L’enjeu de I’uncaging a deux photons en optoneurobiologie est de provoquer
artificiellement une libération de neurotransmetteurs de fagon a mimer le fonctionnement d’une
synapse chimique en engendrant des sauts de concentration rapides et localisés au niveau de la
fente synaptique. Outre une pénétration tissulaire jusqu’a dix fois plus importante que pour une
excitation dans I"UV,! |a taille du volume focal du laser est parfaitement adaptée pour une
libération hautement localisée de neuromédiateurs puisque le faisceau peut étre modélisé par
deux gaussiennes de largeurs a mi-hauteur axiales et latérales respectivement de ’ordre de 1
um et 0.30 um. 871 Cette précision permet alors de viser et activer la neurotransmission chimique
des synapses une a une (figure 1.13, ¢)),® et d’en étudier la dynamique moléculaire et

biologique.
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Figure 1.13 : Photolibération de glutamate par excitation biphotonique du composé MNI-[Glu] dans des neurones
pyramidales du cortex visuel. a) Cellules pyramidales de la couche 2/3 visualisées avec le colorant Alexa 594 par
microscopie a deux photons. Le rectangle jaune indique la dendrite sélectionnée dans les expériences de
photolibération.[88] b) Représentation schématique des composantes d’un neurone. Les fléches rouges indiquent le sens
de l'influx nerveux. c) Emplacement des expériences d’activation synaptique par photolibération de glutamate le long de
la dendrite sélectionnée. Chaque point jaune représente un emplacement irradié.[#8] d) Vue de I'esprit d’'une expérience

de photolibération de neuromédiateurs dans une synapse par excitation biphotonique.

Pour que la résolution tridimensionnelle intrinséque au phénomeéne de photolyse a deux-
photons soit conservée au niveau cellulaire, la diffusion et la cinétique de la libération sont des
points critiques a considérer. L’avantage du confinement de la libération au point focal est en
effet perdu dés lors que 1’échange diffusionnel est plus rapide que la réaction de photolyse elle-
méme.4 |l faut donc que les intermédiaires a 1’état excités restent concentrés au niveau du
volume irradié et completent la libération du neuromédiateur avant d’étre remplacés par un
décageur a I’état fondamental ; ce qui implique des constantes de vitesse supérieures a
10° 571189 a vitesse de la photolyse est également un facteur prépondérant dans le sens ol les
neurones peuvent étre photo-désensibilisés par des pulses laser trop longs. La taille des objets
photosensibles introduits est en outre un facteur a consideérer ; les objets de petite taille étant
préférables pour les distances mises en jeu dans D’activation neuronale. Enfin, mimer le

fonctionnement d’une synapse en créant un potentiel d’action implique que le

Vésicule présynaptique avec
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neurotransmetteur cageé soit soluble dans le milieu biologique & des concentrations de 1’ordre
de 1 mM.

Certains de ces composés, présentant des caractéristiques intéressantes pour des
applications en neurosciences sont aujourd’hui disponibles commercialement. Le complexe de
Ruthénium RuBi-[GABA],"®® ou encore MNI-[Glu]®7:8891-97] (vide infra) sont en ce sens des
outils couramment utilisés en neurosciences, par exemple pour la cartographie de voies
nerveuses chimiquement identifiées par la présence de neuromédiateurs,®.°3! la compréhension
structurale des différentes parties des neurones et leurs séquences d’activations,!®&°! ou encore

I’étude de la plasticité synaptique.l*7-%!

Si I’étude des phénomenes neurologiques a bien été un moteur de la recherche sur les
décageurs et I’excitation a deux photons, il convient d’ajouter qu’une partie de ce manuscrit
sera aussi consacrée a la photolibération d’autres principes actifs, notamment anticancéreux.
Tout en gardant les avantages mentionnés précédemment, les échelles de temps et d’espace des
phénomenes physiologiques sont alors légerement différentes, et les problématiques en sont

modifiées en conséquence. Celles-ci seront abordées dans le chapitre V.

Depuis les premiers exemples de photo-déprotection dans les années 1970, de
nombreuses familles de composés ayant la capacité d’entrainer une photolibération ont été

découvertes et étudiées (schéma 1.12).[59-101]
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Schéma 1.12 : Structures générales des principales familles de groupements protecteurs photolabiles.

En résumé, la photolyse par excitation a deux-photons permet de libérer des drogues ou
messagers biologiques sur un volume équivalent a 1 fL, ¢’est-a-dire 1’équivalent de la taille
d’une bactérie Escherichia coli ou d’un neurone. La faible phototoxicité des rayonnements IR
utilisés dans les lasers et microscopes a deux-photons, ainsi que la meilleure pénétration des
tissus en font une méthode de choix pour les études in vitro et in vivo, ou bien pour la thérapie

ciblée. Les différents groupements protecteurs présentés sur ce schéma font partie d’une
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premiere génération de décageurs développés jusqu’au début des années 2000, appliqués
d’abord a la biologie, puis testés en irradiation biphotonique. Il s’est cependant vite avéré que
ces premiers décageurs n’avaient pas de photosensibilité suffisante pour pouvoir étre excités
efficacement a deux photons sans causer de dommages aux tissus. En effet, la puissance
maximale du laser étant de 1’ordre de la dizaine de milliwatts,[1%%1%1 |a section efficace
d’uncaging a deux photons d’un décageur doit étre comprise entre 3 et 30 GM pour que le
composé puisse étre exploité dans de bonnes conditions.[*%! L enjeu des derniéres années s’est

alors focalisé vers la quéte de PPGs possédant une section efficace d’uncaging oy de cet ordre.

I11.3. Structures, stratégies et état de I'art

Comme le montre bien le schéma 1.12, la grande majorité des groupements protecteurs
photolabiles sont composés de structures conjuguées aromatiques, parfois hétérocycliques,
présentant au moins un groupement affectant la densité électronique du cycle et donc un certain
transfert de charge a 1’état excité. Devant les pauvres performances de cette premiére génération
de PPGs en photolibération a deux photons, la premiére stratégie couramment mise en ceuvre
est de modifier leurs structures en suivant les indications présentées dans le paragraphe 1.2.2,
en augmentant la force des groupements donneurs et accepteurs ainsi que la longueur du
systeme m-conjugueé ; voire méme en les incorporant dans des structures quadrupolaires ou
octupolaires, de facon a augmenter le 2. Ces modifications peuvent cependant étre contre-
productives, et s’effectuer au détriment des performances photochimiques et du ®y. Les

principaux exemples seront détaillés dans les paragraphes suivants.!10%

lI1.3.1. Modifications structurelles et nouvelles générations de cages

[II.3.1.a. La famille des nitrobenzyles
La famille des o-nitrobenzyles (ONB) et dérivés est de loin la plus répandue et la plus

étudiée. Initialement développés pour une utilisation en synthése,*%! leur application a la
biochimie par Kaplan et al. pour la libération d'ATP#3! en 1978 a ouvert la voie a de nombreux
dérivés, dont plusieurs sont maintenant commerciaux. Le mécanisme de libération, rapporté
dans la littérature!>106-108] et résumé sur le schéma 1.13, est basé entiérement sur la formation
du diradical 31 issu de I’état singulet de I’0NB 30.[%) S’en suit une cascade photochimique
dont la premiere étape est une tautomérie entre la forme 32a et 1’isomeére aci-nitro 32b, formeé
par migration d’hydrogene [1,5] depuis le substituant en ortho. Le pKa de cet isomere ainsi que
la nature du groupement R détermineront la suite du mécanisme et la formation de

I’intermédiaire cyclique 34 (pour R = H), ou de I’hémiacétal 35 (pour R = alkyle). Le départ de
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la molécule cagée a partir de ces intermédiaires est finalement 1’étape cinétiquement

déterminante de la réaction.
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Schéma 1.13 : Mécanisme de photofragmentation des groupements protecteurs de la famille des oNB en milieu aqueux.

Leur accessibilité synthétique ainsi que la possibilité de cager une large gamme de
fonctions chimiques (alcools, phénols, phosphates, acides, amines via une fonction carbamate)
en ont rapidement fait un outil particulierement pratique et polyvalent pour les applications
biologiques.#%°1 Cependant les nombreuses études menées ont également porté I'attention sur
certains inconvénients des décageurs de type nitrobenzyle. Le premier inconvénient majeur mis
en évidence réside dans la toxicité du dérivé nitroso 36 issu de la photolyse.® Ce dernier peut
agir comme un « piege » a rayonnement lumineux (effet de filtre interne), mais aussi réagir
avec les especes chimiques et notamment les amines présentes dans le milieu. Cette réactivité
fut soupconnée des les travaux de Kaplan et al., qui enregistraient un rendement quantitatif dans
le cas de phosphates inorganiques, mais de seulement 25% pour la libération d’ATP.183 Les
acides aminés cagés par un oNB ont en outre une stabilité modérée a I’hydrolyse,[*%! et
présentent surtout une cinétique de libération particulierement lente. Katz et Dalva rapportent
a ce titre que la libération de glutamate par un dérivé oNB ne génére le potentiel d’action dans
les synapses qu’aprés 15 a 30 ms, ce qui limite fortement les possibilités d’applications en

neurologie.[10

De premieres modifications structurales furent apportées a la structure de base afin de
palier dans un premier temps a ces inconvénients, tout en améliorant la solubilité dans 1’eau et
les capacités d’absorption. De fagon générale, les modifications apportées a la position
benzylique joueront sur le rendement quantique de photolibération, alors que la modification

du cycle accordera les capacités d’absorption a un et deux photons. Ainsi, 1’introduction d’un
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méthyle en position benzylique permet une tres forte augmentation du @, pour la libération de
phosphates(®3! ou d’acides,!*** pour une photosensibilité a un photon plus de 3 fois supérieure
dans le cas de NPE-[Ac] par rapport au compose parent oNB-[Ac]. De nombreux dérivés
comportant un substituant en position benzylique (phényle,**2 trifluorométhyle, ester,
cyano(*3!) ont ainsi été rapportés sans forcément améliorer I’efficacité photolytique. Toutefois,
parmi ces dérivés, 1’a-carboxy-ortho-nitrobenzyle CNB-[Glu] présente I’avantage d’améliorer

le point clé de la solubilité en milieu biologique.[**4

NO, NO, NO, CO,H
©/\OAC @J\OAC @oem

oNB-[Ac] NPE-[Ac] CNB-[Glu]
®,=10% ®,=52% O, =14 %
g, = 620 M'em™ (262 nm) £y = 2200 M'em™ (265 nm) g, =714 M'em™ (262 nm)
HO,C O O CO.H
OWO
NH,
NO, O,N
NO, [Glu]-CNB, NO,
OGlu
OAc
MeO MeO

OMe OMe
oNV-[Ac] DMNPB-[Glu]
®,=0,6% O, =26 %

gy =26 MTcm™ (365 nm)

Schéma 1.14 : Structures et propriétés photophysiques des premiéres cages de la famille des nitrobenzyles.

La modification du systéme m-conjugué par l’introduction de deux groupements
électrodonneurs méthoxy permet le décalage de I’absorption du PPG d’une centaine de
nanometres vers le proche UV. Cette modification du systéme push-pull s’accompagne
cependant d’une réduction de plus d’un ordre de grandeur du @y, ainsi que d’une baisse de la
stabilité¢ hydrolytiqgue dans le noir. L’ortho-nitrovératryle oNV reste cependant un des

analogues les plus célébres de la famille des nitrobenzyles.

De nombreuses études ont postulé que le passage d’un groupement benzyle a un
homobenzyle mono- ou disubstitué permettrait de restaurer une bonne efficacité de
photolibération.[*?>-117] Dans cette famille des (nitrophényl)propoxycarbonyles (NPPOC), le
composé DMNPB-[GIu], analogue au nitrovératryle oNV-[Ac], se distingue avec un @, de

26% et une libération quantitative de glutamate dans la méme gamme de longueur d’onde.!**”!
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Cette amélioration est accompagnée d’une modification du mécanisme de fragmentation
(schéma 1.15).11*%! La perte d’un proton sur le tautomére aci 37 entraine cette fois une étape de
B-¢élimination conduisant a la formation d’un o-nitrostyrene 39. Il faut noter que la voie
conduisant au derive nitroso 40 est une impasse mécanistique ne conduisant pas a la libération

de la molécule cagée.
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Schéma .15 : Mécanisme de fragmentation par [3-élimination des dérivés homobenzyles.

Historiquement, les cages nitrobenzyles furent pionniéres dans la recherche sur les
décageurs a plusieurs égards. Outre leur premiére utilisation par Schlaeger et al. et Kaplan et
al., les ONB furent aussi précurseurs dans le domaine de 1’uncaging a deux-photons. Les travaux
avant-coureurs de Pettit et al. ont présenté des 1997 une forme détournée de photolibération « a
deux photons » d’une molécule de glutamate doublement protégée par des NPE (composé
[GIu]-CNB2, schéma 1.14), et nécessitant par conséquent 1’utilisation de deux photons UV
distincts pour étre décagée.[**® Le confinement spatial de cette méthode présente alors une
dépendance quadratique vis-a-vis de I’intensité lumineuse, tout comme dans le cas d’une
excitation biphotonique par laser pulsé, leur permettant de mener a bien une cartographie des
récepteurs AMPAR et NMDA dans des neurones pyramidaux.

Suite a ces travaux, des dérivés nitrobenzyles furent testés pour la premiére fois avec
des lasers pour excitation a deux photons a partir de la fin des années 1990, pour la
photolibération d’ions calcium,!**%12% de glutamate et d’acide acétique (schéma 1.16).110% Le
groupe de Tsien rapporte le premier une valeur de photosensibilité de 0,03 GM pour I’o0NV.[20%]
Son analogue homobenzyle cageant le glutamate DMNPB-[GIlu] est environ 6 fois plus
performant au maximum de sa bande d’absorption a deux photons, cependant son efficacité
reste trés limitée.[**”) Le méme constat est effectué pour le DM-nitrophéne DMN-[Ca]*2*! et
NDBF-[Ca],*?! deux ligands chélatants de calcium photoclivables pour la libération d’ions

Ca?" in vitro. Bien que I’utilisation d’un squelette dibenzofurane étendu permette une trés forte
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augmentation de ’efficacité de photolyse de NDBF-[Ca] par rapport a DMN-[Ca], les valeurs
de du rapportées restent en deca de 1 GM.
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Schéma 1.16 : Premiers exemples de PPGs de la famille des oNB clivés par excitation biphotonique dans le PIR.

Des lors, la photosensibilité a deux photons est apparue comme étant un facteur tres
limitant pour des applications biologiques. A partir des dérivés oNB déja connus, une nouvelle
génération de cages de conjugaison étendues est donc progressivement apparue au cours des
dix derniéres années. Les principes d’ingénierie moléculaire appliqués ici sont analogues a ceux

présentées dans la section 1.2.2 et peuvent étre résumées sur la feuille de route du schéma 1.17.

A la suite de ses travaux sur la famille des NPPOC, et en particulier sur le DMNPB et
son analogue mono-méthylé présentant un rendement quantique de photolibération compris
entre 26 et 36%,71 I’équipe de Goeldner a entrepris d’étendre le systéme m-conjugué de la
cage en synthétisant les premiers dérivés nitrobiphényles (NBP).[*221231 En gardant un donneur
alkoxy en position para, le composé PENB-[GIu] subit une chute significative du rendement
guantique de libération. Cette chute est cependant largement contrebalancée par une
augmentation du o2 du composé qui permet d’atteindre une photosensibilité¢ de 3,1 GM,
validant ainsi la stratégie employée. Le donneur méthoxy peut en outre étre remplacé par une
chaine diéthyléneglycol permettant d’atteindre le seuil de solubilit¢ de 5 mM pour une
utilisation en neurosciences.[*?3! Si le PENB garde les avantages du DMNPB parent, tout en
augmentant le 8y, I’imprévisibilité de cette stratégie est aussi mise en évidence avec le cas des
composés 41 et 42. En effet, le remplacement du donneur alkoxy par un phénol censé améliorer
le transfert de charge intramoléculaire est aussi responsable de la création de chemins
photochimiques compétitifs aboutissant a un rendement chimique de libération de glutamate
inférieur a 10%. Une constatation similaire accompagne le passage au stilbéne 42 qui, bien que
plus conjugué, ne libére que 48% de glutamate.[*22123] Ces composés sont donc impropres a une

utilisation en tant que décageur.
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A Tlinverse des composés 41 et 42, les modifications analogues ayant conduit aux
dérivés EANBP et nitrodiphénylacétyléne (NDPA) se sont cette fois avérées tres bénéfiques.
Dans les travaux consécutifs a la parution du PENB, le donneur alkoxy a été remplacé par une
donneur dialkylamino, de pouvoir donneur bien supérieur. Par cette modification structurelle,
EANBP-[GIu] est la premiére cage a franchir la barre des 10 GM.[*24 La libération a lieu sur
une durée d’environ 5 ps aprés I’impulsion lumineuse, ce qui le rend compatible avec une
utilisation en neuroscience, et la présence de deux chaines diéthyléneglycol sur 1’azote le
pourvoit d’une excellente solubilité¢ de 10 mM en milieu physiologique. Sa bande d’absorption
maximale est également décalée de 80 nm vers le rouge en excitation mono- et biphotonique.
Récemment, Schelke et al. ont poursuivi les modifications structurelles sur cette classe de
molécules en augmentant eux aussi la taille de la conjugaison. Contrairement au cas du composé
42, I’introduction d’un lien éthynyle, plus plan et plus rigide, dans le dérivé NDPA-[Gib]
permet cette fois d’améliorer a la fois le ®y et le &, qui atteint une valeur record de 20 GM pour
la libération d’acide gibbérellique (Gib).[*2°!
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Schéma 1.17 : Feuille de route des modifications apportées a la famille des NPPOC dans le but d’optimiser les sections

efficaces de photolibération a deux photons. R = di(éthyléneglycol) ; Z = acide gibbérellique.
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Une approche alternative a la modification du systeme donneur-accepteur dipolaire a
été rapportée par Gug et al. Elle consiste a incorporer le motif responsable de la photochimie
dans une structure quadrupolaire centrosymétrique A-n-A. BNSF-[Glu], capable de libérer
deux équivalents de glutamate, possede effectivement d’excellentes caractéristiques de
photosensibilité a un et a deux photons, ce qui valide la stratégie utilisée. Son rendement
quantique dy est cependant a nuancer par un rendement chimique de seulement 60%, lié a la
forte ressemblance structurelle avec le composé 42. Sa solubilité de 0,1 mM est en outre trop
faible pour une utilisation dans des neurones.!*?! Une approche similaire a récemment été
menée par I’équipe d’Ellis-Davies dans 1’¢laboration d’une cage pour les ions calcium sur le
modéle du DNBF (schéma 1.18). Le cceur utilisé dans le quadrupdle BIST-[Ca] est cette fois-
ci un thiophene, et ’excellent o2 de la molécule permet d’atteindre 80 GM de photosensibilité

a deux photons pour la libération de calcium dans le DMSQ.127!

Finalement, longtemps utilisées en excitation a un photon, les cages oNB ont
progressivement été supplantées par la famille des NPPOC, de photochimie semblable mais
présentant moins d’inconvénients en termes de stabilité dans le noir et de toxicité. Les dérivés
NBP et leurs analogues rapportés récemment possédent de plus des cinétiques compatibles avec

une utilisation en optoneurobiologie.
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Schéma 1.18 : Structure de la cage de calcium quadrupolaire basée sur un bisstyrilthiophéne (BIST).[127]
[11.3.1.b. La famille des phénacyles
Bien que les premiéres mentions de la photochimie des phénacyles datent de 1973,1128]
la famille des phénacyles a été introduite par Givens et al. au début des années 1990 dans le but
de combler certains inconvénients des oNB.!"2°! 11 s’agit d’une gamme de composés, dérivés de
I’acétophénone, trés accessibles synthétiquement. Leur réactivité photochimique est centree
autour du carbonyle, et plus particuliérement de la transition n-* qui rend possible 1’abstraction

d’un atome d’hydrogeéne ou d’un ¢électron d’une molécule donneuse, ou bien d’un groupement

voisin. La nature des sous-produits de photolyse est donc tres dépendante de la nature des
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substituants présents sur le cycle aromatique. La cascade photochimique qui s’en suit aboutit

finalement au départ du groupement situé en o du carbonyle.

Si la premiére génération de phénacyles basée sur un cycle non substitué souffrait de
problémes de solubilité en milieu physiologique,*?°! I’introduction d’un groupement hydroxyle
en position para a permis de remédier a ce probléme tout en conservant un bon rendement
quantique de photolibération. Dans leurs travaux de 1996, Givens et Park sont les premiers a
implémenter cette modification structurelle, qui se retrouvera pour les mémes raisons dans
d’autres familles de décageurs (vide infra). Au pH physiologique, la forme neutre pHP,
absorbant dans I’UV a 282 nm, est en équilibre avec sa forme déprotonée pHP~ de pouvoir
donneur supérieur, ce qui permet I’apparition d’une bande d’absorption a 330 nm. Le PPG p-
hydroxyphénacyl (pHP) rapporté dans ces travaux a ainsi permis de libérer différents
phosphates, dont I’AMPc (schéma 1.19), en milieu aqueux avec un rendement quantique de
37%.[1301 |_es expériences ont ensuite été étendues a d’autres messagers biologiques, tels que le
GABA et le glutamate,*3Y ou des peptides,[*3? avec de bons rendements quantiques compris
entre 12 et 40%.

Le mécanisme postulé pour la photolyse en milieu aqueux (schéma 1.19) implique un
croisement intersystémes jusqu’a un biradical a 1’état triplet 44. La formation de cet
intermédiaire entraine la libération de 1’espéce active, et la spirodicétone 45, appelée
intermédiaire de « photo-Favorskii », s’hydrolyse ensuite pour former de 1’acide p-

hydroxyphénylacétique (46).1133!
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Schéma 1.19 : Mécanisme de photofragmentation du pHP cageant de I'ATP en milieu aqueux tamponné.

Outre I’accessibilité synthétique et la solubilité¢ apportée par la présence du phénol, il
faut souligner que le spectre d’absorption de 1’acide 4-hydroxyphénylacétique 46 issu de la

photolyse est décalé vers le bleu par rapport a celui de la cage 43, ce qui le rend transparent a
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la longueur d’onde d’irradiation utilisée et limite la déperdition d’énergie. Les phénacyles ont
une des cinétiques de libération les plus rapides (de I’ordre de 10° s), compatible avec les

processus neurologiques, et capables de cager une large gamme de fonction chimiques.*3%

Malgré ces avantages, 1’utilisation des phénacyles reste peu répandue, a cause de son
absorption localisée a des longueurs d’onde trés énergétiques a un photon (280 nm pour la
forme neutre), et trés peu de mesures d’absorption a deux photons ont été effectuées a ce jour.
Récemment, Houk et al. ont effectué des mesures sur le pHP cageant un phosphate, rapportant
un o2 de 11 GM par excitation a 550 nm,*3*! ce qui limite considérablement son utilisation. Les
modifications structurelles expérimentées conduisent souvent a une pléthore de sous-produits
de photolyse, montrant un manque de versatilité de cette famille de composés. Le dérivée 4-
méthoxy décale effectivement 1’absorption a 310 nm, mais fait chuter le ®, a 4% pour la
libération de GABA. Un constat semblable est effectué pour le dérivé 3,4,5-triméthoxy, décalé
a 355 nm en IPA, mais sans que des mesures d’absorption a deux photons n’aient été

effectuées.(13¢]

Malgré un certain nombre de caractéristiques intéressantes (excellente cinétique,
accessibilité synthétique, variété de fonctions cagées, bons rendements quantiques et chimiques
de photolibération), les dérivés du pHP sont donc pour I’instant réservés a des applications en

excitation monophotonique.

[I1.3.1.c.  La famille des nitroindolines
Deés les années 1970, les travaux de Amit et al. ont rapporté que des composes de type

ortho-nitroanilides, et plus particulierement les 7-nitroindolines (NI) N-substituées
(schéma 1.20), subissaient une photosolvolyse en solvant organique non séché aboutissant au
clivage de I’amide et a la libération d’un acide carboxylique.[*3”! Les 7-nitroindolines 47a,b et
la 8-nitrotetrahydroquinoléine 47c sont alors décrits comme de potentiels groupements
protecteurs photolabiles pour la synthese peptidique. Cette classe de composé fut par la suite
étudiée plus en détail par Papageorgiou et Corriel*38-1421 qui se concentréerent sur les NI, plus
efficaces que les analogues tétrahydroquinoléines. Une étude sur la variation des substituants
du cycle aromatique leur permit d’améliorer nettement les propriétés photochimiques pour la
libération d’acides aminés en solution aqueuse, pour applications neurologiques. L’ester 48,
plus hydrosoluble que 47a et 47b, s’est ainsi avéré 2,5 fois plus efficace que les composes
décrits initialement par Amit et al.[*38 La recherche de substituants améliorant la photochimie

des NI conduit Papageorgiou, Corrie et coll. a I’introduction d’un groupement donneur méthoxy
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en position 4-. Ce composé, connu sous le nom de MNI-[Ac], améliora encore I’efficacité de
photolyse d’un facteur 3. Cependant, le donneur diméthylamino du composé 49 supprime toute

la réactivité photochimique des indolines, probablement a cause d’un état triplet trop bas en

énergie.[13%
% NMe,
O
47a,n=1,R=Br 438 MNI-[Ac] 49

47b,n =1, R=NO,
47c,n=2,R=H

Schéma 1.20 : Premiers exemples de composés de la famille des ortho-nitroanilides étudiés pour la libération d’acides

carboxyliques par Amit et al. (47a,c)137] puis par Papageorgiou et Corrie (48, 49 et MNI-[Ac]).[138.139]

A cette occasion, ils découvrirent aussi que le mécanisme de libération en milieu aqueux
n’est plus une solvolyse mais un réarrangement43! (schéma 1.21) ; hypothése confortée
notamment par des expériences de photolyse dans H>'%0. Mécanistiquement, les NI
appartiennent en cela a la méme classe de composes que les ONB. Apres I’irradiation lumineuse,
un état triplet du composé 50 a été mis en évidence par I’utilisation de sensibilisateurs
appropriés.[143144 De 1’état triplet, on observe alors la migration du groupement acyle de
I’amide vers 1’oxygeéne du groupement nitro en ortho, pour former I’intermédiaire 52. Selon le
solvant, cet intermédiaire va alors réagir selon deux chemins distincts. Dans 1’eau, la perte d’un
proton en o de 1’azote entraine I’élimination de ’acide carboxylique, et la formation de la
nistrosoindole 53, qui s’isomérise lentement vers sa forme 54 plus stable. En solvant organique
et en présence d’un nucléophile, le groupement acyle trés électrophile de 1’intermédiaire 52

subit une attaque directe qui conduit a la nitroindoline 55.
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Schéma 1.21 : Mécanismes de fragmentation des 7-nitroindolines en milieu aqueux et organique.
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A I’image de MNI-[GIu], disponible commercialement, les nitroindolines sont parmi
les cages les plus utilisées en neurosciences (vide supra), car elles présentent de hombreux
avantages pour ces applications. Contrairement a leurs analogues nitrobenzyles, les acides
aminés cageés par des nitroindolines sont stables en milieu physiologique ; tout en étant libérés
avec un rendement quantitatif lors de I’irradiation. Ils possédent également une cinétique de
libération parmi les plus élevées, avec un temps de demi-réaction de seulement 200 ns. Surtout,
contrairement a la grande majorité des cages disponibles, les NI-[Glu] ont la particularité d’étre
parfaitement inerte vis-a-vis des récepteurs glutamatergiques des synapses, et de masquer
totalement 1’activité neurotransmittrice du glutamate jusqu’a la libération.[*4%! Pour toutes ces
raisons, les premicres expériences d’excitation a deux photons sur les cages indolines ont été
menées avec succes sur MNI-[Glu].[87:8891-97] | es résultats montrent une photosensibilité tres
faible, de seulement 0,06 GM a 720 nm (schéma 1.22)[87! ; mais celle-ci est compensée par la
possibilité d’introduire le composé a de trés fortes concentrations dans le milieu sans enregistrer

d’interférences avec les récepteurs.

Bien que les NI-, et en particulier MNI-[GIu], ne soient pas antagonistes dans ces
expériences, les nitroindolines -[GABA] et -[Gly] sont elles toutes deux antagonistes de leurs
récepteurs respectifs.[*431 Une stratégie de modification structurelle appliquée dans le cas des
cages pour le GABA est d’augmenter I’encombrement stérique de la cage, ou bien d’introduire
des groupements chargés. Cette approche a été testée avec succes dans le cas de I’analogue au
MNI substitué avec 4-alkyl bis-phosphate DNPI-[GABA],*1 qui présente ainsi moins

d’interférences avec les récepteurs GABAergiques.

OPO5%
OPO5%*
OMe o 3 OMe 0" >CO,H
O,N O2N
N N N N
02N Glu 02N GABA 02N Glu 02N Glu
MNI-[Glu] DPNI-[GABA] MDNI-[Glu] CDNI-[Glu]
®,=85% O, =47 %
gy = 366 M'cm™ (350 nm) g, = 4042 M'em™ (365 nm)
8, = 0.06 GM (730 nm) 5, =0.06 GM (730 nm)

Schéma 1.22 : Structures des neurotransmetteurs cagés par des groupements Nl les plus sensibles en 2PA.

L’amélioration du &y tres faible des cages de la famille des NI a été étudiée par
I’optimisation des substituants du cycle aromatique. Parmi les combinaisons testées, le 4-

méthoxy-5,7-dinitroindolinyl-glutamate (MDNI-[GIlu]) a éte évalué comme étant deux fois
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plus sensible que MNI-[GIu], avec une augmentation spectaculaire du ®, qui atteint, selon
Fedoryak et al.,[*%6! les 47%. 1l souffre cependant d’une réaction de photolyse beaucoup moins
propre, conduisant a un mélange de sous-produits de type nitro et nitroso, et un rendement
chimique en neurotransmetteur libre de seulement 70%, ce qui a freiné leur utilisation leur
utilisation.[*421461 E|lis-Davies et al. ont toutefois développé un analogue a cette cage

comportant un groupement carboxylate pour une meilleure hydrosolubilité (CDNI-[GIlu]).[*4”]

La photochimie des ortho-nitroanilides étant extrémement sensible aux substituants, un
seul exemple d’extension du systéme n-conjugué a été rapporté dans la littérature a ce jour, 48]
et MNI-[GIlu] reste de loin, malgré son tres faible &u, la référence la plus utilisée en
neurosciences pour toutes les raisons énoncées. L’accessibilité synthétique de ces cages est
cependant bien moindre que pour d’autres familles, a cause notamment d’une étape de nitration
conduisant a de nombreux isomeéres de position. Les NI sont aussi moins versatiles en termes
de fonctions masquées, puisqu’elles sont spécialisée dans la libération d’acides carboxyliques ;

voire éventuellement d’alcools et amines via des fonctions carbonates et urées.

[11.3.1.d. La famille des coumarines
Au cours de leurs investigations sur la formation de carbocations benzyliques sous

irradiation lumineuse, Givens et Matuszewski ont montré dans les années 1980 que les
coumarin-4-ylméthylphosphates subissaient une hétérolyse de liaison C-O conduisant a la
libération dudit phosphate et d’un sous-produit issu du piégeage du carbocation.49]
L’utilisation de cages a base de coumarines est basée sur deux particularités. Premiérement le
chromophore présente un fort transfert de charge a 1’état excité li¢é a la présence d’un
groupement électrodonneur en position 7, entrainant une augmentation de densité électronique
sur le méthyléne portant le groupement Z cagé (position 4- du cycle).[% Deuxiemement, sa
répartition orbitalaire présente un coefficient presque négligeable pour la HOMO sur le carbone

C(4) du cycle concerné, mais un trés fort coefficient pour la LUMO antiliante (schéma 1.23).1159

z
me*so
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Schéma 1.23 : Structure générale d’un groupement protecteur photolabile coumarin-4-ylméthyle, et coefficients de

Hiickel de ses orbitales frontiéres ; reproduit de la référence [150].
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Lorsqu’un ¢électron est promu de la HOMO a la LUMO par absorption d’un photon, la
liaison C—Z est par conséquent affaiblie, et rompue avec des constantes de vitesse de 1’ordre de

10° 4 1010 gL 1151

Le mécanisme postulé pour la photolibération[®>151.152] est donc une solvolyse a 1’état
excité (schéma 1.24). Le systeme push-pull implique la formation a 1’état singulet des formes
zwitterioniques limites 57a et 57b. La rupture de liaison C—Z, qui peut étre héetérolytique ou
homolytique suivie d’un transfert d’électrons, entraine la formation d’une paire d’ions non
séparée 58. Cette paire d’ions peut se recombiner et freiner I’efficacité du processus en
reformant le produit de départ 56, ou se solvater. Le carbocation 59 est alors piégé par I’eau (ou
un nucléophile du milieu), pour former 1’hydroxyméthylcoumarine 60, et la biomolécule Z
protonée. Il faut noter que I’étape de recombinaison peut étre cinétiquement trés compétitive
dans le cas de certaines fonctions, comme les phénols, et I’efficacité de libération est donc

fortement dépendante de la nature du groupe partant.
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Schéma 1.24 : Mécanisme de photo-solvolyse des cages de la famille des coumarines.

Les observations de Givens ont été suivies des années apreés de travaux fondateurs de
Furuta et al. qui développérent la 6-bromo-7-hydroxycoumarine (BHC), et démontrerent son
utilité pour des applications neurologiques a deux photons. L’introduction du brome en ortho
du phénol, implémentée auparavant sur les phénacyles, permet a la fois de promouvoir un
passage a I’état triplet potentiellement impliqué dans le mécanisme, et d’abaisser son pKa de
fagcon & créer un équilibre phénol/phénolate a pH physiologique. La forme anionique posséde
un caractére donneur bien plus prononcé, ce qui augmente le transfert de charge et décale
I’absorption vers le rouge tout en améliorant nettement la solubilité dans 1’eau ; alors que la
forme neutre en équilibre, plus lipophile, est plus susceptible de franchir les bicouches

lipidiques en milieu biologique, et posséde une stabilité accrue pour le stockage du
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composé.l'%l BHC-[Ac] est rapportée avec une photosensibilité de 2 GM ; un record pour
I’époque (schéma 1.25). Ces travaux ont cependant mis en évidence une certaine instabilité
hydrolytique des acides aminés cagés par la fonction acide vy. La stabilité est améliorée lorsque
le glutamate est cagé par une fonction carbamate sur 1’azote o.. Le rendement quantique et la
cinétiqgue de BHC-[GIu] sont cependant affectés par cette modification, et le 5, tombe en
dessous de 1 GM. BHC-[GIu] reste cependant encore aujourd’hui un composé de référence

pour la libération d’acides aminés.

Suite a ces travaux, des analogues structuraux a la BHC modifiés en positions 6-, 7- et
8- ont été développés. Différents dérivés méthoxy,14%151 6 7-diméthoxy,*>3 aminol*>* et
dialkylamino(*>>-1%8] enrichis en électrons ont été rapportés, mais ces modifications diminuent
I’hydrosolubilité. Un dérivé 8-Aza-BHC a aussi été introduit par Narumi et al. L’ introduction
d’un azote endocyclique permet d’abaisser le pKa du phénol de 2 unités pour atteindre
d’excellents niveaux de solubilité (jusqu’a 11 mM dans le PBS avec 0,1% DMSO), mais le @y

est cependant divisé par deux par rapport au composé parent.[*5°

Les stratégies d’ingénierie structurale pour 1’augmentation du &y ont donné lieu a de
nombreux dérivés mettant en avant la versatilité photophysique du squelette coumarine (schéma
1.25). Les modifications en position 7- ont été les plus étudiés dans la littérature, et les derivés
7-diéthylaminocoumarine (DEAC) cageant des neuromédiateurs ont en particulier gagné en
popularité.l*>>-1581 Shembekar et al. ont rapporté la photolibération de glycine avec un @, de
12%, plus de trois fois plus important que la BHC, et avec un maximum d’absorption décalé
autour de 390 nm. Le neurotransmetteur est signalé comme étant biologiquement inerte, et le
temps de demi-réaction est de 2.5 ps.*>8 La perte de solubilité engendrée par I’introduction du
groupement diéthylamino a €té compensée par ’utilisation de chaines biscarboxyméthylamino
dans les travaux de Hagen et al. sur la DCMAC pour la photolibération de GMPc a deux
photons.*>3! La photolyse du phosphate cagé est rapportée comme environ 1,3 fois plus rapide
que celle de BHC-[GIu] dans les mémes conditions, ce qui donnerait une section efficace de
photolibération d’environ 1 GM. Récemment, une variante utilisant des groupements sulfonates

a aussi été rapportée. (160

L’allongement du systéme m-conjugué en position 7- par introduction d’un groupement
p-diméthylaminostyryl a aussi été rapportée.[*61 L effet attendu sur le o2 est bien observé pour

le composé 61 (schéma 1.25) puisqu’une valeur de 309 GM, 150 fois plus importante que pour
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la DEAC, est mesurée a 800 nm. Le rendement quantique de photolibération est cependant 60

fois plus faible dans les mémes conditions d’irradiation, ce qui limite la valeur du &, a seulement
0,24 GM.

La position 3- du squelette de la coumarine est stratégique en termes d’ingénierie
moléculaire puisqu’elle est a I’extrémité enrichie du systéme m-conjugué. En partant de ce
principe, Ellis-Davies et coll. ont étendu le systtme m-conjugué en cette position avec un
groupement acrylamide électroattracteur pour créer la DEAC450. Le caractére push-pull
prononcé de ce composé décale les bandes d’absorption a un et deux photons respectivement a
450 et 900 nm. De facon étonnante, la DEAC450!12 affiche également une nette augmentation
du rendement quantique de photolibération par rapport a la DEAC, avec une valeur de 39%
pour des acides carboxyliques (Glu,[*62l GABA®3]), et qui peut méme monter a 78% pour des
phosphates (AMPc,11¢4 GMPc1®%l). Une solubilité de 0,25 mM en milieu biologique a été
rapportée aprés modulation du groupement solubilisant introduit sur I’amide (aspartate, 16164

ou oligoéthyléneglycol(83),

OYZ
o
AN 61
q>u =0.08 %°
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Schéma 1.25 : Exemples de modifications structurales apportées au squelette de la coumarine, et leurs conséquences sur
les propriétés photophysiques a un et deux photons. Valeurs déterminées pour une photolyse dans un tampon

phosphate ? pur ; b avec 50% d’acétonitrile ; < avec 90% d’acétonitrile.
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Les expériences de photolibération a deux photons en milieu biologique ont permis
d’exciter orthogonalement la DEAC450 a 900 nm en présence d’une autre cage NI. La
photosensibilité déduite de ces expériences, estimée a 0,5 GM, reste cependant un facteur
limitant. Les premieres générations de (Asp)DEACA450-[GABA] présentent aussi
I’inconvénient d’étre antagonistes des récepteurs GABAergiques. L’implantation d’un
dendrimére de génération 5 trés encombré sur I’acrylamide dans le composé (Gs)DEAC450-
[GABA] (schéma 1.26) a recemment permis de « masquer » le neuromessager cagé, et diminuer

les effets d’antagonisme. 16!

Les variations d’absorption les plus fortes sont enregistrées lorsque des transformations
chimiques sont opérées au niveau du carbonyle C(2) de la lactone. La modification du motif
attracteur endocyclique chez les décageurs de type DEAC a été étudiée par plusieurs groupes.
Costa et coll.*¢7! puis Jullien et coll.[*68:1%91 ont rapporté la thionation de la DEAC (schéma 1.25).
Le thiocarbonyle est connu pour apporter un fort décalage bathochrome lié a un abaissement de
I’énergie des transitions,*’? et le maximum d’absorption de la DEATC est mesuré a 472 nm.
Le composé a été utilisé in vivo pour I’activation orthogonale de Cyclofen a 488 nm.[*%9! Le
rendement quantique de la DEATC est cependant presque un ordre de grandeur plus faible que
pour I’analogue DEAC, et souffre d’une certaine instabilité de son sous-produit de
photolyse.[*%8 La bibliotheque de composés synthétisés par Fournier et al. dans ces travaux
contient de trés nombreux analogues absorbant dans le vert, dont des dicyanovinylcoumarines
utilisées depuis par Marchén et coll. dans un élégant systeme de ciblage par un peptide RGD
photoactivable pour la délivrance de médicaments.[*”Y] Récemment, leur groupe a également
rapporté la synthése de coumarines étendues en C(2) par des groupements cyano(4-
nitrophényl)méthylénes (schéma 1.25) dont la courbe de 1PA s’étend pour certaines cages
jusqu’a plus de 700 nm, avec un maximum autour de 600 nm. L’efficacité de ces cages est
cependant dramatiquement affectée par cette modification structurelle, avec un ®y de I’ordre
de 10 dans le méthanol.['72 Aucune expérience de 2PU n’a été effectuée a ce jour sur cette

gamme de composés modifiés en C(2).

Sans avoir d’influence sur le 62, d’autres évolutions structurelles ont été implémentées
pour améliorer le rendement quantique de photolyse. L’ajout d’un groupement méthyle sur le
carbone benzylique est censé apporter une stabilisation au carbocation intermediaire 59 au cours
du processus de photolyse. Rapportée d’abord par Weis et al.,[*”3! cette modification a eu un

effet négligeable sur la DEAC puisque le @y rapporté est sensiblement identique dans ces
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travaux. L’efficacité est cependant doublée dans le cas de la dicyanovinylcoumarine de
Marchan et coll.l'Y Trés récemment, Specht et coll. ont optimisé cette idée de ramification en
introduisant une chaine oligoethyleneglycol a la place du méthyle pour une meilleure solubilité
dans I’eau.'’ Le ®, rapporté pour la libération d’aminodoxycycline via une fonction
carbamate dans le composé 63 est presque doublé par rapport a la DEAC (21%), et la valeur de

4 GM rapportée en 2PU est parmi les plus élevees pour un dérivé de cette famille a ce jour.
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Schéma 1.26 : Exemples de dérivés DEAC utilisés pour la libération de GABA ((Gs)DEAC450-[GABA]),[166] de taxol (62),[175]

ou de 9-aminodoxycycline (63).1174]

Les coumarines sont aujourd’hui parmi les cages les plus utilisées en neurobiologie,
mais aussi en sciences des matériaux,*761771 ou en thérapiel*’>1781791 en tant que prodrogues, a
I’image du « phototaxel » 62 précurseur du paclitaxel.}”>! Les cages coumarines présentent une
rapidité de libération intéressante (de 1’ordre de 10® s?), et surtout une exceptionnelle
modularité structurelle. L extension du systeme n-conjugué a permis de décaler 1’absorption de
la DEAC de 60 nm,[%62] et la versatilité des propriétés optiques est encore accrue lorsque les
modifications sont effectuées au niveau de la lactone. La stabilité hydrolytique des acides
aminés cages en vy a été un point limitant dans certaines études, et la nécessité d’introduire une
fonction carbonate ou carbamate intermédiaire permet d’améliorer la stabilité, au détriment de
la cinétique qui est par conséquent dépendante de la réaction de décarboxylation successive. Le
rendement quantique est en cela fortement dépendant de la fonctionnalité cagée ; de trés fortes
disparités étant enregistrées par exemple entre carbamates, acides, et phosphates, ou méme

entre deux acides aminés différents.[*>”] Malgré des propriétés optiques extrémement
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modulables, la photosensibilité & deux photons reste modérée, les valeurs les plus élevées dans
I’eau étant toujours enregistrées pour la BHC de Tsien et al. et pour la DEAC.

I[I1.3.1.e. La famille des quinoléines
Dans les années qui ont suivi les premiers rapports d’utilisation de coumarines pour la

photolibération a deux photonsi’® a été développée une nouvelle famille de cages
hétérocycliques basée sur un squelette de quinoléine. La 8-bromo-7-hydroxyquinoline (BHQ)
a ainsi été introduite par Fedoryak et Dore en 2002 pour la libération d’acides carboxyliques,
avec un &, de 0,59 GM a 740 nm (figure 1.14).[8% Des fonctions carboxylates, phosphates et
des diols ont ensuite été déprotégées dans les mémes conditions avec des &, compris entre 0,4
et 0,9 GM.[181 Ces premieres études ont montré que la cage BHQ-[Ac] est photolysée plus
rapidement que son analogue BHC-[Ac], et que sa solubilité ainsi que sa stabilité a I’hydrolyse
sont compatibles avec des études en milieu physiologique, bien que leur stabilité dans le noir

soit largement inférieure. 187

La similitude avec la famille des coumarines se retrouve aussi dans le mécanisme de
fragmentation qui a été rapidement assimilé a une rupture hétérolytique de la liaison C-O suivie
d’une solvolyse a 1’état excité ; une hypotheése soutenue par I’incorporation d’oxygene 18 dans
le sous-produit lorsque la photolyse est effectuée dans H2'%0.1*81 Dans un premier temps, il a
été postulé que ce mécanisme de type Sn1 s’effectuait a partir d’un état singulet, et que 1’effet
d’atome lourd du brome en position 8-, favorisant le croisement intersystéme, était
potentiellement délétere a 1’efficacité de photolyse. Le brome ayant ici encore un effet
important sur le pKa du phénol — et donc sur 1’équilibre entre forme neutre et anionique en
milieu physiologique — la démarche adoptée pour augmenter le &, fut alors de trouver de
nouveaux substituants électroattracteurs mais ne favorisant pas le passage a ’état triplet.[*8?!
Les modifications structurelles effectuées dans I’étude de Dore et coll. en 2009 et leurs effets

sur le @y et le 3y sont résumees sur la figure 1.14.

L’analogue chloré de la BHQ était un choix naturel pour garder I’abaissement du pKa
en perdant I’effet d’atome lourd. De fagon surprenante, le ®y est pourtant divisé par 3. Cette
diminution fut d’abord attribuée a une hausse de la fluorescence, qui est un processus competitif
de la photolyse, mais a d’emblée mis en lumiére un rdle important du brome dans le processus
de photolyse. La substitution par un cyano entraine un effet trés fort sur le pKa, et

I’hydroxyquinoléine se retrouve quasi-exclusivement sous sa forme ionique en milieu
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physiologique. Cette modification permet de conserver le @y, et de tripler la photosensibilité a
un photon, mais ne se ressent pas en 2PU. Enfin le groupement nitro quenche totalement la

photochimie du composé, probablement a cause d’un état triplet de basse énergie.
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Figure 1.14 : Evolution du rendement quantique de photolibération (bleu) et de la section efficace de photolibération a

deux photons (vert) en fonction des substituants présents sur le squelette de la quinoléine.!182]

L’augmentation du pouvoir donneur en position 7- a été étudiée en replagant I’hydroxyle
par un groupement diméthylamino ou un thiol. L’effet sur ’absorption a deux photons est
positif, surtout lorsqu’un chlore est ajouté en position 4- sur le squelette de la quinoléine, mais
la modification est contre-productive au niveau du rendement quantique de photolibération. 82

Parmi les composés étudiés dans cette série, la BHQ garde donc le &y le plus élevé.

Gréace a cette étude et a la comparaison entre bromo- et chloroquinoléine, le réle du
brome dans le mécanisme a par la suite pu étre affine, et le mécanisme de la photolyse des 8-
halogéno-7-hydroxyquinoléines élucidé (schéma 1.27).1283! Celui-ci implique le passage a 1’état
triplet de la forme anionique 64-A, soit par excitation directe, soit par excitation de la forme
neutre 64 suivie d’un transfert de proton a I’état excité. La rupture hétérolytique de liaison a
ensuite lieu a partir de 1’état triplet de 64-A, pour aboutir & la forme zwitterionnique 66-Zw. Le
piégeage du carbocation entraine la formation du sous-produit de photolyse 67-A et de 1’acide
carboxylique libre. La fragmentation a lieu sur une échelle de temps inférieure a la

microseconde.[181,183]

Il faut noter que le processus de photolyse de la BHQ est en compétition avec une

réaction de déhalogénation a I’état excité qui fait chuter le rendement chimique de la réaction
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autour de 70%. Cette réaction parasite n’est pas observée avec le dérivé chloré.*8! La 8-bromo-
7-hydroxyquinoléine, ainsi que la 8-cyano-7-hydroxyquinoléine ont depuis été appliquées avec
succes a la photolibération a deux-photons de phénols d’intéréts biologiques, tels que la

sérotonine, I’octopamine ou la tyrosine.[184185]
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Schéma 1.27 : Mécanisme de photo-solvolyse des cages de la famille des quinoléines.

Les quinoléines sont un exemple particuliérement intéressant d’ingénierie moléculaire
et des difficultés du design de cages efficaces en absorption biphotonique. L’équipe de Dalko
et coll. s’est en cela attardée sur 1’augmentation du transfert de charge dans les cages
quinoléines. Dans des premiers travaux, une comparaison des isomeéres de position de la 7-
DMAQ, étudiée précédemment par Dore,!'82 a été effectuée. L’isomére 8-DMAQ (schéma
1.28) est alors rapporté comme étant photolysé 6 fois plus rapidement que la 7-DMAQ dans un
mélange TRIS/acétonitrile.l'8) Le composé 8DMAQ-[Ac] présente dans ces conditions un 3,

de 1,7 GM a 700 nm, son maximum d’absorption a deux photons.

En se basant sur cette observation, de plus amples modifications ont été apportées dans
le but d’augmenter le transfert de charge via I’introduction d’un systéme push-pull dipolaire sur
le bicycle aromatique,*®”! ou bien d’incorporer le motif photosensible dans des systémes
centrosymétriques quadrupolaires*88189 oy octupolaires.[*°%1°1 Quelques exemples des dérivés

syntheétisés sont rassemblés sur le schéma 1.28.

Pour augmenter le transfert de charge a 1’état excité et la section efficace d’absorption,
un acide carboxylique attracteur a été introduit sur la 8-DMAQ. De fagon surprenante, bien que
le 5-carboxy-8DMAQ soit 6 fois moins efficace en 2PU que le composé 8-DMAQ parent dans
les mémes conditions, 1’introduction d’un lien phényle intermédiaire a finalement validé la

stratégie en triplant la valeur du &y dans le cas du composé 68.[187]
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Le design de systemes centrosymétriques a base de quinoléines a conduit a des fortunes
diverses. Le dimere de quinoléine 69 présente des performances légérement inférieures a la 8-
DMAQ seule, avec seulement 0.40 GM a 730 nm.[*88! L’ allongement de la conjugaison avec un
ceeur 2,7-fluorényle dans le composé 70 a cependant permis une nette amélioration du 5,18
qui reste toutefois dans la méme gamme que celui du compose dipolaire 68. Il faut noter que
ces valeurs évaluées par des photolyses comparatives a 730 nm peuvent étre potentiellement

supérieures lorsqu’elles sont déterminées au maximum de la bande autorisée a deux photons.
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Schéma 1.28 : Exemples d’incorporation des cages quinoléines dans des structures dipolaires, quadrupolaires et

octupolaires pour I'optimisation des sections efficaces de photolibération a deux photons.

Enfin, I'imprévisibilité de cette stratégie est illustrée avec le cas du composé octupolaire
71 synthétisé dans I’équipe par Picard et al., dans lequel trois quinoléines sont couplées en C8
par un groupement triphénylamine via des ponts éthynyle. Bien que le o2 de 71 atteigne les
390 GM, le rendement quantique de photoliberation chute de plusieurs ordres de grandeurs, ce
qui limite considérablement I’efficacité de photolibération a deux photons.!*91 A ce titre, il faut
souligner que dans ces ¢tudes 1’utilisation d’un lien éthynyle dans ces composés multipolaires

a base de quinoléines a un effet trés négatif sur I’efficacité de photochimie.!'8191 Une gamme
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de triméres de quinoléines sans triples liaisons synthétisée par Dalko et coll. a en effet été

rapportée avec des valeurs de ’ordre de 0.5 4 2 GM.[*°0

Dotées d’une bonnes solubilité en milieu aqueux et d’une certaine versatilité en termes
de fonctions protégées (phénols, diols...), les quinoléines font aujourd’hui partie des familles
de cages les plus étudiées. Elles restent cependant trés sensibles aux modifications structurelles,

et moins performantes en excitation biphotonique que les derniers dérivés NPPOC rapportés.

[II.3.1.f.  La famille des 2-hydroxycynnamyles
Les esters d’acides ortho-hydroxycinnamiques (0HC) ont été introduits par le groupe de

Porter en 1988 pour de I’inhibition de protéases réversible par irradiation lumineuse.%? La
fonction ester des inhibiteurs synthétisés dans ces travaux est clivée par absorption de lumiere,
ce qui permet a I’enzyme de regagner son activité. La formation de 1’isomére Z 72-cis ainsi que
I’élimination de I’alcool a partir de I’hémiester 73 (schéma 1.29) souffrent d’une cinétique assez
lente (de ’ordre de 1072 s),1191 ce qui est le principal facteur limitant de cette classe de
composés. Il faut noter que le processus thermique est fortement accéléré lors d’une irradiation
biphotonique a cause de 1’échauffement localis€¢ au point focal, ce qui rend I’étape de

d’isomérisation cinétiquement limitante.
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Schéma 1.29 : Mécanisme de la libération d’alcools par photo-isomérisation/lactonisation des oHC.

Les dérivés oHC présentent plusieurs spécificités intéressantes en tant que décageurs, et
notamment une bonne perméabilité cellulaire due a une certaine ambivalence entre hydrophilie,
pour la solubilité, et lipophilie pour franchir les barriéres biologiques.™**3! La particularité de
cette méthode de fragmentation réside aussi dans l’apparition d’une forte intensité¢ de
fluorescence liée a la formation de la coumarine 74 lors de la libération (figure 1.15, courbe
bleue, fleche bleue). L’acide ortho-hydroxycinnamique de départ n’étant pas fluorescent, la

luminescence du sous-produit ouvre la porte a de potentielles applications théranostiques.
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Figure 1.15 : Spectres d’absorption de la cage oHC et du sous-produit coumarine, et apparition d’un spectre de

fluorescence lors de la formation du sous-produit coumarine. 193]

L’influence des substituants sur le systéme conjugué de la plateforme oHC a été étudiée
par Jullien et coll. pour la photolibération d’alcools modéles (EtOH, BuOH).[193-1%31 | e
composé 75 (schéma 1.30) a été développé en suivant une stratégie analogue a celle de Furuta
et al. pour la BHC.[*%! L’introduction sur le cycle aromatique d’un agencement donneur de
substituants 3,5-dibromo-4-hydroxy permet, a pH physiologique, de décaler 1’excitation du
composé a 350 nm, tout augmentant la solubilité dans I’eau via 1’équilibre phénol/phénolate.
L’enrichissement du cycle aromatique (76 et 77) augmente logiquement le transfert de charge,
et par conséquent le &y, qui atteint 4,7 GM pour le composé 77, sans altérer significativement
le ®y. Un analogue a ce composé possédant deux carboxylates a depuis été rapporté avec un @y
de 18% et une solubilité supérieure a 1 mM en milieu aqueux tamponné, mais aucune

expérience de 2PU n’a été effectuée.!*°!

La substitution de la double liaison du cinnamate a un effet important sur la cinétique,
qui peut étre doublée dans le cas du composé 78.11%1 Certains composés substitués en cette
position se sont cependant avérés instables a température ambiante ; la lactonisation
s’effectuant spontanément en quelques heures avec libération de 1’alcool.!?3 L’ encombrement
stérique peut aussi étre la cause d’un décalage hypsochrome de la bande d’absorption lié¢ a une

perte de planariteé.

Enfin, le remplacement du phénol par un naphtol dans la structure de la cage cause une
trés forte augmentation du rendement quantique de photoisomérisation. Le &, de 79 n’est
cependant pas augmenté en conséquence. Récemment, Paul et al. ont aussi étendu le systéme

n-conjugué avec un hétérocycle électroattracteur (R1 = Me, Rz = 2-benzothiazolyl).!**”! La cage
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synthétisée a permis la photolibération de méthylsalicylate in vitro dans des cellules HelLa par

excitation & un photon, avec un rendement quantique estimé a 10%.
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Schéma 1.30 : Structures et propriétés de photolibération par excitation biphotonique des principales cages de la famille

des oHC.

Finalement, le composé 75 étant le plus adapté aux expériences physiologiques,
I’utilisation des OHC a pu étre testée in vivo avec succes dans des embryons de zébrafish irradiés
a 750 nm.[**4 Qutre les nombreux avantages propres a cette famille, il faut ajouter que les
sections efficaces de photolyse a deux photons enregistrées sont particulierement élevées
compte tenu de la relative simplicité des structures mises en jeu. Elles sont cependant réservées
a la libération d’alcools, pour des phénomenes physiologiques compatibles avec une libération

lente de substrats.

[I1.3.1.g. L’émergence de nouvelles structures photosensibles
Si ces six familles de PPG rassemblent a ce jour une trés grande majorité des articles

dans le domaine de la photolibération, il existe une multitude d’autres structures capables de se
fragmenter sous irradiation lumineuse.!®?! Certaines sont déja largement utilisées en études
biologiques, d’autres sont en phase de découverte et d’optimisation mais possédent déja des

caractéristiques intéressantes (schéma 1.31).

Au milieu des structures de cages purement organiques abordées dans ce manuscrit, il
faut citer I’existence de complexes organométalliques qui tiennent une part non néegligeable
dans la libération de neuromeédiateurs. Ainsi, le complexe de ruthénium (I1) RuBi, développé
au milieu des années 2000,1*°% est capable de libérer un de ses ligands amine par excitation dans

sa bande MLCT, centrée a 450 nm en solution aqueuse. Le derivée RuBi-[Glu], cageant du
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glutamate, a été préparé par Salierno et al., et photolysé en excitation biphotonique a 800 nm
dans des neurones.**?! Une expérience de photolyse comparative a pu mettre en évidence une
activation du potentiel d’action plus de deux fois plus rapide que dans le cas de MNI-[GIu]. La
réaction de photolibération est effectuée en moins de 50 ns, ce qui place le complexe parmi les
cages les plus rapides disponibles.'®®! Ce complexe de Ruthénium ne modifie pas I’intégrité
des membranes ni des neurones vivants aux concentrations testées, et présente une
photosensibilité a deux photons de 0,14 GM ce qui en fait une alternative intéressante aux
nitroindolines. La palette de neuromédiateurs cagés par le complexe RuBi s’est depuis élargie,

avec notamment RuBi-[Dopa]?° ou RuBi-[GABA]® disponibles commercialement.

Les carbazoles sont des hétérocycles riches en électrons couramment utilisés en optique
non linéaire, électronique organique ou encore photopolymérisation. En 2016, Pradeep Singh
et coll. ont rapporté les premiers exemples d’applications de carbazoles a 1’uncaging.?°* Dotés
d’une structure pouvant s’apparenter a la famille des phénacyles, les mono- ou
bisacétylcarbazoles tels que 80 sont capables de libérer respectivement une ou deux
biomolécules semblables (Z = Z’) ou non (Z # Z°). 1l est postulé que, comme dans le cas des

phénacyles, la photolyse s’effectue a partir de 1’état triplet. La rupture de liaison peut étre

hétérolytique, ou homolytique suivie d’un transfert d’électrons.
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Schéma 1.31 : Structures et propriétés photophysiques de nouveaux composés photosensibles applicables a I’uncaging.
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Les résultats montrent une photolyse quantitative sur plus d’une dizaine d’exemples,
pour des rendements quantiques de I’ordre de 10 a 15% dans un mélange d’eau tamponnée et
de 30% d’acétonitrile. Aucune expérience de photolibération a deux photons n’a été rapportée
a ce jour, mais les composés ont déja eté appliques plusieurs fois a la libération d’agents
anticancéreux (acide cafféique et chlorambucil). L’expérience de photolibération sur des
cellules HeLa a dans ce cas montré un taux de cellules inertes de 82% dans le noir, chutant a
45% apres irradiation.[2922031 Un élégant systéme a trois branches permettant a la fois thérapie,
ciblage et imagerie a également été¢ élaboré a partir d’un cceur carbazole et d’un agent de

reconnaissance (biotine) lié via I’azote du carbazole.24

Les chromophores a base de BODIPY sont bien connus pour étre d’excellents
fluorophores, mais ce n’est que trés récemment que Solomek et al. ont suggéré que les
contributions orbitalaires des HOMO et LUMO suivaient une répartition semblable a celles
retrouvées dans d’autres PPG, et pouvaient donc potentiellement entrainer le clivage d’une
liaison.[**01 La particularité des cages basées sur une structure de BODIPY réside dans la
présence de deux positions photosensibles. Urano et coll. ont montré en 2014 la possibilité de
cliver une liaison B-O pour la libération de phénols avec de la lumiére verte,2% et appliqué
récemment cette stratégie pour la libération de capsaicine.[2%¢1 Malgré les tres forts coefficients
d’absorption des BODIPY a 560 nm, les rendements quantiques de photolibération sont
extrémement faibles. Cependant, les groupes de Feringa!?°”! et KIan2%81 ont montré, en accord
avec les calculs empiriques de répartition électronique, que les méso-méthyl BODIPY
présentaient une sensibilité largement accrue a [I’irradiation. Une étude d’optimisation
structurelle a permis de mettre au point le composé diiodé et diméthylé 81, qui présente un @y
impressionnant de 95% pour la libération d’ions chlorure dans le méthanol dégazé.!?%8! Cette
valeur chute a 32% pour la libération de phénylalanine en solution oxygénée, ce qui révéle une
forte contribution de 1’état triplet dans le mécanisme. Aucune étude d’excitation biphotonique
n’a été menée jusqu’a présent, et la solubilité en milieux physiologique reste pour I’instant un
obstacle, mais les valeurs de &, mesurées sont parmi les plus élevées ; particulierement a des

longueurs d’ondes aussi hautes.[208!

D’autres composés de structures différentes, mais présentant des Similitudes
mécanistiques avec les autres familles, continuent d’étre découverts. C’est notamment le cas
des bimanes comme le composé 82, qui permettent, comme les carbazoles, de libérer deux

acides carboxyliques différents de facon séquentielle. Les exemples rapportés indiquent un
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rendement chimique en composé décagé atteignant 87%, pour un rendement quantique de 8,4 %
dans un mélange H,O/MeCN (19/1).120]

Le travail d’optimisation structurelle des cages pour 1’absorption a un comme a deux
photons s’avére donc viable, mais fastidieux et imprévisible. D’excellentes valeurs de d,
atteignant les 20 GM pour la libération d’acide carboxyliques, ont pu étre obtenues
derniérement via cette stratégie. Pourtant, les résultats peu satisfaisants sont aussi nombreux
que les succes. Pour pallier a ces difficultés, il est possible de contourner le probléeme en

découplant le phénomene d’absorption de la photochimie en utilisant une « antenne a énergie ».

[11.3.2. Photosensibilisateurs et « effet d’antenne »
Plutdt qu’optimiser les propriétés photochimiques et les performances d’uncaging par

modifications structurelles directement sur la cage, il est possible d’améliorer sa capacité
d’absorption de lumiére par I’introduction d’un second chromophore agissant comme
photosensibilisateur. Le chromophore photosensibilisateur agit comme une « antenne » pour
capter I’énergie lumineuse plus efficacement que la cage, et transfeére ensuite son état
d’excitation au module responsable de la photochimie par I’intermédiaire des processus décrits
dans le paragraphe I1.3. L’efficacité du processus est par conséquente dépendante de la distance
entre les deux modules, qui sont généralement liés entre eux par un espaceur aliphatique ou une
« plateforme ».

Le phénoméne d’excitation indirecte d’une cage fut rapporté pour la premiere fois en
2004, par Zhao et al. dans le cas particulier d’un fluorophore cagé par un groupement NPE. 1219
La 7-hydroxycoumarine cagée par sa fonction phénol, et non fluorescente, est libérée en
excitation mono- et biphotonique avec une efficacité supérieure de deux ordres de grandeur aux
valeurs rapportées jusque-la (du = 0.68 GM). Les auteurs attribuent cette augmentation a une
assistance du fluorophore dans le processus d’absorption, et a un transfert d’énergie inverse
entre la coumarine et le NPE. Un effet coopératif du méme ordre a été observé pour un dérivé
cagé d’acide rétinoique.?*Y! Dans ces cas particuliers, la molécule protégée sert elle-méme
d’antenne dans le processus d’excitation. Cependant le phénomene peut tre exploité comme

base d’une stratégie d’ingénierie a part entiere.

A partir de cette idée, 1’équipe de Corrie et coll. a synthétisé un systéme coopératif
comportant une antenne chromophorique de type benzophénone sensibilisant via 1’état triplet
un décageur de type NI (schéma 1.32).[1442122131 ] *antenne benzophénone du composé 83 peut

étre fonctionnalisée par des groupements hydrophiles (aspartate, phosphate...)!?*3! pour
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atteindre des concentrations importantes en milieux aqueux. Le transfert d’énergie est mis en
évidence par une importante diminution du temps de vie de 1’état triplet,i*** et ce type de
systéme synergique a conduit a des augmentations significatives (jusqu’a un facteur 20) de
I’efficacité de photolibération en solution oxygéneée par rapport a MNI-[Glu] isolé. La stratégie
a été validée par des expériences concluantes de libération de glutamate dans des neurones de
I’hippocampe a 300 nm.'** L’absorption a deux photons est cependant en dehors de la gamme
des lasers TiS (580 nm).
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Schéma 1.32 : Mécanisme de la déprotection de I’analogue de MNI-[Glu] par I'intermédiaire d’un photosensibilisateur

covalent.[144]

Dans le but d’adapter cette stratégie a 1’absorption biphotonique, des systémes tandem
absorbant dans le PIR ont récemment été synthétisés au laboratoire et dans 1’équipe d’ Anderson
et coll. Ces derniers ont ainsi désigné des quadrupdles bis-donneurs avec un ceeur fluorényle
dont les chaines latérales sont fonctionnalisées par des groupements pyridinium,24 excellents
accepteurs d’¢lectrons et capables de déprotéger des acides carboxyliques par un mécanisme de
transfert d’électrons.!?'> L’idée de cette structure était d’adapter a I’excitation biphotonique un
précédent systéme rapporté par Sundararajan et Falvey dix ans plus tot, dans lequel le méme
sel de pyridinium est activé par la photoréduction d’une antenne de type benzophénone.[2%6! Les
puissants donneurs azotés présents sur la structure conjuguée du quadrupdle lui conferent un o>
supérieur @ 1000 GM, tout en permettant un rendement de transfert de charge vers le pyridinium

estimé a 98%. La photolyse comparative du composé 85 a permis d’évaluer sa photosensibilité
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a 10 GM ; cependant le remplacement du groupement pyridinium par des cages traditionnelles
du type oNB et phénacyle perturbe totalement la réaction de photolyse, et les acides aminés

cagés ne sont alors plus libérés qu’avec un rendement chimique inférieur a 20%.

Une stratégie analogue permettant I’utilisation de ces cages traditionnelles a été
développée au laboratoire. Des édifices tri-modulaires appelés « triades », capables de libérer
deux équivalents de glutamate apres transfert d’énergie de 1’antenne vers la cage, ont été mis
au point dans 1’équipe en 2013.27) Ces triades sont constituées de deux sous-unités NI
greffables assemblées par chimie click sur un quadrupdle absorbeur a deux photons ayant le
role d’antenne. La sous-unité quadrupolaire est choisie de fagcon a rendre possible du FRET
avec la sous-unité cage absorbant dans I’UV ; I’émission étant décalée autant que possible vers
le proche UV par I'utilisation de groupements donneurs (X = O) ou accepteurs (X = SO2). Les
expeériences de photolyses effectuées montrent que le &y du composé 86 est dix fois supérieur a

celui de MNI-[GIu] seul, ce qui valide la méthodologie utilisée.?*”]

d s =/ 0
85
*H;3N ATFA 8, =10 GM (700 nm) NH;*
FmocHN, NHFmoc

:(JCOQFmoc FmocOZCH
86
8, =0.5GM (730 nm)
X =0, 80,
ﬁ TEG TEG \\>
N\ o\/\/ QQ.OO o /"f

Schéma 1.33 : Structures des systémes coopératifs a base d’antennes quadrupolaires développés par Korzycka et al.[214] et

Picard et al.[217]

Par la suite, d’autres systéme coopératifs de type « dyades » (schéma 1.34) ont alors été
synthetisés dans le but de concentrer le FRET sur une seule sous-unité cage. Différentes dyades
constituées de quadrupbles bis-donneurs et bis-accepteurs pour une cage de type oNV, reliées
de fagon covalente par I’intermédiaire d’un clip phosphoré, ont été synthétisées.[?'8 Les cages

oNV utilisées dans cette étude, bien que possédant un rendement quantique ®y inférieur au
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MNI, présentent toutefois une absorption Iégerement décalée vers le rouge par rapport a ce
dernier, et sont donc potentiellement plus compatible avec 1’émission des antennes choisies.
Des efficacités de transfert d’énergie allant jusqu’a 38%, en accord avec le recouvrement des
courbes des différents modules, ont pu étre déterminées. Cette stratégie a permis de mettre en
¢vidence une augmentation d’un facteur 5 a 6 de la section efficace de photolibération a deux
photons par rapport a la cage seule. La dyade (C3N3)NVDz est rapportée avec un &, de 0,25 GM

pour la libération d’acide acétique dans le chloroforme.

MeOﬂOAC

o N2 (C3N3)NVD;
’@,Nk(\/\ §, = 0.25 GM (800 nm)
o \

S

NBU2

Schéma 1.34 : Structure d’une dyade pour la photodéprotection induite par le FRET développée dans I'équipe.

IV. Cadre des recherches et hypotheses de travail

Les travaux présentés dans ce manuscrit furent entamés dans le contexte de la
préparation de systémes coopératifs analogues au composé (CsN3)NVDs. Les résultats
prometteurs enregistrés pour les triades MNI et les dyades oNV nous ont encouragés dans un
premier temps a compléter la bibliotheque de composés en incluant des quadrupdles bis-
donneurs plus efficaces, et a étudier leurs effets topologiques et synergiques plus en détail. Les

résultats seront présentés dans le chapitre I1.

La suite logique de cette étude était d’améliorer 1’efficacité de transfert d’énergie qui
semblait étre un facteur limitant des systémes a base d’0NV et MNI. Notre hypothése était que
le design de systemes synergiques utilisant une cage plus efficace, combinée avec un absorbeur
a deux photons ayant une réponse large et surtout un bon recouvrement entre les spectres
d’absorption et d’émission des modules pourrait alors mener a de trés larges sections efficaces
de photolibération dans la fenétre de transparence biologique. Dans cette optique, les cages de
nouvelle génération rapportées trés récemment, et possédant des propriétés d’absorption a un
photon décalées vers le rouge étaient particulierement intéressantes pour se rapprocher de la
zone d’émission de nos quadrupdles. Nous avons postulé que la DEAC450 d’Ellis-Davies et

coll. était en cela un excellent candidat pour la synthése de nouvelles dyades. Des systemes
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multi-coopératifs comportant plusieurs quadrupdles ont aussi été envisagés. Cette étude fera
I’objet du chapitre IIL.

La problématique principale, et probablement une des défis les plus ardus, dans le design
de cages pour les applications biologiques réside dans I’hydrosolubilité et la biocompatibilité
des structures organiques synthétisées. Le remplacement de [’acétate, servant d’acide
carboxylique mode¢le, par une molécule d’intérét biologique était un pas supplémentaire a
franchir vers des applications concrétes de nos systemes. Les travaux menés en ce sens seront
présentés dans le chapitre 1V, respectivement avec deux finalités différentes : le développement
d’outils moléculaires pour les neurosciences, et d’édifices amphiphiles potentiellement auto-

assemblables pour la thérapie anticancéreuse.

.Enfin, un dernier chapitre présentera les efforts menés dans 1’ingénierie de nouvelles
cages par modification directe de la structure conjuguée de PPGs connus. L’influence du
transfert de charge sur le o2 et le @y sera étudiée dans des systemes push-pull de la famille des
coumarines. La série de nouveaux décageurs dipolaires synthétisés sera utilisée pour la

libération de neuromessagers.

Dans les prochains chapitres de ce manuscrit, les systémes coopératifs, sous-unités
quadrupolaires, et modules décageurs finaux seront dénommeés selon un code permettant

d’identifier leur composition, et avec un code couleur particulier :

(i) Les monomeéres quadrupolaires greffables seront nommés An ou n (de 1 a 4) traduit
le pouvoir donneur croissant des groupements auxochromes terminaux. Le cas
échant, les espaceurs particuliers et/ou fonctions de greffage seront indiqués en
préfixe entre parenthéses. Ils seront représentés en bleu (ou nuances de bleu/violet,

selon la couleur de leur fluorescence).

(i) Les modules décageurs seront nommes selon leurs appellations couramment
acceptées, rappelées dans la liste des abréviations. Leur structure sera représentée
en rouge. Le cas échant, les espaceurs particuliers et/ou fonctions de greffage seront
indiqués en prefixe, et dessinées en orange. La molécule cagée sera rappelée entre

crochets en suffixe de 1’abréviation, et représentée en vert.

(iii) Les systémes coopératifs seront nommés selon une lettre ou une abréviation

indiquant leur famille (dyade D, triade T, tétrade Tet...). Le préfixe en exposant
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indiquera la sous-unité cage constitutive. Le suffixe en indice indiquera I’antenne
quadrupolaire utilisée. Dans ces conditions, la dyade présentée dans le schéma 1.34

devient NVDs, constituée d’une antenne As et d’une cage (CaN3)NV-[Ac].

Pour plus de rigueur, les études comparatives concerneront, sauf cas particulier, des
séries de PPGs cageant la méme molécule. Aussi par souci de clarté, et lorsque cela n’entraine
pas d’ambiguité, le suffixe indiquant la molécule cagée pourra étre ponctuellement omis pour

raccourcir le nom.
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Chapitre II.

Synthese et étude de dyades coopératives
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I. Design et préparation des systémes coopératifs

Les dyades sont des systemes synergiques dissymétriques combinant dans un
assemblage covalent un absorbeur & deux photons et une seule cage. Ces systemes ont été mis
au point avec I’hypothese sous-jacente que la présence d’une deuxiéme cage sur le quadrupole,
comme dans les systéemes de type triade, pouvait potentiellement affecter son efficacité de

FRET si I’énergie est piégée par le sous-produit de la photolyse.

Les dyades comportant un PPG greffable dérivé du nitrovératryle, synthétisées
précédemment dans le groupe, ont permis de multiplier par 6 I’efficacité de photolyse a deux
photons. L’objectif des travaux présentés dans ce chapitre est d'étudier la portée ainsi que la
polyvalence de la stratégie précédemment adoptée en complétant la gamme de dyades
synthétisée. Pour cela, aux cages de type oNV seront rajoutées des cages de type MNI utilisées
dans les triades. L’0NV présente une absorption Iégerement décalée vers 350 nm, alors que le
MNI absorbe dans I’UV plus lointain mais posséde un @y plus de dix fois supérieur, ce qui les
rend de fait complémentaires pour cette étude. Ces deux PPG présentent, seuls, des valeurs de
Ou tres faibles. L’acide acétique a été choisi en tant que molécule cagée modéle, afin de faciliter
le suivi de la photolibération lors des études cinétiques. Les structures types des dyades de ce

chapitre sont présentées sur le schéma I1.1.

X =0, NEt
Y = OMe, NBu,

Schéma II.1 : Structures générales des dyades étudiées dans ce chapitre. Les trois composants principaux sont
représentés en bleu (antenne quadrupolaire), rouge (décageur), et noir (plateforme). Différents espaceurs (orange) ont

été utilisés pour le greffage. L’acide acétique (vert) a été choisi comme acide carboxylique modéle.

Dans chaque cas, différentes sous-unités quadrupolaires présentant des émissions dans
le violet-bleu, compatibles avec un transfert d’énergies vers les cages, seront utilisées comme
antenne. Les quadrupbles (ou « pseudo-quadrupdles ») utilisés seront de type bis-donneurs
D-n-D symétriques, ou D-n-D’ dissymétriques, avec des groupements électrodonneurs

oxygénés ou azotés. Il faut noter que la rupture de symétrie engendrée dans les systemes
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D-n-D’ rend la transition vers ’état excité de plus basse €nergie, normalement interdite de
symétrie dans les chromophores centrosymétriques, autorisée. Un décalage vers I'IR de la
bande d’absorption a deux photons est alors observé, ce qui permet d’atteindre des longueurs
d’ondes autour de 800 nm, comme pour la dyade NVDaz. En outre, les quadrupdles bis-accepteurs
ayant donné lieu a des o2 plus faibles que les bis-donneurs dans les travaux précédents, ces

derniers seront privilégiés dans cette étude.

Enfin, I’influence de I’espaceur utilisé entre les modules sera étudiée. Les modules
décageurs seront en effet greffés sur la plateforme thiophosphorylée par I’intermédiaire de liens
de tailles, de structures, et de rigidités différentes.

.1. Approche rétrosynthétique

Les dyades sont des structures comprenant trois modules principaux : la cage, le
fluorophore absorbeur a deux photons, et une plateforme sur laquelle sont combinés les deux
modules précédents. Le schéma rétrosynthétique (schéma 11.2) de ces composés repose donc

sur I’assemblage des trois composants, et sur le choix des fonctions de greffage.

O

N

O

MeO
\©\/ ﬁ
N. _P
Z 7N el

(0] NO,
|
ou
NO,
"\\ ﬂ 5
(0] N//<

. I
R

Bu Bu

Schéma I1.2 : Schéma de rétrosynthése présentant les 3 modules constitutifs d’'une dyade synergique.

La plateforme choisie (en noir) est un dérivé du type chlorure de thiophosphoryle utilisé
notamment dans les macromolécules dendritiques. Le choix de ce motif repose premierement

sur la réactivité de la liaison P-Cl, permettant une fonctionnalisation par des fonctions phénol
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dans des réactions de substitutions nucléophiles. Une fois disubstituée, sa forme de pince

permet aussi de rapprocher les modules donneurs et accepteurs d’énergie dans 1’espace.

Les deux autres modules sont par consequent modifiés de fagon a introduire un phénol
terminal pour la réaction de greffage. Pour cela, les groupements donneurs de la sous-unité
quadrupolaire (en bleu) sont dissymétrisés afin d’incorporer en bout de chaine un éther
d’hydroquinone. La méme ingénierie est effectuée sur les modules ONV-[Ac] et MNI-[Ac] (en
rouge) dont la synthese a été remaniée pour incorporer différents espaceurs greffables (en

orange) a la place d’un groupement méthoxy.

Les cages dérivés oNV et MNI greffables étant déja disponibles au laboratoire (schéma
11.3), leur synthese ne sera pas détaillée ici. Les espaceurs choisis sont des chaines aliphatiques
de longueurs différentes (C1 a Cs). Leur flexibilité est modulée par la présence d’une fonction
éther du méme type que celle introduite sur les quadrupodles, ou d’un groupement triazole plus

rigide (espaceur C1N3).

0 0
Releses Seae
OAM:\O NO, HO‘Q\(/\II\]/\M:\O NO,
N=N
n =1, (C3)NV-[Ac] n =1, (CsN3)NV-[Ac]
n =4, (C¢)NV-[Ac] n =4, (CgN3)NV-[Ac]
NO,
0

HO«@\NMO N//{
LN

(C4N3)NI-[Ac]

Schéma 11.3 : Structures des dérivés oNV et MNI greffables utilisés dans la synthése de la bibliothéque de dyades.

[.2. Synthese de la plateforme thiophosphorylée

La plateforme thiophosphorylée P1 est synthetisée par réaction de condensation entre le
p-anisaldéhyde 87 commercial et la monométhylhydrazine MMH-PSCI2 pour former

I’hydrazone correspondante.

CHO ,L Cl THF Sy-NVpL
tOHNT Py o’ s
MeO Cl 0°C-ta.,40h MeO

70%
87 MMH-PSCI, P,

Schéma I1.4 : Synthése de la plateforme thiophosphorylée P;.
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Les réactions impliquant ce motif phosphorylé présentent 1’avantage de pouvoir étre
controlées aisément par RMN 3!P. Les expériences de suivi de la réaction en RMN 3!P
découplée montrent que le pic initial de la MMH-PSCI2 a 70 ppm disparait au profit d’un
singulet a 64 ppm caractéristique de 1’hydrazone Pi. Cette technique de suivi sera plus
amplement développée en partie 1.4 lors de I’assemblage des modules. La plateforme P1 est
finalement purifiée par simple lavage avec de 1’éther tiede permettant d’éliminer les traces de

réactif.

[.3. Synthése des modules quadrupolaires greffables

Les fluorophores utilisés comme antenne dans ce manuscrit sont constitués d’un cceur
fluorényle comportant deux branches phényléthynyles agrémentées de deux groupements
électrodonneurs (schéma 11.5). Le cceur du quadrupdle est substitué de deux chaines butyle pour
améliorer sa solubilité en solvant organique et faciliter 1’étude, tout en prévenant le n-stacking
qui quencherait I’émission. Les liens éthynyles ont été privilégiés de fagon a limiter le décalage
bathochrome de 1’émission observé avec des ponts vinyliques, et étre plus en adéquation avec
la zone spectrale d’absorption des cages. Les monomeéres quadrupolaires greffables An
(n =124, de I’antenne bis-oxygénée a I’antenne bis-azotée) seront greffés par 1’intermédiaire

d’un motif hydroquinone (HQ).

o= =5 o ==

N
Bu Bu \_/0 Bu Bu \\/O\©\
(HQ)A, OH (HQ)A, OH

o O™ 0 o= =0
uy 8/ Bu \\/\QO BuyN o s N\\/O\Q\
(HQ)A, OH (HQ)A, OH

Schéma II.5 : Structures des quadrupdles greffables synthétisés au cours de cette étude.

Leur préparation est effectuée en 8 a 9 étapes, selon le synthon de départ utilisé, par une
succession de réactions d’halogénations et de couplages croisés de Sonogashira. Les deux
étapes critiques de la voie de synthése résident dans la formation de 1’éther d’hydroquinone et

la désymétrisation du cceur fluoréne.

La préparation du synthon dihalogénofluorene intermédiaire (schéma 11.6) peut
s’effectuer a partir du fluoréne 88, qui est iodé par une source d’iode électrophile obtenue en
mélangeant du diiode dans une solution d’acide periodique. Alternativement, le 2,7-

dibromofluoréne 90 disponible commercialement peut aussi étre utilise pour des résultats tout
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aussi satisfaisants. Le pont méthyléne du fluorene est ensuite alkylé par le 1-bromobutane par
catalyse par transfert de phase. Les composés 91 et 92 sont obtenus avec de trés bons

rendements sur des échelles allant jusqu’a la vingtaine de grammes.

Neoy s TS v e vs

KOH, n-BuyNBr

Toluéne, H,0 Bu Bu
I2, Hs10g 88, X=H ta., 72h
AcOH, HS0,, H,0 C 91, X =1, 82%
75°C,4h, 61% 89, X = |
92, X = Br, 96%
90, X = Br

Schéma 11.6 : Préparation des synthons 9,9-Dibutyl-2,7-dihalogénofluorénes intermédiaires.

Dans une approche de synthese convergente, les branches phényléthynyles
électrodonneuses sont préparées separément de fagon a étre couplées sur le fluoréne en derniére
étape. Elles sont synthétisées par réaction de Sonogashira a partir des synthons iodés

correspondants.

Les branches donneuses terminales (non greffables) oxygénées et azotées sont préparées
respectivement a partir de 1’iodoanisole commerciale 95, et de la N,N-dibutylaniline 93

préalablement iodée en position 4- avec un rendement quantitatif (schéma 11.7).

I, NaHCOj3 (aq.)
BUZN BUZN |

93 ta., 16 h 94
96%

Schéma I1.7 : lodation de la N,N-dibutylaniline.

Les composés 94 et 95 sont ensuite engagés dans un couplage croisé avec le
triméthylsilylacétyléne qui permet d’introduire efficacement la triple liaison (schéma 11.8). Les
intermédiaires clés 96 et 97 sont isolés avec de trés bons rendements apres purification par
chromatographie. La force du donneur a une influence non négligeable sur la réaction de par la
demande électronique du couplage. Le donneur oxygéné, moins fort, rend la réaction bien plus
efficace. Le rendement en produit 97 est quantitatif avec une charge catalytique deux fois
moindre, et en seulement deux heures a température ambiante (cf. annexes expérimentales). Le

donneur azoté défavorise sans doute I’addition oxydante et diminue 1’efficacité de la réaction.
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=—TMs
Y—QI Y—@%TMS
Pd(PPhs),Cl, Cul

94, Y = NBu, EtsN, THF 96, Y = NBu, 64%
95,Y = OMe 97,Y = OMe, 99%

Schéma 11.8 : Synthése des branches donneuses terminales du quadrupdle par réaction de Sonogashira.

Par souci de symétrie, des synthons de force donneuse comparable doivent étre utilisés
pour la seconde branche greffable du quadrupble. La synthése de la branche oxygénée
s’effectue a partir du p-iodophénol, qui est d’abord alkylé par le 3-bromopropan-1-ol de fagon
a introduire en bout de chaine une fonction hydroxyle (schéma 11.9). Le mono-éther
d’hydroquinone 100 est synthétisé a partir de I’intermédiaire 99 précédent par réaction de
Mitsunobu. Un large exces de réactif est utilisé de facon a privilégier la mono-
fonctionnalisation de 1’hydroquinone, et le produit 100 est obtenu avec un rendement de 50%

apres purification sur colonne de silice.

hydroquinone

/@/OH B >"0H /@/O\/\/OH PPhj3, DIAD /@/ \©\
I KOH, EtOH [ THF

50 °C, 24 h 0°C-ta., 16 h
98 63% 99 50%

hydroquinone
( I, NaHCOj; (aq.) ( PPh; DIAD Q/

N N - . N
©/ ~"oH CH,Cl, /@/ ~"0OH THF /@/ \/\O
ta., 16 h | 0°C-ta., 16h |

0,
101 98% 102 26% 103

Schéma 11.9 : Synthése des intermédiaires iodés 100 et 103 contenant le motif hydroquinone greffable.

Dans le cas du donneur azoté, il a été choisi de travailler sur la N-Ethyl-N-
hydroxyéthylaniline 101 disponible commercialement, qui est iodée quantitativement dans les
mémes conditions que son analogue 102. Une réaction de Mitsunobu permet la aussi
d’introduire le motif greffable, avec un rendement de 26% pour I’intermédiaire 103. Aucune
protection de I’hydroquinone n’a été effectuée dans cette voie de synthese, ni pour 1’étape de
substitution par réaction de Mitsunobu, ni pour les couplages de Sonogashira consécutifs.
L’introduction de la triple liaison sur ces branches est finalement effectuée avec le
triméthylsilylacétyléne dans les mémes conditions que précédemment (schéema 11.10), et les

alcynes protégés 104 et 105 sont obtenus avec des rendements supérieurs a 70%.
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OH OH
o LT = ST
o o
| n Pd(PPh3),Cl, (2 mol%) P n
()
100,X=0,n=2 cul (2 mol%) 7 104,X =0, n=2,80%

Et;3N, toluéne T™S _ _
103, X = NEt,n=1 40°C.7h 105, X = NEt,n =1, 70%

Schéma I11.10 : Syntheése des branches greffables 104 et 105 par couplage de Sonogashira.

L’assemblage des branches et du cceur est effectué par deux couplages de Sonogashira
avec ajout d’une source de fluorure (TBAF) pour déprotéger les alcynes in situ. La synthese
des monomeres quadrupolaires As et A4 sera présentée ici. La synthese de A1 et Az a été décrite

précédemment dans le groupe. 22l

La désymétrisation est effectuée lors du premier couplage sur les dihalogénofluorenes
91 ou 92 (schéma 11.11). Pour maximiser la formation du produit de monocouplage et diminuer
la probabilité de disubstitution, un large exces de fluorene (3 a 4 équivalents) est introduit dans
le milieu. Pour la synthése de As et A4, le couplage de la partie donneuse terminale 96,
commune aux deux chromophores visés, est effectuée en premier. Les intermédiaires
monobranchés iodé 106 ou bromé 107 sont obtenus avec des rendements satisfaisants apres
purification par chromatographie, et I’exces de réactif peut étre aisément recyclé grace a son

importante différence de polarité.

96
Pd(PPh3),Cl, (2 mol%)
O Cul (2 mol%)
AL =L
TBAF Bu,N
Bu Bu Et;N, THF Bu Bu
40°C,16h
91, X =1 106, X = 1, 62%
92, X = Br 107, X = Br, 71%

Schéma 11.11 : Désymétrisation du coeur fluoréne par couplage de Sonogashira, et synthése des intermédiaires clé 106 et

107.

Les quadrupdles greffables As et A4 sont finalement obtenus par couplage des secondes
branches sur les intermédiaires 106 ou 107 avec déprotection des groupements TMS in situ

(schéma 11.12), avec de trés bons rendements sur ces étapes (75 et 85% respectivement).



Assemblage des modules : synthése des dyades

104

Pd(PPh3),Cl, (2 mol%) O O
Cul (2 mol%) O = . = O
BuyN o
TBAF Bu Bu
Et;N, THF \\L
/ 40°C, 16 h As, 85% (X = 1) 0

Bu Bu

106, X =1
107, X = Br

105
Pd(PPhj3),Cl; (2 mol%)
\ Cu? (22 nzwl%)
s L) (v
TBAF O

Bu Bu
Et;N, THF OH

40°C,16 h Ay, 75% (X =1)
96% (X = Br)

Schéma 11.12 : Syntheése des quadrupoles A; et A, par couplage de la branche greffable sur le coeur fluoréne désymétrisé.

Il est a noter que la voie de synthese s‘est avérée plus efficace lorsque le cceur
dibromofluoréne 92 est utilisé ; la synthése étant raccourcie d’une étape et les rendements étant
globalement meilleurs. L’étape critique reste la réaction de Mitsunobu, peu économe en atomes
et au rendement parfois décevant. La voie de synthése est cependant maitrisée et les

quadrupdles greffables ont été obtenus sans difficulté majeure.

[.4. Assemblage des modules : synthese des dyades

Une fois les différentes sous-unités en main, elles sont assemblées dans deux réactions
de substitutions nucléophiles séquentielles sur la plateforme Pi. Pour cela, un protocole de
double substitution « one-pot », avec ajout successif des deux modules greffables, a été
implémenté au laboratoire. La clé de la réussite de cette réaction réside dans la mono-
fonctionnalisation de P1, et la formation d’un intermédiaire du type P(S)(OAr)CI, désactivé et
moins réactif, permettant la désymétrisation. Une synthese de dyade type est illustrée sur le

schéma 11.13.

Dans un premier temps, le module décageur greffable souhaité est ajouté goute a goute
sur un milieu réactionnel contenant P1 et du carbonate de césium, une base adaptée aux
réactions de substitution impliquant les phénols.[?*¥! La stecechiométrie étant de 1:1, un ajout lent
de réactif est préférable pour éviter la disubstitution. A ce stade, aprés une nuit a température
dans une salle noire, les sels de césium sont généralement filtrés de fagon a réaliser un controle
de 1’avancement et de I’état de substitution par RMN 3P (schéma 11.13). Comme observé sur
le spectre ci-dessous, le singulet (ou quadruplet, dans le cas d’expériences non découplées) situé

a 63,6 ppm caracteéristique de P1 disparait presque totalement pour laisser la place a un singulet
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plus déblindé. Ce déplacement est caractéristique de 1’intermédiaire monosubstitu¢ 108. On
notera dans le cas présent la présence d’un deuxiéme pic autour de 62 ppm traduisant la
formation de produit disubstitué en petite quantité, ce qui laisse par conséquent des traces de

produit de départ non converti dans le milieu.

Cette premiere réaction peut aussi étre suivie par CCM, et le second module est alors
ajouté « one-pot » au milieu réactionnel. Dans le cas ou I’intermédiaire a été isolé, il est alors
réengagé dans les mémes conditions, avec cette fois la sous-unité quadrupolaire. Une fois
encore, la RMN 3P est un outil trés utile pour visualiser I’avancement de la réaction. La
disparition du pic de I’intermédiaire monosubstitué¢ a 69 ppm et I’apparition d’un singulet dans
la zone plus blindée des produits disubstitués indique la fin de la réaction. Les dyades sont alors

isolées apres chromatographie sur gel de silice.
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Schéma 11.13 : Assemblage « one-pot » des modules greffables sur la plateforme P;, suivi par RMN 31P.

La combinaison des quatre quadrupbles Ai-As avec les differents modules décageurs
greffables présentés sur le schéma 11.3 a permis 1’obtention d’une bibliothéque de dix dyades
NVD14 et N'D2.4 (tableau I1.1). Les dyades de la série NVD1, basées sur I’antenne A1, permettront
de faire varier le seul parameétre de I’espaceur, et d’étudier ainsi son influence. Toutes les autres

dyades NVD2, NVDs et NVD4, contenant une cage oNV, possédent dans la bibliothéque un
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analogue N'D2, N'D3 ou N'D4 basé sur le MNI. De cette fagon, I’influence de la cage, de I’antenne
et du recouvrement pourra étre étudiée au cas par cas pour tenter de rationaliser les tendances

observées. Dans cette optique, les propriétés photophysiques a un et deux photons, ainsi que

I’efficacité de photolibération des dyades ont été déterminées.

Tableau II.1. Structures des différentes dyades NVD;-NVD, et NID,-N'D, synthétisées dans ce chapitre.
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II. Etudes photophysiques et photolyses

Au cours de cette etude, les propriétés photophysiques et de 2PA des dyades ont été
étudiées dans le chloroforme, et les photolyses effectuées dans le chloroforme deutéré. Ces

données sont résumées dans les paragraphes suivants.

I1.1. Propriétés d’absorption et d’émission

Les propriétés d’absorption et d’émission de la série de composés étudiés se déclinent
en deux temps. Il convient tout d’abord d’étudier les modules isolés en solution,
particulierement pour déterminer le recouvrement entre les courbes d’absorption d’oNV-[Ac]
et de MNI-[Ac] et d’émission de A1-As4. Cette comparaison permettra d’évaluer la possibilité
de FRET dans les dyades correspondantes. Dans un second temps, une étude des propriétés
optiques des dyades sera effectuée dans le but de mettre en lumiére les différences avec les
sous-unités isolées. Les données issues des mesures a un photon sont rassemblées dans le
tableau 11.2.

Les quadrupdles bis-donneurs Ai4 posseédent tous une bande d’absorption intense entre
358 et 385 nm dans le chloroforme. Leur maximum d’absorption Aaps™* est de plus en plus
décalé vers le rouge a mesure que la force du pouvoir donneur des groupements terminaux
augmente, de A1 a A4 Avec des coefficients d’extinction molaire de I’ordre de
6-8 10* Mt cm, ils présentent tous une forte capacité d’absorption a un photon compatible

avec une utilisation en tant qu’antenne d’énergie.

Les modules quadrupolaires Ai-4 présentent également de bonnes propriétés d’émission,
avec des rendements quantiques de fluorescence compris entre 65 et 75% dans le chloroforme.
Dans le cas des dérivés azotés, ces valeurs peuvent méme étre sous-estimees a cause de
potentielles photo-oxydations ayant lieu dans ce solvant. La longueur d’onde maximale
d’émission Aem™™ est fortement influencée par la force des groupements électrodonneurs, mais
aussi par la symétrie du systéme. Ainsi, le quadrupdle symétriques bis-oxygéné A1 présente une
émission a 384 nm, alors que son analogue bis-azoté A4 est décalé de presque 50 nm. En
revanche, il est intéressant de noter que le module As, bien que présentant une absorption
décalée vers le bleu par rapport a A4, montre au contraire une emission décalée vers le rouge.
Cette observation pourrait étre liee a la dissymétrie intrinséque de As par rapport a As4. La
présence de groupements donneurs dissymétriques favorise la rupture de symétrie dans I'état

excité, conduisant a des états excités plus polaires. Dans des environnements de polarité
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moyenne & élevée tels que le chloroforme, 1’état excité est alors plus stabilisé, ce qui induit &

une émission décalée vers le rouge. 220!

Tableau I1.2. Propriétés optiques a un photon des dyades et de leurs sous-unités correspondantes dans CHCls.

xabsmax gmax €365nm }\’emmax
Composé Dqal
[nm] [M1.cm1] [M-1.cm1] [nm]

oNV-[Ac] 341 5.9103 4.0 103 -[b] -[b]

MNI-[Ac] 302 4.8103 19103 -[b] -[b]
A 358 7.2 104 6.6 10% 384 0.70
(C3)\VD, 358 7.5104 6.8 104 383 0.41
(CsN3)NVD, 358 9.0 10* 7.210% 383 0.45
(Ce)NVD: 358 8.110% 7.410% 383 0.49
(CeN3)NVD, 358 8.3104 7.5 104 383 0.38
A; 368 7.8 10% 7.7 10* 435 0.69
WD, 367 7.6 10* 7.6 10* 433 0.57
NID, 367 6.9 10* 6.9 104 434 0.58
A3 375 6.5 10% 6.110% 446 0.65
WD3 373 6.8 104 6.5 10* 446 0.57
Nipy 375 6.510% 6.210% 446 0.57
Ay 385 7.9 104 5.6 10* 431 0.75
WD, 386 7.0 104 5.4 104 431 0.65
Nip, 386 7.110% 5.410% 431 0.67

lal Rendement quantique de fluorescence, standard : QBS dans H,S04 0.5 M (@ = 0.546). [Pl Pas d’émission observée.

Ces observations ont une conséquence directe sur le recouvrement des courbes
d’absorption des cages et d’émission des quadrupoéles, directement responsable de 1’efficacité
de FRET. La superposition des spectres normalisés (figure 11.1) confirme que A1 possede le
meilleur recouvrement spectral tant avec I’0NV que le MNI, et est a priori le meilleur candidat
si I’on se base uniquement sur ce parameétre. Au contraire, le quadrupdle dissymétrique As

possede 1’émission la plus décalée et la moins adéquate.
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Figure I1.1 : Spectres d’absorption normalisée des cages oNV et MNI, et d’émission normalisée des modules

quadrupolaires greffables dans le CHCIs.

Cette tendance se confirme en observant le quenching de fluorescence relatif a la mise
en présence des deux sous-unités sur les dyades coopératives. En comparant le rendement
quantique de fluorescence des dyades avec celui du fluorophore isolé, une diminution est
observée dans chaque cas, ce qui indique bien la présence d’un phénoméne compétitif, et
potentiellement de FRET. De plus, la diminution la plus prononcée est effectivement observée
dans le cas de la série de dyades NVD1, dans laquelle le @+ tombe jusqu’a 38%, contre 70% pour
Az en solution dans le chloroforme. En accord avec une émission plus éloignée, une diminution
de 8 a 12% est constatée dans le cas des autres dyades, avec une tendance Iégerement plus
prononcée sur les dyades NVD2.4 que sur N'D2.4. En effet, I’absorption du module oNV est aussi
Iégerement plus décalée vers le rouge que celle du MNI, et le recouvrement Iégerement meilleur
dans les dyades correspondantes. Toutes les mesures vont cependant dans le sens d’un systéme

basé sur le transfert d’énergie.

A ce titre, la topologie de la dyade semble avoir une influence sur I’ampleur du
guenching de fluorescence. Assez logiquement, un espaceur plus court tel que Cz semble
conduire & une diminution de ®s plus prononcée que Ces. A longueurs similaires toutefois, la
présence d’un triazole dans 1’espaceur C3N3 semble avoir un effet bénéfique sur le transfert
d’énergie supposé par rapport a Cs. Cet effet est encore plus significatif dans le cas de CsN3,
possédant pourtant le lien le plus long, qui montre la plus forte extinction de fluorescence. Cette
observation inhabituelle met en évidence une possible implication du motif triazole en tant que

chromophore « passif » dans le transfert d'énergie entre le module 2PA et la cage.[??!]

Les capacités d’absorption a un photon des dyades ont aussi été¢ mesurées, et présentent

des allures dictées par I’antenne qui la composent. De fagon intéressante, des valeurs de emax
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jusqu’a 25% plus importantes ou plus faibles que celles du fluorophore seul sont mesurées,
traduisant ainsi des effets coopératifs ou anti-coopératifs lorsque 1’environnement moléculaire

de ’antenne est modifié.

I1.2. Absorption a deux photons

Les spectres de 2PA des fluorophores et des dyades ont été mesurés dans le chloroforme
dans la gamme du PIR entre 700 et 900 nm en étudiant la technique de fluorescence par
excitation a deux photons (TPEF, cf. annexes). Les modules quadrupolaires et les dyades
correspondantes montrent tous une large bande de 2PA dans cette région. Toutefois, I’ intensité
de la réponse dépend fortement de la nature du quadrupdéle et du transfert de charge. Les

résultats sont rassemblés dans le tableau I1.3.

Tableau I1.3. Propriétés d’absorption a deux photons des dyades et de leurs sous-unités correspondantes dans CHCls.

kabsmax 2}\4absma)< 7\42PAma)< szax
Composé
[nm] [nm] [nm] [GM]EI
oNV-[Ac] 341 - - -
MNI-[Ac] 302 - - -
A 358 716 720 30
(Cs)VVD, 358 716 730 55
(CsN3)NVD, 358 716 730 50
(Ce)NVD, 358 716 730 45
(CsN3)NVD, 358 716 730 30
A 368 736 750 195
NV, 367 734 750 160
NID, 367 734 770 170
As 375 750 800 240
NVD, 373 746 800 310
NID, 375 750 800 300
A, 385 770 710 1370
N, 386 772 710 1300
NIp, 386 772 710 1270

lal Section efficace d’absorption a deux photons a la longueur d’onde Apa™2*, dérivée d’expériences de TPEF
(1GM=10%9cm?*s1)

De par la symétrie de leurs groupements électrodonneurs, seuls Ai et A4 sont
essentiellement de nature quadrupolaire. Ainsi, la transition située a 2A1pA™ est d’intensité
modeste car I’état excité de plus basse énergie est ici interdit par symétrie en absorption
biphotonique. La transition vers 1’état d'énergie supérieure au contraire, fortement autorisé a

deux photons, est clairement observée pour A4 a 710 nm, avec une intensité de 1370 GM, de
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tres loin la plus forte valeur des quatre quadrup6les. Dans le cas de A1, possédant des donneurs
de force bien moindre, cette méme transition est décalée en dessous de 700 nm et donc en

dehors de la plage de mesure. Le 62" n’est que de 30 GM pour ce quadrupdle bis-0Xygéné.

A TP’inverse, A2 et As ont un caractére quadrupolaire atténué car ils portent deux
groupements electrodonneurs terminaux différents, ce qui léve l'interdiction de symétrie pour
I'état excité de plus basse énergie en 2PA. En conséquence, les deux fluorophores affichent des
réponses importantes dans la gamme spectrale de 750 a 800 nm, et des valeurs de o™

correspondantes de 160 GM et 300 GM respectivement.

Comme dans le cas des propriétés d’absorption a un photon, il est intéressant d’observer
que la présence du fragment décageur oNV ou MNI a proximité du module 2PA influence la
capacité d’absorption a deux photons de la dyade, positivement ou négativement (figure 11.2).
La comparaison des spectres 2PA de la série de dyades NVD: avec celle de leur module 2PA Az
est I’exemple le plus flagrant. La présence de la sous-unité cage augmente en effet la réponse
maximale de 2PA de 1’édifice jusqu'a 85% (cf. tableau 11.2). Un effet semblable est constaté
dans le cas de As et NVD3/N'D3 avec une augmentation de 25% du 2™, Au contraire la réponse
en 2PA est légerement atténuée dans le cas des dyades NVD2/N'D2 et NVD4/N'D4. Cette tendance
inverse peut étre liée a une orientation défavorable des moments dipolaires du module 2PA et

de la cage.

Il est particulierement intéressant de noter que 1’effet coopératif positif observé dans les
dyades de la série NVD1 diminue avec la distance entre les modules. L’effet est 4 son maximum
pour la dyade (C3)NVD1, dans laquelle les deux modules sont les plus proches, et finit par
disparaitre pour le (CeNs)NVD1 possédant le plus long espaceur de la série. La encore, cette
observation irait dans le sens d’un important effet du champ électrique généré par le fragment
décageur dipolaire sur le module Az ; effet qui dépend donc nettement de la proximité. Des
rapports antérieurs ont effectivement montré que la réponse en absorption biphotonique de
chromophores dipolaires et quadrupolaires peut étre influencée par des interactions

électrostatiques. 2222231
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Figure 11.2 : Spectres d’absorption a deux photons des dyades \VD;-NVD,, N'D,-N'D,4, et monomeéres A,-A, dans CHCls.

Par conséquent, la nature dipolaire des sous-unités cages peut étre exploitée
indirectement pour influer sur la capacité d’absorption a un et deux photons, bien que ces effets,
tantot positifs, tantdt négatifs soient difficiles a anticiper. Les propriétés optiques des composés
synthétisés montrent bien dans tous les cas une capacité a absorber la lumiére accrue de
plusieurs ordres de grandeurs par rapport aux cages isolées. Les propriétés de photolibération

des composés a un et deux photons ont donc été évaluées.

I1.3. Expériences de photolyse

Le rendement quantique de photolibération d’un compos€¢ par excitation
monophotonique peut étre exprimé en fonction de sa cinétique, et de sa capacité a absorber la
lumiére d’une source d’intensité donnée. L’équation II.1 est souvent utilisée pour définir la

valeur de @, dans des conditions et un milieu donnéf224! :

1 1
T Irotyy 1-1000-¢€ - toq

D, (Eq. I1.1)
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Ou ¢ est le coefficient d’extinction molaire du composé a la longueur d’onde d’excitation, [
I’intensité de la source lumineuse en einstein-cm?2.s? et tgo le temps correspondant & un

avancement de 90% de la réaction de photolyse (en s).

Afin d’évaluer I’efficacité de photolibération des nouveaux composés synthétisés, il est
donc nécessaire de déterminer I’intensité de la source lumineuse utilisée. Pour cela, on effectue
une actinométrie relative a une référence connue, qui peut étre un composé dont la réaction
photochimique a été étudiée dans la littérature (par exemple la photo-oxydation du ferrioxalate

de potassium22°]), ou bien un décageur de structure voisine des nouveaux composés étudiés.

Dans ces travaux, nous avons considéré qu’il était judicieux de comparer directement
des composés ayant des structures et des réactions photochimiques le plus semblable possible.
Ainsi, nous avons opté pour la méthode consistant en une série de photolyses comparatives avec
oNV-[Ac] et MNI-[Ac] en tant que références, effectuées dans des conditions rigoureusement
identiques. Dans ce cas, en effectuant le rapport de 1’équation II.1 appliquée a la référence et a
la cage, on obtient :

1
gechQach _ (1000 -1 t§8h> _ t;gf (Eq. 11.2)
erel T ( 1 ) tsg"

1000 -1 - t2¢

Ou Q& est le rendement quantique déterminé de fagon relative de 1’échantillon inconnu. En
d’autres termes, le rapport des photosensibilités en excitation monophotonique, pour une source
lumineuse, dans un milieu et a une longueur d’onde donnés, est égal au rapport des tgo de la
nouvelle cage et de sa référence. Cette expression permet ainsi de s’affranchir de la
détermination de I’intensité lumineuse. En outre, en considérant que, pour une cinétique
d’ordre 1, tgy = In(0,1)/k, ou k est la constante de vitesse de la réaction de photolyse,
I’expression 11.2 devient :

ech _ M ref (Eq. 11.3)

u kref gech ~U

Les propriétés de photolibération des nouvelles dyades ont donc été étudiées dans un

premier temps selon cette démarche, en effectuant une photolyse comparative par excitation a
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un photon. L’avancement de la réaction est contr6lé a intervalle de temps réguliers par analyse
RMN H, I’irradiation de la solution d’échantillon dans le CDCls est donc effectuée directement
dans un tube RMN en quartz (cf. annexe expérimentale). La production de I'acide acétique
photo-libéré est alors mise en évidence par I'apparition d'un singulet tabulé & 2,10 ppm (3cHs) ;
le signal du groupement acétyle cage, enregistré autour de 2,20 ppm selon les dyades,
disparaissant de maniére concomitante (figure 11.3-a). L'analyse quantitative de ces signaux
permet de déterminer le taux de conversion & au fil du temps, et de tracer le profil cinétique de

la réaction.

Le tracé de la droite log(1/1-&)) = f(t) a permis de vérifier I’obtention d’une cinétique
de premier ordre pour tous les composés, et de déterminer les constantes de vitesses apparentes
correspondantes. A partir des valeurs de ®, rapportées dans la littérature pour les cages de
référence oNV et MNI de référence et de 1’équation 11.3, des valeurs de Qy relatives sont alors
déterminées pour chaque dyade (tableau 11.4). Les valeurs de photosensibilités a un et deux

photons sont ensuite déduites grace aux valeurs de €™ et o2™* mesurées précédemment.

Tableau I1.4. Propriétés de 1PU et 2PU des dyades et de leurs sous-unités oNV et MNI correspondantes dans CHCls.

gmaxQu Bu
Composé Qu/D,ref
[M-1.cm-2]ia] [GMm]®!
oNV-[Ac] 1 35 0.03(c]
MNI-[Ac] 1 384 0.064!
A - - -
(C3)\VD, 0.32 146 0.11
(C3N3)NVD, 0.36 197 0.11
(Ce)VVD, 0.36 174 0.10
(CeN3)"D, 0.26 128 0.05
Az - - -
VD, 0.11 48 0.10
NIp, 0.26 1510 3.7
As - - -
VD, 0.13 55 0.25
NIp, 0.09 490 2.3
As -
VD, 0.13 53 0.98
NIp, 0.19 1130 20

lal Photosensibilité sous excitation a un photon, déduite d’expériences de photolyses comparatives a 365 nm en utilisant
des valeurs de ®,f = 0,006 pour oNV-[Ac] et ®,f = 0,08 pour MNI-[Ac]. P! Photosensibilité sous excitation a deux

photons (8, = o,™2xQ) (€] Cf. réf. 1091 3 740 nm, (4] Cf. réf. (8713 730 nm.
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11.3.1. Photosensibilité a un photon
Toutes les dyades synthétisées présentent une cinétique de libération supérieure au

module décageur isolé (figure 11.3-b), ce qui confirme I’effet positif de I’antenne sur I’efficacité
de la photolyse. Les rapports Qu/®,"", pondérés par le & des dyades, sont toutefois logiquement
inférieurs a 1. De facon générale, les dyades de la série VD1 présentent les Qu les plus
importants, ce qui est en accord avec un meilleur recouvrement spectral. En consequence, les
photosensibilités en excitation a un photon des dyades NVD1 sont augmentées d'un facteur 4 a 6
en comparaison avec oNV-[Ac]. Au contraire, les dyades NVD2-NVD4 présentent des e, a peine

plus importants que celui d’oNV-[Ac].
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Figure 11.3 : a) Suivi cinétique de la photolibération d’acide acétique sous excitation a 365 nm par RMN *H (300 MHz)

dans CDCls. b) Tracé des lois de vitesse d’ordre 1 issues des expériences de photolyse.

Les résultats des photolyses comparatives des dyades NVD1 mettent aussi en évidence
un léger effet de la longueur et la nature de I'espaceur sur I’efficacité de la photolibération dans
la série de dyades NVD1. En effet, la comparaison des valeurs de Qu montre que le rapport le

plus faible (0,26) est obtenu pour I’espaceur le plus long (CeN3). L’espaceur le plus court (Cs)
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présente une valeur intermédiaire, alors que les espaceurs a 6 chainons (Cs et C3N3) semblent

posséder une longueur d’espaceur « optimale » avec un rapport Qu/®,™" plus élevé (0,36).

D'autre part, les cinétiques de photolibération a 365 nm des dyades N'D2-N'D4 s’avérent
beaucoup plus rapides que leurs homologues NVD2-NVD4 basées sur I’oNV. En cela, la stratégie
mise en ceuvre, basée sur la sensibilisation de modules décageurs possédant un rendement
quantique de photolibération plus important tels que le MNI, est validée, et 1’0on obtient des
dyades avec des sensibilités plus élevées (typiquement de 500 a 1500 M-tcm™).

Cependant, I’ampleur de cet écart d’efficacité entre dyades N'D et NVD est tres variable
et dénote d’effets intéressants. En effet, la dyade N'Dz montre une faible valeur de rapport
Qu/D.,"®" (0,09), légérement plus petite que celle de NVDs. Cette observation est cohérente avec
un recouvrement spectral inférieur dans N'Ds, et donc d’un systéme coopératif moins efficace.
Pourtant, les dyades N'D2 et N'Ds présentent des valeurs de rapport Qu (0,26 et 0,19)
significativement plus grandes que celles des dyades VD2 et NVDs (0,11 et 0,13)
correspondantes. Ce comportement singulier suggere que, outre le transfert d’énergie dicté par
le recouvrement spectral, des processus additionnels pourraient aussi étre impliqués dans le
mécanisme de sensibilisation des dyades N'D2 et N'D4. Des phénoménes de sensibilisation
triplet-triplet,** ou de déprotection par transfert d'électrons photo-induit,2*42152261 dgja
rapportés dans le cas de systéemes photosenbilisés dérivés du MNI, pourraient contribuer a
améliorer I’efficacit¢é du systéme. La contribution du transfert d'électrons du module
quadrupolaire vers le fragment MNI pourrait étre significative dans le cas de N'Da, dans laquelle
les groupements électrodonneurs sont les plus forts. Dans le cas de la dyade N'Dz, le transfert
d'électrons pourrait étre favorisé d'un point de vue topologique, en raison de la plus grande
proximité du groupement électrodonneur azoté (situé du co6té greffable) avec le module

décageur.

En conséquence, la sensibilité d’uncaging par excitation a un photon de N'D2 et N'D4 est
améliorée respectivement d’un facteur 30 et 20 par rapport a celle de NVD:2 et NVDa. En revanche,
NID3 n’est que 9 fois plus photosensible que VD3 dans les mémes conditions. Ces facteurs
d'amélioration nettement différents soulignent clairement le réle de la topologie des dyades

dans I’ampleur des effets coopératifs mis en jeu dans le processus de photolibération.



Chapitre 11

11.3.2. Photosensibilité a deux photons
A partir des valeurs de 5™ et de Q, déterminées expérimentalement, et en effectuant

I’approximation que les rendements quantiques de photolibération a un et a deux photons sont
les mémes — c’est-a-dire que la réaction photochimique est indépendante du mode
d’excitation —, des valeurs de sections efficaces de photolibération a deux photons 6y = 52"*Qy

ont pu étre calculées pour tous les systemes coopératifs synthétiseés.

A l'exception du dérivé (CsN3)NVDs, le moins efficace de la série, les dyades NVD:
présentent des photosensibilités a deux photons environ 3 fois supérieures au composé oNV
parent, quel que soit I'espaceur ; les variations de o> détaillées dans le paragraphe 11.2 étant
finalement compensées par les variations opposées enregistrées sur les rendements quantiques
d’uncaging. Entre les dyades VD1 et NVDs, les variations de o étant largement plus importantes
que celles du @y, les valeurs de dy sont suivent 1’ordre imposé par la force du transfert de
charge. Ainsi, la dyade NVDs affiche la plus grande photosensibilité a deux photons parmi les
dyades dérivées du vératryle, avec un &, proche de 1 GM plus de 30 fois supérieur a celui de
I’0NV seul.

De fagon encore plus marquante, le remplacement de la sous-unité greffable oNV par
une cage de type MNI possédant un rendement quantique 10 fois supérieur a conduit a une
augmentation significative des sections efficaces d’uncaging. Les dyades N'D2, N'D3 et N'D4 se
sont averées plus sensibles en excitation biphotonique de plus de deux ordres de grandeur par
rapport au MNI de référence, avec des valeurs de &, de respectivement 3,7 GM (a 770 nm),
2,3 GM (2 800 nm) et 20 GM (a 710 nm). En particulier, la dyade N'Da4, qui bénéficie a la fois
d’une transition fortement autorisée a deux photons a 710 nm de par le caractére quadrupolaire
de son antenne, d'un rendement quantique d’uncaging significatif, et de potentiels effets
coopératifs additionnels au FRET, affichait au moment de ces travaux un dy record pour la

libération d’acides carboxyliques.

Sur la base de ces résultats, des expériences de photolyse a deux photons ont été menées
avec les dyades dérivées du MNI pour confirmer leur activité en 2PU. Les dyades ont alors éeté
dissoutes dans du CDCls et irradiées, sous agitation, a des longueurs d'onde correspondant aux
maximum de leur bande d’absorption en utilisant un laser TiS délivrant des impulsions de 140
fs, a un taux de répétition de 80 MHz. L’irradiation est maintenue pendant plusieurs heures

compte tenu du tres faible volume d’excitation dans la cuvette. Apres une durée suffisante, la
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conversion a pu étre évaluée par RMN *H (cf. figure 11.4), confirmant la production d'acide

acétique et 1’activité en tant que décageur a deux photons.
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Figure 1.4 : Spectres RMN *H (300 MHz) de la dyade VD, dans CDCl; a t = 0 (en bleu) et aprés 4 h d’irradiation

biphotonique a 720 nm (en rouge).

Compte tenu de la forte influence de la topologie de la dyade sur ses propriétés
photophysiques et photochimiques, et compte tenu des observations précédentes, nous avons
envisagé d’utiliser une plateforme différente afin d’étudier I’influence du rapprochement des

modules.

[II. Systémes coopératifs assistés par interactions supramoléculaires

Dans I’optique d’étudier I’influence de la plateforme sur la coopérativité de nos
systémes, nous avons tenté de synthétiser des dyades dans lesquelles les modules seraient
maintenus dans une topologie favorable au transfert d’énergie (ou d’électrons) en réduisant
I’espace qui les sépare et en apportant de la rigidité. Pour cela, nous avons repensé la synthése
des dyades de facon a inclure un motif différent du clip thiophosphorylé P1. Les plateformes du
type pyrido-2,6-dicarboxamide (PDC) ont attiré notre attention pour les interactions
supramoléculaires intramoléculaires qu’elles engendrent. Ces motifs, tres utilisés dans des
études sur les édifices supramoléculaires en hélices,??” sur les quadruplexes d’ ADN[?28-2301 g
encore les rotaxanes,231 sont capable de former des liaisons hydrogéne intramoléculaires entre
I’azote de la pyridine et les N-H des amides avec une constante d’association de I’ordre de 10
M. Ainsi, contrairement par exemple & leurs analogues isophthaloyles, les « branches » des
PDC adoptent naturellement une conformation cisoide susceptible de rapprocher les deux

modules de nos dyades.

Nous avons ainsi imaginé des édifices analogues a la dyade N'D4 dans lesquels les deux
modules sont assemblés sur une plateforme PDC par I’intermédiaire de motifs triazoles (schéma
11.14). Pour I’ingénierie de ces nouvelles dyades, nous nous sommes concentrés sur les modules

ayant donné les meilleurs résultats jusqu’alors, a savoir le quadrupole donneur bis-azoté, et une
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cage du type de MNI-[Ac]. Un analogue basé sur le MDNI, possédant un ®y plus de 5 fois
supérieur, a également été visé pour améliorer encore 1’efficacité du systéme coopératif. Enfin,
les triazoles intermédiaires ont été incorporés dans 1’édifice pour trois raisons : la facilité
d’assemblage des modules par chimie « click », la possible contribution du n-stacking a la
stabilité de 1’¢difice contribuant a maintenir les modules dans une conformation favorable, et

la potentielle médiation du transfert d’énergie mentionnée précédemment.

NIPDC,-[Ac], R = H
DNIppC,-[Ac], R = NO,

Schéma 11.14 : Schéma des dyades « supramoléculaires » visées dans ce paragraphe, et des interactions mises en jeu.

IL.1. Synthese de la plateforme PDC

La plateforme pyridine dicarboxamide est élaborée de fagon a pouvoir réagir avec les
modules dans une réaction de cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre (CUAAC), en
formant les liens triazole. Pour cela, il était possible d’inclure soit les alcynes soit les azotures
sur la plateforme. Il s’est avéré au cours des expériences menées que la seconde option était la
plus abordable synthétiquement, tant au niveau de la plateforme pyridine elle-méme que du
module quadrupolaire (vide infra).

Finalement, la plateforme P2 sélectionnée a été synthétisée a partir du dichlorure d’acide

109 et de la propargylamine disponibles commercialement (schéma 11.15).

O, (o] /—:
Cl NH
_ HNT N _
N N
\_/ Et;N, THF \_/
cl 0°C-ta,2h NH
o quant. 1) =
109 P,

Schéma 11.15 : Synthése de la plateforme « clickable » P,.

La réaction entre le chlorure d’acide et I’amine est effectuée en présence de

triéthylamine pour piéger ’acide chlorhydrique dégagé. Le THF est choisi comme solvant de
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réaction de fagon a faire précipiter les sels de triéthylamine au cours de la réaction, et a faciliter
le traitement. Dans ces conditions, la plateforme difonctionnalisée P2 est obtenue avec un

rendement quantitatif aprés un simple lavage a 1I’éther diéthylique.

I1.2. Modification de la fonction de greffage de I'antenne

Pour pouvoir introduire I’antenne quadrupolaire sur la plateforme P2 par chimie click,
il s’est avéré nécessaire de repenser la synthése de sa partie greffable. En effet, des essais
préliminaires d’alkylation du phénol de A4 n’ayant pas apporté de résultats satisfaisants, il a été
décidé de soustraire 1’éther d’hydroquinone de la branche greffable pour travailler directement

sur I’alcool libre, de facon a le transformer en azoture en fin de synthése.

Dans cette optique, le quadrupble (OH)A4, analogue direct de (HQ)A4 possédant une
fonction hydroxyle terminale, a été synthétisé en deux étapes. Comme dans la voie de synthése
présentée en 1.3, une premiére réaction de Sonogashira réalisée cette fois directement sur
I’intermédiaire 102 a permis d’obtenir 1’alcyne protégé 110. Celui-ci est ensuite couplé avec
I’intermédiaire dissymétrique 106, avec déprotection du groupement TMS in situ, pour obtenir
(OH)A4 avec un rendement de 54%.

102

TMSA
Pd(PPh3),Cl,, Cul
EtsN, THF, 40 °C, 16 h
70% 110 106

Pd(PPh3),Cl, (2 mol%)

— Cul (2 mol%) O O
TMS— N OH — . —
~—/ TBAF, Et;N, THF BuN O = = O Nan
S 2 OH
40°C, 16 h \_

54% Bu Bu

(OH)A,

Schéma 11.16 : Synthése du quadrupole (OH)A,4 par couplages successifs de Sonogashira.

Les dernieres étapes de synthése du module consistent a modifier la fonction de greffage
du quadrupdle afin de la rendre compatible avec le mode de greffage imposé par la plateforme.
Pour cela, il faut transformer 1’alcool primaire en nucléofuge. Cette transformation s’est
toutefois avérée plus délicate que prévue, et une réactivité trés particuliére a été mise en

évidence pour ce pB-anilino alcool. Les essais effectués sont resumeés dans le tableau I1.5.
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Tableau II.5. Conditions étudiées pour la transformation de I’alcool intermédiaire (OH)A,4 en quadrupole greffable.

Conditions O O
(OH)A, = =
BuzN O . O

/\
N o x
Bu Bu A

Conversionl?!
Entrée Conditions X= Observations
(Rendement [%])

1 MsCl, CH,Cl,, 0 °C - t.a. “OMs Totale Dégradation

2 TsCl, CH,Cl,, 0 °C - t.a. “OTs Incompléte Dégradation

Bromure de propargyle, NaH, Nal

3 \O/\ Aucune -

THF,0°C-60°C

l,, PPhs, imidazole, CH,Cl, Totale
t.a. (97%)

lal Conversion estimée par plaque CCM

La réaction de (HO)A4 avec le chlorure de mésyle (entrée 1) a d’abord été envisagée.
Si la disparition du produit de départ est bien observée aprés 16 h a température ambiante, de
nombreuses taches faiblement fluorescentes ont été détectées sur CCM. Aucune fraction
majoritaire et aucun produit n’ont pu étre isolés purs apreés chromatographie sur colonne de
silice, ce qui montre une probable dégradation du produit dans le milieu réactionnel. Les mémes
observations sont effectuées lors de 1’utilisation de chlorure de tosyle, préalablement purifié par
recristallisation (entrée 2), avec cependant une conversion incompléte traduisant une moindre
réactivité de ce réactif. Une tentative de propargylation de I’alcool a ét¢ menée avec du bromure
de propargyle en conditions basiques (entrée 3). De facon toute aussi étonnante, aucune
conversion n’est observée apres 24h, malgré 1’ajout d’iodure de sodium. Le produit de départ
est récuperé a 88% apres filtration sur silicagel. Finalement, face a ces difficultés, il a été
envisagé de transformer 1’alcool en halogénure. Plut6t que la transformation en chlorure ou en
bromure, ¢’est une iodation dans les conditions de Garegg!?3?! qui a été sélectionnée (entrée 4).
En effet, cette réaction en présence de triphénylphosphine présente un mécanisme s’apparentant
a celui d’une réaction de Mitsunobu ; réaction ayant éte effectuée avec succes sur le synthon
102 pour I’introduction de 1’hydroquinone (cf. paragraphe 1.3). Il s’avére effectivement que
dans ces conditions, I’alcool est converti totalement en 2 h a température ambiante, ce qui donne
acces a un quadrupdle iodé (I)A4 de fagcon quasi-quantitative. La purification sur colonne de
silice a méme pu étre évitée gréce a ’utilisation de triphénylphosphine supportée. Il faut noter
que le produit prend rapidement une coloration verte trés prononcée qui traduit sa trés forte
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réactivité, et I’éventuelle formation de 1’iodure d’aziridinium résultant de 1’attaque nucléophile

de ’azote voisin.

L’intermédiaire clé (1)As4 ouvre la porte a de nombreux types de fonctionnalisations et
de greffages. Ici, compte tenu de la fonctionnalité de la plateforme P2, il a été choisi de

substituer I’iode par un azoture en présence de NaN3z (schéma 11.17).

BuZN;§N>&’BU2N;§N>

Bu Bu DMF
A t.a., 15 min Bu Bu 8
0,
4 | 61% (N3)A,

Schéma I11.17 : Synthése du quadrupole (N3)A, par substitution nucléophile avec de I’azoture de sodium.

La trés forte réactivité de I’iodure (I)As est @ nouveau mise en évidence par un
changement de couleur quasi instantané de la solution lors de I’ajout d’azoture de sodium. Le
module greffable final (N3)As est obtenu avec un trés bon rendement en moins d’un quart
d’heure. Le solvant choisi pour la réaction a néanmoins ici une importance cruciale. La méme
réaction effectuée dans I’acétone n’aboutit pas a la conversion totale du produit de départ, méme
apres trois jours a reflux. Cette différence de réactivité peut étre attribuée a la forte solubilité
dans I’acétone de I’iodure de sodium produit par la substitution, ce qui empéche le déplacement

de I’équilibre.

I11.3. Assemblage des modules par chimie click

La synthese des dyades basées sur la plateforme P2 s’effectue par réaction « click »
CUAAC en deux étapes distinctes. La difficulté initiale réside dans la désymétrisation induite
au cours de la premiere cycloaddition. Pour favoriser le produit de mono-addition, 1’azoture
(N3)-As est ajouté en solution diluée, goute a goute, sur un large exces de P2. Dans ces
conditions contrdlées, le produit intermediaire 111 est obtenu avec un bon rendement aprés
purification. Le double quadrupdle issu de la double click est quant a lui isolé a hauteur de 25%,

et pourra étre utilisé lors des caractérisations photophysiques.
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Schéma 11.18 : Syntheése de I'intermédiaire dissymétrique 111 par cycloaddition de Huisgen catalysée au cuivre.

L’alcyne terminal restant sur I’intermeédiaire 111 est ensuite clické sur deux modules
décageurs 112 et 113 basés respectivement sur le MNI et le MDNI présents au laboratoire a la
suite de travaux précédents sur les triades. La réaction est effectuée dans une salle noire, dans

les mémes conditions que pour 1’étape précédente.

R NO,
o /\/\N/\/\O N”é
l}
N N=N o
112 ou 113 — H NIppC,-[Ac], R = H
CuS0,.5H,0 \ N '
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N — —
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Schéma 11.19 : Synthése des dyades PDC par seconde cycloaddition de Huisgen entre I'alcyne 111 et les azotures

photosensibles 112 et 113.

La réaction avec le module basé sur le MNI 112 devait permettre la comparaison directe
avec la dyade N'Ds obtenue précédemment, de fagon a étudier I’influence de la plateforme.
Malheureusement, la réaction de cycloaddition entre les sous-unités 111 et 112 a conduit a un
mélange complexe d’au moins 5 produits en tres faible quantité n’ayant pas pu étre identifiés.

La dyade N'PDCa4 n’a donc pas pu étre isolée jusqu’alors.

Malgré un mélange de plusieurs produits, une fraction majoritaire a toutefois pu étre
isolée par chromatographie apres la réaction entre 111 et 113. Le produit s’est malheureusement
avére tres instable en solution, et malgré les précautions nécessaires pour le conserver a ’abri

de la lumiére, les analyses RMN et MS montrent rapidement la présence du sous-produit dé-
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acétylé censé se former apreés la photolibération. Ceci pourrait indiquer que la combinaison
entre le quadrupdle Aq, trés fort donneur d’électrons, et le module DNI, trés appauvri, n’est pas
stable dans le noir, et inutilisable en tant que décageur. Une tentative de cristallisation du
produit a été effectuée afin de visualiser I’assemblage a I’état solide par DRX, mais elle n’a pas

abouti.

Les difficultés de synthese et le manque de stabilité du produit PN'PDC4 ne nous ont
jusqu’ici pas permis d’étudier ses propriétés photophysiques. L’étude de ces deux dyades
basées sur la plateforme P2 n’a pour I’instant pas été poursuivie. Les obstacles synthétiques
franchis lors de la modification de la fonction de greffage de A4 ouvrent toutefois la voie vers
la synthése de nouveaux édifices qui seront abordées dans les chapitres suivants.

[V. Conclusions

Dans ce chapitre, la stratégie que nous avons explorée repose sur I’assemblage covalent,
via un clip phosphoré ou d’une plateforme PDC, d'une antenne a énergie et d’un module
décageur destiné a étre sensibilisé par transfert d'énergie. L’étude de la bibliothéque de dyades
préparée a démontré la modularité de cette stratégie synergique, tout en révélant des effets

coopératifs et topologiques intéressants.

(1) L utilisation d’une cage possédant un meilleur @y a une influence positive sur le
systeme coopératif. En effet, comme prévu, le remplacement du module décageur
oNV par une cage de la famille des indolines, ayant un rendement quantique
d’uncaging 10 fois supérieur, a effectivement conduit a une photosensibilité a
deux photons beaucoup plus importante.

(i) Le o» de la dyade est essentiellement dicté par le o» de son antenne quadrupolaire.
En effet, I’absorption biphotonique est un phénoméne tellement sensible au
transfert de charge intramoléculaire que I’antenne Aas, possédant les groupements
¢lectrodonneurs terminaux les plus forts, affiche une section efficace d’absorption
supérieure de presque 1000 GM par rapport a I’antenne mono-0xygénee As. En
conséquence, cet effet se ressent trés largement sur les dyades correspondantes,
avec des 8y trés supérieurs pour NVDg4 et N'D4. De fagon intéressante, cet effet est
bien moins prononcé en excitation monophotonique, et ¢c’est méme la dyade N'Ds

qui affiche le &y le plus important de la série.



Chapitre 11

(ili)  Les interactions entre les modules 2PA et la cage sont a [’origine d'effets
coopératifs ou anti-coopeératifs. Le €™ et le 5.™™ des dyades sont effectivement
influencés positivement ou négativement, et de fagcon non-négligeable (jusqu’a +
30%) par toute une série de parameétres liés a la structure des modules, et a leur
agencement dans I’espace. De plus, des contributions additionnelles au processus
de photolibération ont été mises en évidence dans les dyades basées sur le MNI,
avec la potentielle implication de transfert d'électrons dans des cas spécifiques ou
la capacité donneuse d'électrons du module 2PA et la topologie de la dyade sont

favorables.

Finalement, lorsque ces 3 points sont combinés dans une synergie positive, une
amélioration significative de 1’efficacité de photolibération est enregistrée, avec par exemple
un excellent 5, de 20 GM pour la dyade N'Da, dans la gamme nécessaire pour une application
biologique.[® Sur la base des présents résultats, nous avons souhaité aller plus loin dans
I’élaboration de systémes coopératifs en nous attelant au facteur limitant des systemes présentés

ici : efficacité du transfert d’énergie.
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Nouveaux décageurs décalés vers le rouge pour

I’élaboration de systemes coopératifs
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[. Préambule, design et analyses rétrosynthétiques

La stratégie d’élaboration de dyades coopératives pour 1’uncaging a été validée lors des
travaux précédents sur ’ONV et le MNI, ce qui a permis d’identifier les facteurs clés influencant
I’efficacité du systéme. La section efficace d’absorption a deux photons des systémes
coopératifs est ainsi principalement dictée par le transfert de charge intramoléculaire de
I’antenne quadrupolaire utilisée. L’influence positive d’une augmentation du ®y du module

décageur incorpore au systeme a également été démontrée.

Pourtant, les valeurs trés encourageantes de &y enregistrées jusqu’ici ne concernent que
des dyades possédant un recouvrement spectral trés limité entre I’antenne et la cage. Dans la
continuité de ces études, nous avons postulé qu’une amélioration du recouvrement entre
I’émission de nos fluorophores donneurs et I’absorption de nos cages acceptrices entrainerait
potentiellement une efficacité de FRET — et par conséquent de photolibération — sensiblement
accrue. Suite a la parution récente d’un nombre croissant de cages présentant un maximum
d’absorption décalé vers le rouge, nous avons donc entrepris la conception de systemes tandem

analogues incorporant ces nouveaux motifs décageurs.

[.1. Choix des cages

Pour concevoir de nouveaux systemes coopeératifs avec une meilleure efficacité de
FRET, il faut opérer a la sélection de deux modules en adéquation. Etant donné qu’il est difficile
de décaler la longueur d’onde d’émission de I’antenne vers le bleu en gardant la méme intensité
de transfert de charge, nous avons décidé de nous concentrer exclusivement sur le fluorophore

bis-azoté A4, largement meilleur absorbeur & deux photons que Au-s.
Le nouveau module décageur a associer a A4 a donc été selectionneé selon trois critéres :

(1 Son maximum d’absorption doit étre compris dans la bande d’émission de A4

mesurée précédemment dans le chloroforme (400 a 530 nm, figure 111.1).

(i) Idéalement, son rendement quantique de photolibération doit rester le plus

important possible.

(iii))  Une version greffable de la cage doit pouvoir étre developpée sans altérer les

propriétés électroniques du systeme m-conjugué.
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La figure I11.1 présente les principales cages rapportées a cette periode dans la
littérature, ainsi que leurs propriétés photophysiques (A™*) et photochimiques (®.). La mise en
perspective de ces valeurs avec 1’émission du module A4 montre que la plupart des cages
absorbent effectivement trop loin dans ’UV, comme le MNI ou I’0NV utilisés précédemment.
La famille des BODIPY est, elle, dans la partie supérieure de la courbe d’émission, et présentait
surtout a cette période un rendement quantique de photolibération tres faible le rendant inadapté
a notre utilisation. La figure 111.1 permet toutefois de mettre en lumiere quatre candidats

potentiels : un derive biphényle (EANBP), et trois dérivés coumarinyles (DEAC, DEAC450 et

DEATC).
Le maximum d’absorption de ’EANBP et de la DEAC se situe juste en dehors de la

plage spectrale désirée. Ces composés sont cependant susceptibles de présenter un
recouvrement suffisant pour augmenter significativement I’efficacité de FRET, tout en gardant
un @y supérieur a 10%. L’analogue thiocarbonylé de la DEAC est décalé a 470 nm, ce qui est

tout a fait compatible avec I’émission de A4, mais souffre d’une efficacité et d’une stabilité

moindres.
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Figure Ill.1 : Cartographie des propriétés photophysiques et photochimiques (rapportées en milieux aqueux) des
principales cages décrites dans la littérature, et mise en correspondance avec la courbe d’émission normalisée de

I’antenne A, dans le chloroforme.
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Finalement, comme mis en évidence sur la figure I11.1, la DEAC450 rapportée
récemment par Ellis-Davies et coll. semblait allier parfaitement les propriétés d’absorption
recherchées avec une efficacité de photolibération trés importante (39% dans le cas des acides
carboxyliques que nous considérons dans notre étude). Parmi ces quatre cages, ¢’est donc vers
ce dérivé que s’est portée principalement notre attention, et dont un analogue greffable a été

imaginé.
[.2. Rétrosynthese des modules ciblés

Les cibles visées dans un premier temps sont des analogues directs des dyades NVDa et
NIDy4 ; la seule modification envisagée étant I’incorporation d’une version de la DEAC450
greffable par une fonction phénol. Cette modification de la structure de la cage peut avoir lieu
par I’intermédiaire de deux fonctions présentes sur le squelette de la DEAC450 : I’acrylamide

électroattracteur en position 3-, ou le diéthylamino électrodonneur en position 7-.

®,=39%
g, = 16800 M'em™ (450 nm)
5,=0.5GM (900 nm)

Analogues hydrosolubles N :::::| > Analogue greffable
(Asp)DEAC450
(PEG)DEAC450, (Ty)DEACA450,
(G5)DEAC450,

Schéma Il1.1 : Analogues structurels rapportés et envisagés pour la DEAC450.
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Le greffage par la position 7- de la coumarine necessite de modifier la voie de synthése
tres en amont, de facon a remplacer une chaine éthyle par un espaceur greffable analogue a
ceux retrouvés dans les dyades NVD1. Au contraire, Ellis-Davies et coll. ont eux-mémes rapporté
plusieurs analogues de la DEAC450 en faisant varier le groupement présent sur 1’azote de
I’acrylamide en position 3-, a I’extrémité du systéme push-pull. Les analogues (Asp)DEAC450
et (PEG)DEACA450, depuis rejoints par le dendrimere (Gs)DEACA450, possédent trois
groupements hydrosolubilisants différents introduits par couplage peptidique en fin de
syntheése. Ces modifications structurelles n’ont en outre aucune influence directe sur le systeme
n-conjugué de la cage, ou sur ses propriétés de photolibération. En ce sens, nous avons fait le
choix de reproduire cette voie de synthése décrite dans la littérature, en remplacant simplement
les synthons aspartate et amino-PEG (schéma I11.1, en orange) par une molécule de tyramine,
dérive biosourcé decarboxylé de la tyrosine.

La rétrosynthese de la nouvelle dyade cible *°D4 (schéma 111.2), basée sur le décageur
greffable (Ty)DEAC450, est essentiellement semblable a celle présentée dans le chapitre 1. La
méme réaction séquentielle d’assemblage des modules P1, (HQ)A4 et (Ty)DEAC450 est
envisagée. La rétrosynthése de la sous-unité DEAC450 greffable est ensuite basée quasi-
exclusivement sur le chemin synthétique linéaire rapporté par Olson et al.,[*62164 qvec quatre
transformations principales. La formation de la liaison amide est envisagée par couplage
peptidique entre la tyramine et 1’acide acrylique, introduit préalablement par un couplage de
Heck avec I’acrylate de tert-butyle. L’utilisation d’un couplage catalysé au palladium pour
I’allongement du systéme n-conjugué nécessite de bromer la position 3- du squelette de la
coumarine. Enfin, I’introduction de la fonction 4-hydroxyméthyle, responsable du caractére
photosensible de la molécule lorsqu’elle cage un acide, a lieu par oxydation de la 7-

diéthylamino-4-méthylcoumarine 114 disponible commercialement.

La voie de synthese présentée par Ellis-Davies et coll. implique la protection de la
fonction 4-hydroxyméthyle par un groupement silylé (R = TBDMS). Idéalement, I’introduction
de I’acide carboxylique d’intérét biologique pourrait étre effectuée aprés déprotection de
I’alcool en toute derniere étape, une fois la structure de la dyade formée. Cependant, ici, nous
avons choisi, pour comparaison directe, de décager dans un premier temps de I’acide acétique.
L’acétate peut aussi dans ce cas aussi se comporter comme un groupement protecteur de la
fonction 4-hydromyméthyle, et peut étre introduit en début de synthese ; la contrainte étant

alors de travailler dans une salle noire. Les deux options ont été étudiées a 1’origine, mais la
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voie de synthése envisagée a par la suite évolué en fonction des observations et difficultés
rencontrées. Les résultats de synthése seront présentés dans les paragraphes suivants.

—> P+ (HQA, + L

Assemblage (Ty)DEAC450

"one-pot" ) U 1. Déprotection Boc

2. Couplage peptidique

RO
O
L NN Moy
N (O ©)
Couplage
de Heck
RO
Lm —— Ldl —— | L
1. Oxydation Bromation (O 0]
2. Protection )

Schéma I11.2 : Approche rétrosynthétique initiale des nouvelles dyades basées sur un décageur DEAC450, inspirée de la

synthése rapportée par Ellis-Davies et coll.[162]

II. Synthese de dyades basées sur la DEAC450

[1.1. Synthese d’intermédiaires 3-halogénocoumarines

La synthese des intermédiaires halogénés nécessaires au couplage de Heck pallado-
catalysé est réalisée a partir du composé commercial 114. La premiére transformation est une

oxydation du méthyle en position 4-.

I1.1.1. Synthese de l'intermédiaire 7-diéthylamino-4-hydroxyméthylcoumarine
La synthése de I’intermédiaire clé 7-diéthylamino-4-hydroxyméthylcoumarine a été

extensivement décrite dans la littératurel®””1 depuis les premiéres utilisations de la DEAC en
tant que cage. L’oxydation du méthyle en alcool est généralement effectuée de fagon indirecte ;
en réalisant de fagon séquentielle I’oxydation en aldéhyde, suivie d’une réduction du composé
115 en alcool. De par le caractére pseudo-allylique du méthyle, dans I’immense majorité des
rapports, 1’étape d’oxydation est réalisée avec du dioxyde de sélénium. En se fixant sur la
position 3- libre du composé 114, le sélénium induit un réarrangement sigmatropique [2,3] d’un

de ses atomes d’oxygéene vers la position 4- voisine, aboutissant consécutivement a la formation
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d’un aldéhyde. La réduction de I’aldéhyde est ensuite réalisée dans des conditions douces a

I’aide de borohydrure de sodium, sans forcément isoler 1’intermédiaire 115.

O\
|\ /@\)l 1. Se02 solvant L XN 2. NaBH,4, MeOH L
reflux, 1-14 j N (e} (o) ta.,, 16 h N
) 115 )

6 a 35% (6 essais)
Schéma 111.3 : Synthése de I'intermédiaire clé 116 par oxydation au dioxyde de sélénium, et réduction consécutive.

Bien que décrite dans la littérature, cette séquence a été réalisée a plusieurs reprises avec
des rendements décevants, compris entre 35 et 6% aprés chromatographie, et qui n’ont pas
semblé reproductibles (schéma 111.3). Malgré la variation des conditions d’oxydation et
’utilisation de plusieurs solvants différents (toluéne, xyléne, dioxane/H20), aucune
amélioration n’a été observée. En outre, il a été observé que 1’alcool 116 obtenu par cette
méthode d’oxydation et chromatographié une seule fois (aprés 1’étape de réduction) entrainait
des rendements plut6t faibles sur les étapes suivantes, ce qui pourrait indiquer la présence de
sels de sélenium résiduels dans le produit obtenu. De meilleurs rendements ont en effet été
obtenus sur ces étapes lorsque I’aldéhyde intermédiaire 115 était lui aussi purifié par

chromatographie avant la réduction, ce qui pourrait étayer cette supposition.

Face a ces résultats trés handicapants pour une premiére étape de synthése, une voie
alternative a été étudiée. Nous avons postulé que, de par la répartition électronique de
I’hétérocycle, le méthyléne benzylique pouvait étre suffisamment activé pour engendrer une
attaque nucléophile sur un acétal de formamide.[*42%! La nouvelle séquence étudiée implique
alors la formation intermédiaire d’une énamine sur la position benzylique (schéma 111.4).[236]
L’intermédiaire 117 est obtenu par double élimination de méthanol avec du diméthylacétal de
DMF (DMFDMA) a reflux. Le composé est obtenu par simple précipitation avec un rendement
quantitatif. La double liaison de I’énamine subit ensuite un clivage oxydant a I’aide d’un excés
de periodate de sodium, et I’aldéhyde 115 ainsi obtenu peut étre réduit dans les conditions

classiques.

Cette séquence, décrite depuis dans un nombre croissant de publications, 16971 présente
plusieurs avantages, dont I’absence de sels de sélénium potentiellement toxiques et persistants
(également en vue d’applications biologiques). Surtout, elle a permis d’obtenir I’intermédiaire
clé 116 sur une échelle de plusieurs dizaines de grammes, avec un rendement global en alcool
de 70%.
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N 0 o) DMF N 0 o) THF, CH2C|2’ H,O N 0 o)

) 114 140c. 160 ) 17 ta. 2h ) 15

OH NaBH, MeOH
ta., 16 h
L N 70% (sur 3 étapes)
N o~ "0
) 116

Schéma 111.4 : Séquence synthétique alternative de I’alcool 116 par condensation de la 7-diéthylamino-4-

méthylcoumarine sur du DMFDMA, clivage oxydant et réduction.

La purification de 116 a été généralement réalisée par chromatographie flash sur gel de
silice, mais des conditions de recristallisation sont en cours de mise au point au laboratoire.
L’optimisation de cette voie de synthése représente une avancée majeure pour la

démocratisation des cages de la famille des coumarines.

I1.1.2. Acétylation et protection de I'alcool
La protection de 1’alcool 116 a été réalisée par introduction d’un groupement silylé

TBDMS dans les conditions décrites par Olson et al.[21 L. ’alcool protégé a été obtenu avec des
rendements variable selon le batch de 116 utilisé, ce qui supporte I’hypothése de la présence de
sels de sélénium dans le produit lorsque 1’oxydation est réalisée par SeO> (schéma I11.5). Apres
optimisation des conditions d’oxydation, le produit 118 peut finalement é&tre obtenu avec

d’excellents rendements, généeralement sans chromatographie.

OH OTBDMS
AN TBDMSCI X
LN 0 o) EtsN, DMAP, CH,Cl, N o) 0
) ta., 16 h )
116 46 - 99% 118

Schéma II1.5 : Protection de I’alcool 118 par un groupement TBDMS.

Alternativement, le groupement acétyle peut étre utilisé pour protéger 1’alcool dans la
voie de synthese. La méthode d’acétylation au chlorure d’acétyle dans le THF s’est avérée la
plus efficace (schéma I111.6). Le produit acétylé DEAC-[Ac], photosensible, est obtenu

quantitativement par simple filtration.
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OH OAc
|\ /@\J/\\AL -~ |\ /©\)%\L
) 116

0°C-ta,3h )
quant. DEAC-[Ac]

Schéma 111.6 : Synthése du décageur de référence et intermédiaire de synthése DEAC-[Ac] par acétylation de I’alcool 116.

Il faut noter qu’en plus de son utilité synthétique, DEAC-[Ac] a pu étre utilisée par la
suite comme référence de photolyse a 365 nm (cf. section V). Pour cette utilisation particuliére,

le produit a été préalablement purifié par chromatographie (cf. annexe expérimentale).

I1.1.3. Halogénation de la position 3-
Dans I’optique de procéder a des couplages organométalliques pour étendre le systéme

n-conjugué, 1’halogénation de la position 3- de la coumarine a été réalisée. Le couplage avec
I’acrylate de tert-butyle décrit dans la voie de synthése de la DEACA450 est effectué sur un
intermédiaire bromé, aussi c’est cette réaction qui a été reproduite en premier. Toutefois, face
aux nombreuses difficultés et évolutions de la voie de synthese (vide infra), il s’est avéré
nécessaire d’abord de varier les substrats, puis d’envisager la synthése d’un substrat iodé, non
décrit mais potentiellement plus réactif en conditions de couplage au palladium. Les conditions

d’halogénation sont résumees dans le tableau I11.1.

La bromation électrophile de la position 3-, activée par le groupement 7-diéthylamino,
est réalisée par le N-bromosuccinimide dans I’acétonitrile. Dans ces conditions, la réaction est
efficace quel que soit le substituant présent en position 4-. Les composés silylé 118 (entrée 1),
acetylé DEAC-[Ac] (entrée 2), ou hydroxylé 116 (entrée 3) sont bromés avec des rendements

bons a quantitatifs.

Le cas de la double bromation (entrée 4) est particulier. En effet, afin d’éviter
I’oxydation au SeOy, il a éte envisagé de bromer de fagon séquentielle a la fois la position 3- et
la position benzylique. De cette facon, la molécule a cager peut étre introduite au cours d’une
réaction de substitution nucléophile de 1’halogéne (cf. paragraphe III). Cette séquence, décrite
sur la 7-méthoxy-4-méthyl coumarine, s’est avérée inefficace dans le cas d’un donneur azoté.
En effet, malgré la présence de peroxyde de benzoyle dans du tétrachlorure de carbone, aucune
bromation radicalaire de la position benzylique n’est observée. Au contraire, 1’introduction de
2 équivalents de NBS entraine a la place la double bromation électrophile de la position 3, ainsi

gue des positions 6- et 8- dans un mélange inséparable de produits. Cette observation indique
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le donneur azoté favorise exclusivement les reactions électrophiles vis-a-vis

d’halogénations radicalaires initiées thermiquement.

Tableau Ill.1. Etude des conditions d’halogénation de la position 3- de la DEAC.

R
conditions /@\)IX
—_—
Y o Yo

X
T C
Rendement
Entrée Réactif Produit Conditions
(conversionl?l) [%]
1 R = CH,OTBDMS (118) X =Br(119) NBS, NaOAc, MeCN, t.a. 99
2 R=CH,OAc (DEAC-[Ac]) X =Br(120) NBS, NaOAc, MeCN, t.a. 86
3 R = CH,OH (116) X = Br (121) NBS, NaOAc, MeCN, t.a. 57
R = CH3Br,
4 R =CHs5 (114) NBS (2 eq.), peroxyde de benzoyle, CCly, reflux -
X = Br (122)
5 R = CH,OTBDMS (118) X=1(123) NIS, NaOAc, MeCN, t.a. 10
6 R =CHs5 (114) X=1(124) I, pyridine, dioxane, t.a. 96
7 R = CH,OTBDMS (118) X=1(123) I, pyridine, dioxane, 100 °C -(20)
8 R = CH,0H (116) X =1(125) I, pyridine, dioxane, 100 °C 41
9 R = CH,OH (116) X =1(125) NIS, BFs.Et,0, CHCls, 0 °C 70
10  R=CH,OTBDMS (118) X =1(123) NIS, BF3.Et,0, CHCl3, 0 °C 51

o] Déterminée par RMN *H.

L’iodation ¢lectrophile de la position 3-, trés encombrée stériquement, s’est avérée

beaucoup plus délicate. L’adaptation directe des conditions de bromation (entrée 5) entraine

une réaction tres lente, et seulement 10% de produit iodé sont isolés aprés séparation des

produits et réactifs sur gel de silice. D’autres méthodes d’iodation ont alors été testées, avec en

premier lieu I’utilisation de diiode en présence de pyridine. Cette méthode donne d’excellents

résultats sur le substrat de départ 114 (entrée 6), mais elle s’avere la aussi trop douce dés lors

qu’un substituant -CH>OR est présent. Apres deux semaines de réaction a reflux, 1’alcool libre

116 est iodé a hauteur de 41% (entrée 8), alors que seulement 20% de conversion sont

déterminés pour le substrat silylé (entrée 7).
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Finalement, face a ce manque de réactivité, une source d’iode plus électrophile a été
utilisée. La complexation d’un acide fort de Bronsted ou de Lewis sur les carbonyles des
succinimides est en cela une méthode connue pour exacerber le caractére électrophile de
I’halogéne et faciliter ainsi 1’iodation de noyaux aromatiques appauvris ou désactivés. Ici,
I’introduction de BF3.Et20 permet de créer une source d’iode hyper-électrophile suffisamment
réactive pour halogéner trés efficacement 1’alcool libre 116 (entrée 9). Grace a cette
optimisation, le synthon clé 125 a pu étre synthétisé a 1’échelle d’une quinzaine de grammes.
Les mémes conditions appliquées a I’alcool protégé 118 sont légérement moins efficaces,
possiblement a cause de I’encombrement accru, mais permettent tout de méme d’obtenir

I’intermédiaire 123 avec un rendement de 51%.

I1.2. Couplage de Heck

L’introduction de la double liaison en position 3-, responsable d’un fort décalage
bathochrome de la bande d’absorption de la DEAC, s’effectue selon le schéma de synthése
initial par réaction de Heck dans les conditions plus vigoureuses décrites par Jeffery.[2372%1 De
nombreux essais de couplage infructueux ont été réalisés avant d’obtenir des conditions
optimisées. Au cours de ces essais, certaines tendances ont pu étre dégageées, et sont présentées

par I’intermédiaire du tableau II1.2.

La réaction de Heck dans les conditions de Jeffery est réalisée dans le DMF a trés haute
température, dans un milieu saturé en sels organiques et inorganiques. L’objectif de ces
conditions est de créer des nano-agrégats tres réactifs de palladium (0), stabilisés par la présence
de sels d’ammonium empéchant leur agglomération en particules de palladium black non
réactives. Dans le cas présent, en plus d’étre trés encombrées, les 3-halogénocoumarines
synthétisées sont treés désactivées par la présence d’un fort donneur en position 7- entrainant
une demande ¢lectronique inverse. Le but est ici de coupler ces substrats avec ’acrylate de tert-
butyle, un monomere commercial, de facon a étendre le systeme w-conjugué et augmenter le
transfert de charge intramoléculaire. Des essais préliminaires réalisés en adaptant le protocole
décrit dans la littérature aux substrats bromés acétylé 120 (entrée 1) et hydroxylé 121 (entrée
2), n’ont pas permis d’isoler le produit attendu. La reproduction exacte du protocole tel que
présente par Ellis-Davies et coll. sur le substrat silylé 119 (entrée 3) n’a pas non plus permis

d’identifier le produit dans le mélange réactionnel brut.
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Tableau I11.2. Etude des conditions de couplage de Heck entre les intermédiaires 3-halogénocoumarines et I'acrylate de

tert-butyle.

RO

o X Pd(OAc), (5 mol%)

N (e o) conditions

) temps

Entrée X= R= Conditions Temps Rdt [%]

Acrylate de tert-butyle (commercial)
1 Br -CH,0Ac 90 min -
n-BusNCl, LiCl, NaHCO3, DMF, 130 °C

Acrylate de tert-butyle (commercial)
2 -CH,0OH 90 min -
n-BusNCl, LiCl, NaHCOs, DMF, 130 °C

Acrylate de tert-butyle (commercial)
3 -CH,O0TBDMS 90 min -
n-BugNCl, LiCl, NaHCO3, DMF, 130 °C

Acrylate de tert-butyle (commercial)
4 -CH,OTBDMS 48 h -
P(o-tolyl); (20 mol%), EtsN, toluéne, 110 °C

Acrylate de tert-butyle (commercial)
5 -CH,OTBDMS 48 h -
PCys (20 mol%), Et3N, toluéne, 110 °C

Acrylate de tert-butyle (commercial)
6 -CH,OTBS ; 30 min -
n-BusNHSO4, NaHCO3, 4A MS, DMF, 110 °C

Acrylate de tert-butyle (sans inhibiteur)
7 -CH,0TBS 30 min 15-80
n-BugNCl, LiCl, NaHCO3, DMF, 130 °C

Acrylate de tert-butyle (sans inhibiteur)
8 -CH,0H 60 min 75
n-BusNCl, LiCl, NaHCOs, DMF, 130 °C

Acrylate de tert-butyle (sans inhibiteur)
9 -CH,0TBS 30 min 53
n-BuyNCl, LiCl, NaHCO3, DMF, 130 °C

Acrylate de tert-butyle (sans inhibiteur)
10 -CH,OH 30 min 70
n-BusNCl, LiCl, NaHCO3, DMF, 130 °C

L’échec de ces réactions a conduit a tester un couplage de Heck dans des conditions
classiques, afin de voir si le produit se formait ou non. Ces réactions ont permis de mettre en
évidence la formation du produit (détecté en RMN, non isolé), et surtout la difficulté de mener
a bien la réaction sur cette position. En effet, en présence de ligands riches en électrons comme
la tri(ortho-tolyl)phosphine (entrée 4) ou la tricyclohéxylphosphine plus réactive (entrée 5), la
réaction est tres lente et la conversion reste trés faible (environ 20% aprés 48 h a reflux) dans

les deux cas. Ces essais préliminaires ont mis en évidence la formation du produit en conditions
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classiques, mais 1’absence totale de produit attendu en conditions de Jeffery, qui semblent
pourtant nécessaires pour accélérer la conversion du produit de départ. Nous avons émis
I’hypothése que le probléme pouvait venir des réactifs utilisés, et en particulier des sels

d’ammonium et de lithium, ou de I’acrylate commercial.

Si le sel d’ammonium a une influence prépondérante dans la réaction de Jeffery,?*®l le
chlorure de tétra-n-butylammonium et le chlorure de lithium utilisés ici sont aussi extrémement
hygroscopiques. Afin de mettre en lumiére le probléme, un sel d’ammonium moins
hygroscopique a été utilisé et le chlorure de lithium supprimé des conditions opératoires
(entrée 6). La réaction, lancée en présence de tamis moléculaire n’a pas permis 1’obtention du
produit de couplage crois¢, mais a permis d’isoler 1’aldéhyde 115, issu d’une séquence de
déhalogénation-déprotection-oxydation, en tant que sous-produit trés majoritaire (environ
70%).

L’acrylate de tert-butyle étant un synthon facilement polymérisable, le produit
commercial est stabilisé par du p-méthoxyphénol. La réaction a de nouveau éte effectuée en
éliminant ce stabilisant par filtration de ’acrylate (pur) sur une colonne courte d’alumine
basique (entrée 7). Dans ces conditions, la disparition du produit de départ est effectivement
observée en 30 minutes, et le produit de couplage croisé a ainsi pu étre isolé avec un rendement
allant jusqu’a 80%. Dans le cas du substrat bromé 119, il semblerait donc que les difficultés
réactionnelles aient été liées a la présence de cet inhibiteur dont la fonction phénol peut
potentiellement empoisonner le catalyseur, et peut étre a une dégradation rapide du produit

formé des la consommation totale du réactif de départ.

TBDMSO

0
TBDMSO A )<
0

|\ -8 Pd(OAc), (5 mol%) 15%
N (o) 0 n-BuyNCI, LiCl HO Oy
) 119 NaHCO3; DMF
130 °C, 30 min |\ o -Br |\ X
N 0~ o N 0~ o
) 121 ) 115
14% traces

Schéma I11.7 : Sous-produits obtenus dans les conditions de Jeffery lors du couplage de I'acrylate de tert-butyle sur

I'intermédiaire protégé 119.
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A ce titre, il faut noter que ce méme produit a été repréparé par la suite avec des
rendements extrémement variables (jusqu’a 15%). Ce manque de reproductibilité est causé par
la formation de nombreux sous-produits déprotégés et/ou oxydés qui ont pu étre isolés et
caractérises (schéma 111.7), traduisant une relative instabilité du produit de couplage 126 dans

ces conditions réactionnelles.

Suite a ces observations, la réaction a été a nouveau menée a bien sur 1’alcool libre 121
dans les conditions optimisées (entrée 8), de fagon a s’affranchir des réactions parasites liées a
la présence du groupement silylé. Le produit souhaité est alors isolé avec un tres bon rendement
de 75%. Dans ce cas, le principal sous-produit observé est généralement 1’aldéhyde 115 issu
d’une double réaction de déhalogénation et oxydation. Cette oxydation de 1’alcool pseudo-
allylique catalysée au palladium,23>249 est probablement liée a la trés forte similitude des
conditions de Jeffery avec les conditions d’oxydation rapportées par Choudary.!?*!) La réaction
parasite semble de plus favorisée en présence de traces d’eau. Lorsque les réactifs sont
préalablement séchés au lyophilisateur, et I’acrylate filtré sur alumine basique, le produit de

couplage de Heck est quasi-exclusivement observé en CCM et RMN *H.

Finalement, face aux difficultés de synthése rencontrées lors de 1’optimisation, la
réaction avait été mise en ceuvre sur les 3-iodocoumarines 125 et 123 (tableau I11.2, entrées 9
et 10). Les produits de couplage ont ainsi pu étre obtenus avec des rendements de
respectivement 53% et 70%, sans qu’une différence de cinétique notable n’ait été observée. Les
3-iodocoumarines ont cependant permis une plus grande reproductibilité des rendements, et

tolerent surtout une plus grande variété de substrats (vide infra).

I1.3. Introduction de 'espaceur tyramine
I1.3.1. Formation de la liaison amide par couplage peptidique
Suite a I’obtention du produit de couplage de Heck, la tyramine doit étre introduite de
facon analogue au synthon aspartate de la cage (Asp)DEAC450. Suite a la déprotection de
I’acide acrylique par traitement du composé 126 par du TFA dans le dichloromethane, le
couplage peptidique est effectué en conditions classiques. L’agent de couplage EDC est

introduit pour activer 1’acide carboxylique (schéma II1.8).
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1. TFA, CH,Cl, ta., 1h

2. Tyramine, EDC.HCI
MeCN, CH,Cl,
ta., 16 h )
< 35% (impur)

128

Schéma I11.8 : Couplage peptidique entre I'acrylate 126, préalablement déprotégé, et la tyramine.

Ce premier essai de couplage a permis d’isoler seulement quelques milligrammes de
produit aprés chromatographie. De nombreuses traces de dégradation ont été observées au cours
de la purification, et la fraction isolée s’est finalement avérée impure. Il a été montré par la suite

par plague CCM 2D que le produit était effectivement instable sur silice, et sur alumine neutre.

Au cours de cette expérience, la mauvaise solubilité des réactifs et du produit final dans
beaucoup de solvants (y compris MeCN et CH2Cl2) ont pu étre mis en évidence. Le couplage a
été a nouveau effectue dans le DMF, avec un rendement de seulement 5%. Face a ces nouvelles
difficultés, des méthodes de couplage alternatives ont été envisagées, avec notamment la
transformation de 1’acide carboxylique en chlorure d’acide ou I’utilisation transitoire de
carbonyle diimidazole, qui permettraient potenticllement de s’affranchir de purification sur gel
de silice. Aucune méthode d’activation de 1’acide carboxylique n’a toutefois été concluante et

n’a permis d’obtenir la coumarine greffable 128 en quantité exploitable.

Le manque de solubilité, mais surtout de réactivité de 1’acide carboxylique conjugué en
position 3- représentent un obstacle synthétique important, et réduisent fortement la viabilité de
la voie de synthése linéaire envisagée initialement. Pour introduire 1’espaceur tyramine
greffable, nous avons alors décide de repenser la voie de synthése de fagon a former la liaison

peptidique plus en amont.

11.3.2. Synthése d’un synthon acrylamide et voie de synthése convergente
La nouvelle voie de synthése convergente consiste a préparer séparément le fragment

acrylamide, afin de I’engager dans le couplage de Heck a la place de 1’acrylate de tert-butyle,
et ainsi atteindre directement la structure finale du motif décageur (Ty)DEACA450. Pour cela,
la méthode la plus directe et économe est de coupler la tyramine avec du chlorure d’acryloyle
en présence de triéthylamine (schéma 111.9). Le synthon intermédiaire 129 est ainsi obtenu avec
un trés bon rendement, et est assez stable pour €tre conservé a température ambiante sans qu’une

polymérisation ne soit observée.
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O
OH OH
\)J\CI fe)
—— A
HoN Et;N H
MeOH/THF
Ty 0°C,1h 129

81%

Schéma 111.9 : Synthése de 'acrylamide intermédiaire 129 par réaction entre la tyramine et le chlorure d’acryloyle.

Le couplage de Heck consécutif a d’abord été réalisé entre cet acrylamide 129 et la
coumarine bromée protégée 119 (schéma 111.10). Dans les conditions de Jeffery optimisées, le
produit de couplage n’est cependant pas isolé, et I’aldéhyde 115 issu de la séquence de
déprotection-oxydation est formé. Cette observation tendrait a confirmer que la présence d’un
phénol dans le milieu freine la réaction de couplage croise, et favorise les réactions parasites

sur le substrat bromé.

Pour s’affranchir au maximum des sous-produits de déprotection et d’oxydation il a été
décidé de travailler finalement sur 1’alcool 125 iodé en position 3-. Dans les mémes conditions,
le produit a cette fois bien été formé, soulignant la plus grande réactivité et la versatilité du
substrat iodé. La réaction peut étre menée avec les deux réactifs de couplage en quantité
steechiométrique. De cette fagon, et en conditions rigoureusement anhydres et inertes, la
réaction de couplage croisé est suffisamment propre et efficace pour s’affranchir de purification
sur silice. La DEACA450 greffable 130 est finalement obtenue apres lavages et coprécipitations

avec un trés bon rendement de 77%.

119
Pd(OAc),

n-BuyNCl, LiCl
NaHCO; DMF
130°C, 1 h

129
125

Pd(OAc),

n-BuyNCl, LiCl
NaHCO3; DMF
130°C, 1h
77%

Schéma 111.10 : Couplage de I’ acrylamide 129 sur les coumarines halogénées 119 et 125 dans les conditions de Jeffery.

Gréce a cette voie de synthése convergente, les produits de couplages peuvent étre

obtenus sur des quantités supérieures au gramme. L’optimisation menée sur chaque étape a
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permis de rendre la synthése plus économe et efficace, en s’affranchissant a la fois des

groupements protecteurs TBDMS (pour 1’alcool) et tBu (pour 1’acide).

D’excellents rendements ont finalement été obtenus au cours de la synthése convergente
de 130, qui a par la suite été adoptée pour la synthése de toutes les coumarines étendues en
position 3-. A ce titre, nous avons appliqué cette stratégie a la synthése d’(Asp)DEAC450-[Ac]
(schéma 111.11) qui sera utilisée dans les expériences de photolyses comparatives pour évaluer

I’efficacité de nos nouveaux composés.

0
CO,tBu CO,tBu 125
? \)J\C' 0 /[ 2 Pd(OAC),
_—

N .
HoN™  "CO,tBu N~ >CO,tBu n-BuyNCl, LiCl
? ’ OEE%\" tc:z(i'ﬁ H 2 NaHCO; DMF

oo 130°C, 1h

131 quant. 132 57%

/[C()ztBU
” CO,tBu AcCl
-
Et;N, THF N
ta., 4 h k
(Asp)DEAC450-[Ac] 87% 133

Schéma I11.11 : Voie de synthése optimisée du décageur (Asp)DEAC450-[Ac].

Pour cela, le synthon acrylamide 132 est synthétisé a partir de 1’aspartate protégé 131
dans des conditions similaires a celles employées dans le cas de la tyramine. Le couplage de ce
synthon vinylique avec I’intermédiaire iodé 125 permet d’obtenir la cage « libre » 133 avec un
rendement de 57% apres purification. Enfin, une étape d’acétylation donne acces au composé
de référence (Asp)DEACA450-[Ac] avec un excellent rendement isolé aprés chromatographie,
et sur lequel nous avons conservé les groupements tert-butyle pour une meilleure solubilité dans

les solvants d’étude. L’obtention de ce composé valide notre stratégie de synthese.

[1.4. Tentative d’assemblage des modules

L’obtention du module décageur greffable 130 a permis d’entreprendre la synthése
d’une dyade grace a la réaction séquentielle décrite dans le chapitre II. Ici, il a été choisi de
laisser la fonction alcool libre au cours du greffage ; celle-ci ne devant a priori pas géner la
substitution de la liaison P-Cl de la plateforme Pi par la fonction phénol de la tyramine en
présence d’une base faible comme le carbonate de césium. L acétylation de cette fonction alcool
aurait alors lieu en toute derniére étape sur la dyade déja formée, ce qui permettrait aussi par la

suite varier les molécules cagées et d’introduire par exemple du glutamate.
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En suivant le protocole implémenté au laboratoire, le module décageur 130, non
photosensible a ce stade, doit étre introduit en solution goute a goute sur la plateforme Pa1.
Malheureusement, ce module 130 tres polaire étant insoluble dans le THF, nous avons été
contraints d’adapter le protocole en conséquence et de ’ajouter a 1’état de poudre par portions.
Cependant le manque de solubilité est accompagné d’un manque de réactivité de 130 dans les
conditions utilisées, et la disparition complete du produit de départ est rarement observée sur
CCM. Chauffer le milieu réactionnel n’a eu pour conséquence que d’engendrer la dégradation
de la plateforme Pi1. Ainsi, malgré plusieurs tentatives, le produit intermédiaire n’a pu étre
détecté qu’une seule fois en RMN 3P, sans pouvoir rationaliser les échecs précédents. Au cours
de cette réaction, de nombreux sous-produits de dégradation phosphorés ont été détectés en
RMN (de -20 a 75 ppm), aussi le produit intermeédiaire 131 a été purifié avec succes sur colonne

de silice neutralisée et isolé avec un rendement de 48% (schéma 111.12).

Ce manque de solubilité se transmet a 1’intermédiaire 131 qui ne réagit pas avec le
fluorophore (HQ)A4 dans la seconde étape de la réaction. Pour pallier a ce probléme, nous
avons tenté d’inverser les étapes en greffant d’abord le quadrupble (HQ)As. Si le produit
intermédiaire est effectivement détecté sur CCM, I’introduction du module décageur 131 ne
conduit pas a la formation de la dyade “*°Da. Enfin, la réaction de substitution menée dans le
DMF, un meilleur solvant pour 131, entraine exclusivement la dégradation de Px.

OH
74 N/\
o)
/ )
I | NH 0
< NG 130 < N~ 0
N /P\\S _ N /P\\S
Cl Cs,CO3 THF cl
MeO ta., 16 h MeO
P, 48% 130-PSCI (HQ)A,
Cs,CO;3 THF
OH t.a.

Schéma I11.12 : Tentative d’assemblage de la DEAC450 greffable 130 et du quadrupole (HQ)A, sur la plateforme P;.
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Nous avons supposé que le manque de solubilité du module 131 dans les conditions
opératoires utilisées était le facteur limitant de cette réaction. Aussi, il a été décidé d’atténuer
la forte polarité de la coumarine 131, liée en partic a la présence de 1’alcool libre, en cageant
directement une molécule suffisamment lipophile pour la rendre soluble dans le THF. Pour cela
ont été introduits par estérification deux analogues de glutamate protégés par des groupements
Boc et Fmoc. La réaction a lieu en présence d’un agent de couplage peptidique et d’une quantité
catalytique de DMAP indispensable a 1’obtention du produit (schéma I11.13). Les composés
photosensibles (Ty)DEAC450-[GluFmoc] et (Ty)DEAC450-[GluBoc] sont obtenus avec des
rendements de 68 et 60% respectivement.

NHR

OH
N@ R0, co

EDC.HCI, DMAP
CH,Cl,

ta.,16h ) (Ty)DEAC450-[GluFmoc], R = Fmoc, 68%
(Ty)DEAC450-[GluBoc], R = Boc, 60%

Schéma 111.13 : Synthése des décageurs greffables (Ty)DEAC450 cageant du glutamate protégé.

La réaction de substitution de la plateforme P1 a alors été reproduite dans une salle noire
avec ces modules, tous deux effectivement solubles dans le THF. Dans les deux cas, la
disparition du produit de départ est observée par contrle CCM, mais aucune tache fluorescente
n’est révélée dans le milieu réactionnel. Si cette observation peut étre imputée dans le cas de
(Ty)DEACA450-[GluFmaoc] a possible une instabilité du groupement Fmoc dans les conditions
de réactions utilisées, la dégradation du composé (Ty)DEAC450-[GluBoc] est plus surprenante
et dénote finalement d’une réelle incompatibilité entre la plateforme P1 et les modules

DEACA450 greffables par la tyramine.

Pour approfondir I’investigation, des tentatives de substitutions ont été réalisées sur une
autre plateforme phosphorée. La plateforme Ps (schéma 111.14), est un cyclotriphosphazéne
disponible commercialement utilisé précédemment au laboratoire en tant que coeur pour des
dendriméres fluorescents,“ ou encore pour la synthése de systémes coopératifs
multichromophoriques de génération Go, composes de 4 a 5 antennes pour une seule cage. La
fonctionnalisation de P3 implique de faire dans un premier temps réagir un équivalent de sous-
unité cage sur une seule liaison P-Cl, dans des conditions analogues a celles utilisées pour la

plateforme P1.



Chapitre 111

Malheureusement, dans ces conditions, nous avons été confrontés au méme manque de
réactivité et de reproductibilité qu’avec P1. En effet, si la formation des intermédiaires 134 et
135 a bien été détectée par CCM et RMN 3P, la réaction consécutive avec le module
quadrupolaire (HQ)A4 semble conduire a la dégradation du composé. Les tentatives de
reproduire la formation de 1’intermédiaire monosubstitué ont été un échec. Finalement, tant
dans le cas des dyades que des systéemes multi-coopératifs Go, les analyses par spectrométrie de
masse n’ont a aucun moment permis de mettre en évidence la présence du produit attendu. Dans
le cas des composés 4°°Go-OH et 4°Go-[GluBoc], aucun profil isotopique correspondant a une
substitution partielle de la plateforme n’a méme été mis en évidence, et la RMN 3P indique

une probable dégradation du cceur cyclotriphosphazéne.

O\QI/N\\ cl
ey © 130 ou po S pP=Cl
Cl—P”"*P—c| (Ty)DEAC450-[GluBoc] ~p?
I |
N. -N 7\
R Cs,CO;3 THF cl” ¢l
cl” cl ta., 16 h
) 134, R = OH
P; - 135, R = BocGluOtBu -
(HQ)A,
Cs,CO3, THF

ta,5j

450G4-OH, R = OH
450G,-[GluBoc], R = BocGluOtBu

D = (HQ)A,

Schéma 111.14 : Tentative de synthése d’un systéme multichromophorique « Gg » par assemblage des modules sur la

plateforme Ps.

Les difficultés rencontrées jusqu’a présent nous ont poussés a considérer des modules
décageurs différents. En effet, si la perte de solubilité liée a I’extension du systéme m-conjugue
est un handicap lors de la réaction de substitution sur P1 et Ps, il a aussi été envisagé que le
manque de réactivité relative du phénol soit li¢ a I’absence d’oxygene ou de triazole en position
para, au contraire des analogues (C1N3)NI et (C3N3) ou (CsN3)NV utilisés dans le chapitre I1.
Aussi, dans le paragraphe suivant seront présentés des modules basés sur la DEAC ou la
DEATC comportant un linker greffable du type C1Ns.
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III. Synthese de dyades basées sur la DEAC

I1.1. Design et stratégie de synthese

Les décageurs DEAC et DEATC, non étendus en position 3-, ont été sélectionnés pour
leur bonne correspondance avec 1’émission de A4 (figure 111.1), mais aussi pour I’expérience
emmagasinée jusqu’alors sur la chimie des coumarines. Plusieurs versions greffables de ces
analogues peuvent étre imaginées, mais il a ét¢ décidé de remplacer I’une des chaines éthyle du

groupement donneur par un espaceur C1Ns terminé par un phénol (schéma 111.15, en orange).

La thionation du carbonyle en position 2- du squelette de la coumarine, connue pour
étre a ’origine d’un fort décalage vers le rouge, est généralement effectuée a 1’aide du réactif
de Lawesson. Des essais préliminaires de synthese ayant montré la fragilité du thiocarbonyle
dans de nombreuses conditions opératoires (haute température, milieu acide, halogénation...),
il a été décidé¢ de I'utiliser en derni¢re étape de synthése. En outre, cette stratégie permet
d’obtenir des analogues greffables de la DEAC et de la DEATC strictement identiques. Les
décageurs (CiN3)EAC-[Ac] et (C1N3)EATC-[Ac] ciblés sont présentés sur le schéma 111.15.

OAc OAc
X X
I\L (6] O I\L (6] S
(C4N3)EAC-[Ac] (C4N3)EATC-[Ac]

Schéma I11.15 : Structure des analogues DEAC et DEATC greffables par un linker C1Ns.

I11.2. Synthese des modules

Le greffage des sous-unités coumarines via la fonction amine en position 7- implique
d’utiliser un synthon de départ différent de la 7-diéthylamino-4-méthylcoumarine 114, et
d’adapter la voie de synthése en conséquence. Bien que la 7-amino-4-méthylcoumarine soit
disponible commercialement, une voie de synthese différente inspirée des travaux de Cirten et
al.[*54 a été préférée ici. La formation du squelette de la coumarine est alors réalisée par

condensation de Pechmann.

La réaction de Pechmann, correspondant a la condensation d’un phénol avec un B-
cétoester en milieu acide, est I'une des deux principales méthodes utilisées pour former le
squelette des coumarines. De nombreux substituants sont a priori tolérés sur toutes les positions

des réactifs, ce qui permet d’introduire directement des groupements fonctionnels sur le cycle.
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En D’occurrence, le 4-chloroacétoacétate d’éthyle 138 (schéma I11.16) est un synthon
particuliérement intéressant puisqu’il introduit un groupement chlorométhyle en position 4- de
la coumarine ; le chlore pouvant par la suite étre substitué pour cager différentes molécules
d’intérét biologique. Cette méthode permet en outre de s’affranchir des étapes d’oxydation

allylique et de réduction présentées précédemment.

Des essais préliminaires menés suite aux difficultés de synthese de la 7-diéthylamino-
4-hydroxyméthylcoumarine 139 avaient été effectuées. La condensation du 3-
diéthylaminophénol 136 avec le 4-chloroacetoacétate d’éthyle 138 en milieu acide concentré
(schéma 111.16) n’avait toutefois pas abouti a la formation de la coumarine 139. La méme
constatation avait été effectuée avec le 3-aminophénol 137, ou en remplagant I’acide de

Bronsted (conditions A) par un acide de Lewis (Conditions B & C).

Cl
Conditions A :
(0] (0] H,SO4 (conc.), t.a.,, 16 h
S
/©\ ¥ ClMO/\
R,N OH Conditions B : R,N o~ o
InCl3 60 °C, 16 h
136, R = Et 138 Conditions C : 139, R =Et
137, R=H ZnCl,, EtOH, reflux, 40 h 140, R=H

Schéma I11.16 : Tentative de synthése d’aminocoumarines par condensation de Pechmann.

Malgré un certain nombre de références bibliographiques, la réaction n’a pas pu étre
menée & bien sur les aminophénols 136 et 137. A ce titre, les travaux de Ciirten et al. indiquent
effectivement que la seule alternative synthétique est de protéger au préalable I’amine 137 avec
un groupement carbamate pour obtenir le composé 141 (schéma 111.17), de fagcon a éviter
I’oxydation du produit pendant la cyclisation. En reproduisant cette voie de synthése, le produit
de cyclisation 142 a finalement pu étre obtenu sur une échelle de plusieurs grammes, avec un

trés bon rendement apres recristallisation.

o o o cl
Cl
/@\ Cl)J\OEt 0 /©\ \)J\)J\OEt 0 A
H,N OH AcOEt EtOJJ\N OH H2$O4 (80%) EtO)J\N O 0]
reflux, 3 h H t.a., 16 h H
137 quant. 141 84% 142

Schéma I11.17 : Synthése de 'aminocoumarine protégée 142 par condensation de Pechmann entre le 4-

chloroacétoacétate d’éthyle et le carbamate 141.

L’amine est ensuite déprotégée en milieu acide fort (schéma II1.18) pour obtenir
I’intermédiaire clé 143 désiré. L’obtention de ce composé permet alors d’envisager la

désymétrisation nécessaire au greffage de la coumarine via 1’azote. Pour des raisons de



Synthése des modules

réactivite et de comptabilités chimiques, nous avons choisi de substituer a cet instant le chlore
par de I’acétate de potassium, comme dans les travaux de Cirten et al. En suivant le protocole
indiqué, le décageur 144 est obtenu avec un rendement quantitatif. Il faut noter que cette
séquence de quatre étapes a partir du 3-aminophénol commercial 137 s’avere trés robuste et ne
nécessite que des purifications par lavages et recristallisations, ce qui permet d’obtenir des

quantités importantes du composé 144.

Cl Cl OAc
o N H,S0, AcOH N KOAc X
R —— e
A 125°C, 2 h n-BusNBr, DMF
E0” N 0 o L HoN ) prau H,N 0 Yo
142 143 96% 144

Schéma 111.18 : Déprotection de la coumarine 142 et synthése du décageur 144.

L’introduction d’une unique chaine éthyle sur 1’azote est ensuite réalisée par amination
réductrice (schéma 111.19). La réaction a lieu en présence d’un large excés d’acétaldéhyde, tres
volatil, ce qui n’empéche pas de former quasi-exclusivement le composé monoalkylé 145. Une
réaction d’alkylation avec du bromure de propargyle en milieu basique permet ensuite de
fonctionnaliser I’amine secondaire. Le composé acétylénique 146 est obtenu avec un rendement

de 67% apres chromatographie sur gel de silice.

OAc OAc OAc
Br
N MeCHO « =z Q
NaBH5CN o~ K,CO3 Nal
o o0 NaOAc,HCI (cat.) H o ° n-BuyNBr, acetone ///\NK oo
MeOH, t.a., 16 h reflux, 16 h
144 86% 145 67% 146

Schéma 111.19 : Fonctionnalisation de I’azote en position 7- du décageur 146 par amination réductrice et propargylation.

L’introduction de la fonction phénol greffable est réalisée par cycloaddition de Huisgen
entre 1’alcyne 146 et un azoture. Pour cela, le 4-azidophénol 148 est préalablement synthétise
par réaction de Sandmeyer sur le composé commercial 147 (schéma 111.20). La substitution du
diazonium intermédiaire par 1’azoture de sodium entraine la formation du composé souhaité
avec un excellent rendement aprés purification. Cet azoture est alors additionné sur le composeé
146 en présence de sulfate de cuivre et d’ascorbate de sodium. Le premier dérivé coumarine

ciblé (C1N3)EAC-[Ac] est isolé avec un rendement de 66% apres purification.
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OAc
1. HCI, H,0, NaNO, 146
/©/NH2 0 °C, 30 min /©/N3 CuS0,4.5H,0 A
2. NaN; H,O Ascorbate de sodium  HO X
Ho 0°C-ta,3h Ho DMSO \QN/)N/\NK o
147 91% 148 ta., 12 h N
66% (C4N3)EAC-[Ac]

Schéma 111.20 : Synthése de I’'azidophénol 148 par réaction de Sandmeyer, et réaction click consécutive sur I’alcyne 146.

Pour compléter 1’étude avec une sous-unité possédant une absorption décalée vers le
rouge, la coumarine (CiN3)EAC-[Ac] a été transformée consécutivement en analogue
thiocoumarine (CiN3)EATC-[Ac]. Le réactif de Lawesson utilisé pour cette transformation est
particuliérement adapté aux coumarines puisqu’il permet la thionation sélective des lactones en
thionolactones en présence d’esters non cycliques.?*?! Par ailleurs, si d’autres fonctions
chimiques comme les amides sont efficacement transformés par le réactif de Lawesson, peu
d’exemples sont décrits sur des fonctions alcool et le mécanisme de la réaction ne permet pas
la transformation des phénols en thiophénols. Sur cette base, nous avons tout d’abord synthétisé
la cage DEATC-[Ac] de référence selon le protocole décrit par Jullien et coll.'®8l La
thiocoumarine est effectivement obtenue avec un trés bon rendement apres purification sur gel
de silice (schéma I11.21). Le protocole a ensuite été adapté directement au substrat greffable
(CiN3)EATC-[Ac], en gardant la fonction phénol libre. Malgré une chute du rendement et la
présence de nombreux sous-produits, le composé (CiN3)EATC-[Ac] est tout de méme isolé
avec un rendement de 50%. Le succeés de cette réaction nous permet d’obtenir les deux

analogues (CiN3)EAC-[Ac] et (CiN3)EATC-[Ac].

S s
AcO MeO P :P\OOMe AcO
S's
X (réactif de Lawesson) AN
R™ON o0 Yo Toluéne R™ON 0 s
K reflux, 16h K
DEAC-[Ac], R = CH,
o DEATC-[Ac], R = CH; 84%

C4N3)EAC-[Ac], R= HO ~

(C1NAJEACAC] ‘Q‘Nﬁf (C4N;)EATC-[Ac], R = HO~©,N/\(?‘*

50% N=N

Schéma 111.21 : Synthése de décageurs thiocoumarines par thionation au réactif de Lawesson.

I1L.3. Tentative d’assemblage des modules

Les réactions d’assemblages des sous-unités sur les plateformes P1 et P3 présentées dans
le paragraphe 11.3 ont a nouveau été réalisées sur le module CiN3-EAC-[Ac] (schéma 111.22),
en postulant que le triazole, 1égeérement électrodonneur, permettrait d’augmenter la nucléophilie

du phénol.
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AcO AcO
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Cs,CO3 THF
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N=N K

>

n

DEACG.[Ac], Pf=P3, n=5

O@\N
DEACD,.[Ac], Pf= Py, n = 1
o

D = (HQ)A,

Schéma 111.22 : Tentative d’assemblage des modules (C;N3)EAC-[Ac] et (HQ)A, par substitution séquentielle des

plateformes P; et Ps.

Comme dans le cas de la DEAC450, et contrairement a son précurseur 146, le module
(CiN3)EAC-[Ac] est peu soluble dans le THF. La présence de 1’espaceur CiN3z est
potentiellement une source de polarité et surtout de n-stacking diminuant la solubilité dans le
milieu. La réaction de substitution sur les plateformes P1 et P3 s’effectue la aussi aléatoirement
et difficilement. Dans le cas de P1 comme de Ps, le produit intermédiaire a pu étre détecté
ponctuellement par CCM apres plusieurs jours a température ambiante, cependant 1’ajout du
quadrupdle greffable (HQ)A4 dans le milieu n’aboutit pas a la formation de la structure
coopérative souhaitée, celui-ci n’étant pas consommé apres plusieurs jours de réaction. Ni le
chauffage du milieu réactionnel, ni méme 1’ajout d’une base plus forte telle que I’hydrure de
sodium, censée faciliter la formation de I’anion phénolate, n’ont eu un effet positif sur la

réaction.

Les multiples échecs enregistrés sur les plateformes phosphorées P1 et Ps
fonctionnalisables par substitution nucléophile nous ont finalement conduits a abandonner cette
approche. Tour a tour, les problemes de solubilité ont été réglés avec le module décageur
(Ty)DEAC450-[GluBoc], puis un espaceur potentiellement plus nucléophile a été utilisé dans
le composé (C1iN3)EAC-[Ac]. Malgré cela, aucune tendance rationnelle n’a malheureusement
pu étre clairement dégagée des réactions réalisées. D’autres réactions et fonctions de greffage

ont alors été investiguées pour palier a I’incompatibilité chimique mise en évidence ici.
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IV. Modification de la fonction de greffage et structures synergiques alternatives

Pour parvenir a synthétiser un systeme coopératif a base de décageurs de la famille des
coumarines, 1’étude a ét¢ étendue a d’autres techniques de greffage. Dans un premier temps, la

plateforme PDC P2 a été a nouveau considérée.

Compte tenu que la réaction de cycloaddition entre un alcyne et un azoture a été menée
a bien avec succes pour former un le dérive triazole (CiN3)EAC-[Ac] dans le paragraphe
précédent, nous avons postulé qu’elle pourrait étre mise a profit comme méthode de greffage.
Le quadrupble (Ns3)As ayant déja été clické sur la plateforme P2, nous avons souhaité
développer un analogue de la DEAC450 possédant une fonction azoture pouvant réagir avec

I’intermédiaire 111 décrit dans le chapitre I1.

IV.1. DEAC450 greffable par une fonction azoture

Pour introduire la fonction azoture, le couplage peptidique décrit pour la synthese de
(PEG)DEACA450 a d’abord été reproduit (schéma I11.23). La réaction de couplage est réalisée
a partir de ’intermédiaire 126 préalablement déprotégé par traitement acide, et de I’amino-PEG
commercial 150 en présence d’un agent de couplage. Comme dans le cas de la tyramine, la
disparition du produit de départ n’est pas observée, méme en chauffant le mélange réactionnel
a reflux et en présence de DMAP catalytique. Une fois encore la réplique de la voie de synthese
linéaire rapportée s’avere pour nous infructueuse, ce qui, pour ’introduction d’une fonction
chimique relativement sensible telle qu’un azoture, complique sensiblement I’approche

synthétique.

1. TFA, CH,Cl, ta., 1h

N
150 ) 151

EDC.HCI, MeCN
ta.-80°C, 3]

2.

Schéma 111.23 : Tentative de synthése du module (PEG)DEAC450 selon les conditions décrites par Ellis-Davies et al.[163]

La voie de synthese convergente mise au point dans le paragraphe Il ayant porté ses
fruits, nous avons cherché une alternative semblable. Cependant, compte tenu des conditions
dures employées lors de la réaction de Heck, il semblait délicat d’introduire 1’azoture sur le

synthon acrylamide avant le couplage. Nous avons donc considéreé la possibilité de synthétiser
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une coumarine étendue en position 3- comportant une fonction aniline, qui serait substituée en

derniére étape par réaction de Sandmeyer.

Dans cette optique, 1’espaceur acrylamide 153 a été synthétisé a partir de 1’aniline
protégée 152 et du chlorure d’acryloyle (schéma II1.24) selon la méthode présentée
précédemment. Le synthon vinylique est obtenu aisément et avec un rendement quantitatif sans
purification nécessaire. Ce dernier est alors couplé dans les conditions de Jeffery avec 1’alcool

125. Le protocole optimisé permet la aussi d’obtenir le produit 154 désiré trés proprement

H,N o
0 125
\)J\u \)LN/\@ Pd(OAc), (5 mol%)
__— ¢ N
EtsN, THF NHBoc  M-BUaNCl, LiCl
152 NHBoc 0°C-ta,2h NaHCO; DMF
89% 153 130 °C, 30 min

NHBoc
85%

Schéma 111.24 : Synthése d’une coumarine étendue en position 3- par un espaceur contenant une fonction amine

protégée.

Le composé 154 est ensuite déprotégé par ajout d’une solution de TFA dans le
dichlorométhane suivi d’un traitement basique (schéma III.25). La réaction de Sandmeyer
consécutive a été effectuée en conditions aqueuses et organiques.l?*3! Dans le premier cas,
malgré la mauvaise solubilité en solvant aqueux, la dégradation du réactif est rapidement
observée ; hypothése supportée par I’absence de composés fluorescents sur plaque CCM. La
formation du sel de diazonium par ajout de tert-butyl nitrite dans 1’acétonitrile se fait trés
lentement, et un mélange complexe de produits est observé apres plusieurs jours a reflux. Cette

voie n’a donc pas été poursuivie.

HO o HO o
/@\)I\/“\NH 1. TFA, CH,Cl,, ta., 1 h /@\)I\)LNH
LN o Yo K@\ 2. Conditions A ou B LN o Yo K@\
) 154 ) 155 N3

NHBoc

Conditions A : Conditions B :

1. HCI, H,0, NaNO,  tBUONO, TMSN; MeCN
0 °C, 30 min 0°C-50°C,5]j

2. NaN3, Hzo
0°C-ta,2h

Schéma 111.25 : Tentative de synthése d’'un décageur DEAC450 greffable via fonction azoture par réaction de Sandmeyer

en milieu aqueux et organique.
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Finalement, nous avons souhaité évaluer la résistance de la fonction azoture en
conditions de Jeffery. Aussi, nous avons synthétisé par réaction de Sandmeyer 1’azoture
aromatique 157, qui est ensuite transformé en acrylamide par réaction avec le chlorure

d’acryloyle (schéma II1.26) avec un excellent rendement sur les deux étapes.

HoN H,oN o
1. HCI, H,0, NaNO, 0
0 °C, 30 min A A
—_—
H
2. NaN3 Hy0 EtzN, THF mN

0°C-ta,2h 0°C-ta,2h
156 NH  g7o, 157 N quant, 158

3

Schéma 111.26 : Synthése d’un espaceur acrylamide contenant une fonction azoture greffable.

Un suivi CCM régulier est effectué lors du couplage de Heck entre 1’alcool 125 et
I’azoture 158. Celui-ci montre initialement la formation d’un produit majoritaire. Cependant,
de facon a atteindre une conversion totale de 125, le chauffage est maintenu pendant 1 h 30. Au
cours de cette période, la fluorescence de la tache initialement observée diminue au profit d’au
moins deux sous-produits. La séparation du mélange sur colonne de silice n’a pas permis
d’isoler le produit 159 pur. Il a cependant été identifié par analyse RMN H, IR et MS dans la
fraction identifiée initialement en tres faible quantité, ce qui confirme qu’il se dégrade dans les

conditions opératoires utilisées.

HO HO
158 9
! Pd(OAC), (5 mol%) N X Nn
H
LN o0 Yo n-BuyNCl, LiCl LN 0”0 N3
P 125 P 159

NaHCO; DMF
130°C,1h 30
< 15% (impur)

Schéma 111.27 : Couplage de Heck dans les conditions de Jeffery entre la coumarine 125 et I’azoture 158.

La réaction n’a pas été reproduite, et il a été¢ décidé de s’affranchir du triazole pour

fonctionnaliser directement un dérive de la plateforme PDC P2 par liaison peptidique.

IV.2. DEAC450 et quadrupdles greffables par une fonction amine

La fonctionnalisation directe d’une plateforme PDC par liaison amide nécessite la
synthese de sous-unités décageurs et quadrupolaires comportant une amine terminale. Le
décageur 154 présenté dans le paragraphe précédent peut faire office de module greffable via

sa fonction aniline, cependant un analogue aliphatique a également été préparé.
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Pour le design de ce nouvel analogue greffable, nous avons choisi d’incorporer un
espaceur diéthyléne glycol, plus long et flexible, mais apportant aussi potentiellement plus de
solubilité que les linkers aromatiques synthétisés jusqu’ici. Dans cette optique, le dérivé
acrylamide intermédiaire 161 est synthétisé par réaction entre le chlorure d’acryloyle et la
diamine monoprotégée 160 (schéma 111.28).1%41 |I est ensuite couplé avec 1’intermédiaire iodé
125 pour former 162 avec un trés bon rendement. Ce produit présente effectivement une

solubilité en solvants organiques supérieure aux analogues synthétises dans les paragraphes

précedents.
0
\)J\ O
oL L
o) NHBoc — AN o} NHBoc
HNT o0 Et;N, THF N0
0°C-ta.,1h 161
160 1%
125
Pd(OAc), (5 mol%)
n-BuyNCl, LiCl
BocHN NaHCO; DMF
0 ~"0 130 °C, 1 h 30
N/\/o\) 77%
H

N o
162
k

Schéma 111.28 : Synthése d’une coumarine étendue en position 3- par un espaceur greffable par une fonction amine.

Pour synthetiser le quadrupble (NH2)As4 qui accompagnerait ce module 162, une
réduction de 1’azoture (N3)A4 en présence de triphénylphosphine a été réalisée (schéma 111.29).
Bien que la disparition du réactif de départ soit observée, un mélange complexe de nombreux
produits est obtenu. Le produit attendu est détecté avec une intensité relative de moins de 1%

en spectrométrie de masse, le compos€ n’a donc pas été isolé.

1. PPhs THF, ta., 4 h

N3 2.H,0, THF, ta., 16 h NH,

BUZN

Schéma 111.29 : Tentative de synthése du quadrupole (NH;)A, par réduction de la fonction azoture de (N3)As,

Finalement, un systéeme « hybride » dissymétriqgue comportant un décageur greffé par
liaison amide et le quadrupdle As relié par I’intermédiaire d’un triazole pourrait étre envisagé.
Ces options ont toutefois été laissées de coté au profit d’une autre alternative développée en

paralléle.
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IV.3. DEAC450 greffable par fonction aldéhyde et triades coopératives

Les multiples difficultés rencontrées lors de 1’élaboration des systémes coopératifs a

base de coumarines sont de trois ordres :

Q) Des problemes de solubilité liés a la trés importante polarité des systémes

étendus en position 3-, notamment avec 1’alcool libre.

(i) Un manque de réactivité, ou une incompatibilité chimique lors des réactions de

substitution sur le phosphore.

(iii)  Des difficultés de synthése liées a I’introduction de fonctions sensibles sur les

modules (azotures).

Le bilan de ces obstacles permet de tirer quelques enseignements pour la stratégie a
adopter. Tout d’abord, les problémes de solubilité peuvent étre résolus par I’introduction de la
molécule cagée sur la position 4-, qui diminue sensiblement la polarité des composes. Il est
donc préférable de réaliser la combinaison des modules en salle noire avec le module décageur
complet. En outre, il fallait s’orienter vers une fonction de greffage pouvant supporter les
conditions de Jeffery lors de la voie de synthese convergente, idéalement sans introduire de
groupements protecteurs alourdissant la synthése, et ne présentant aucune incompatibilité
chimique avec les groupements fonctionnels présents sur la coumarine que ce soit durant la
synthese ou pendant la réaction de greffage. Sur ce point en particulier, la fonction aldéhyde,
orthogonale de tous les groupements impliqués dans la voie de synthése optimisée, semblait

étre la fonction idoine.

La fonction aldéhyde possede un rdle clé dans la croissance des dendrimeres
phosphorés.245-248] Dans ces structures branchées, I’augmentation du degré de ramification est
en effet classiquement réalisée par condensation de 1’hydrazine MMH-PSCI2 sur les aldéhydes
présents en surface du dendrimére. L’hydrazone formée posséde alors deux bras

fonctionnalisables qui permettent de passer a la génération de dendrimere supérieure.

A I’image de travaux réalisés récemment au laboratoire,”!! cette condensation, propre
et peu sensible a I’encombrement stérique, peut étre mise a profit pour connecter un module
accepteur d’énergie a deux antennes donneuses par I’intermédiaire du motif MMH-PSCl2. Les
structures coopératives envisagées ne sont donc plus des « dyades » (un accepteur pour une

antenne), mais de la famille des « triades » (un accepteur pour deux antennes). L’objectif est ici
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de remplacer le p-méthoxybenzaldéhyde (87) présent dans le schéma de synthése 11.4 par un
décageur de la famille de la DEAC450. La structure cible qui découle de ces considérations est

présentée en schéma I11.30.

Schéma 111.30 : Structure de la triade coopérative alternative imaginée, et déconnections mises en jeu entre les modules.

IV.3.1. Synthese d’'un module DEAC450 greffable par une fonction aldéhyde
La synthése du module décageur greffable présenté sur le schéma précédent s’effectue

selon la voie de synthese convergente optimisée. Le synthon acrylamide correspondant est alors
synthétisé au préalable, en deux étapes a partir du 4-méthoxybenzaldéhyde commercial.

La premiere étape consiste a alkyler la fonction phénol du composé 163 par I’halogénure
164 (schéma 111.31). Le groupement protecteur Boc est nécessaire pour éviter les réactions
parasites d’oligomérisation du composé 164. Dans ces conditions, le produit alkylé 165 est

obtenu avec un excellent rendement sans purification.

La formation de la liaison amide est, comme précédemment envisagée par addition de
chlorure d’acryloyle. Cette réaction nécessite cependant la déprotection du groupement Boc.
Pour éviter une étape de synthese supplémentaire, le chlorure d’acide peut étre doublement mis
a profit pour causer lui-méme 1’ablation du groupement protecteur, avant de réagir avec I’amine
libre formée in situ. Cette séquence est permise par I’ajout préalable d’iodure de sodium et de
méthanol, causant la formation d’acide iodhydrique dans le milieu réactionnel.!?*°! Grace a ce
protocole, I’acrylamide 166 est obtenu avec un rendement de 84% apres trituration du solide

dans un solvant de lavage.

1. chlorure d'acryloyle (1.1 eq.)

OH  Bocn > Nal, MeOH, MeCN o
(164) o 0 °C, 10 min o
BocHN™ >~ \)J\N/\/
K;CO3; MeCN _0O 2. chlorure d'acryloyle (0.9 eq.) H _0
~ reflux, 16 h Et;N, MeCN
o 88% 165 0°C-ta,4h 166
163 84%

Schéma 111.31 : Synthése de I’espaceur acrylamide 166 contenant un motif benzaldéhyde.
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L’obtention de 1’espaceur acrylamide 166 permet la mise en ceuvre du couplage Heck
en conditions de Jeffery. Celui-ci est effectué sur la 3-iodocoumarine 125 sans groupement
protecteur silylé (schéma 111.32). Le produit de couplage croise est obtenu de fagon trés propre,
ce qui permet une fois de plus de s’affranchir de chromatographie sur gel de silice et
d’enregistrer un rendement quasi-quantitatif. L’intermédiaire clé 167 est finalement acétylé
selon la procédure utilisée dans ce chapitre. Le décageur (CHO)DEAC450-[Ac] est finalement
chromatographié sur cette derniére étape de synthese avant assemblage, et obtenu avec un

rendement de 80%.

HO RO
166 o
! Pd(OACc), (5 mol%) X N/\/O\©V
H
~N o X0 n-BuyNClI, LiCl ~N SN 0
K NaHCO; DMF K
125 130 °C,1h 30

AcCl, Et3N, THF
ta.,2h

167,R=H
94% )
(CHO)DEAC450-[Ac], R = Ac =~ 80%

Schéma 111.32 : Synthése du décageur (CHO)-DEAC450-[Ac] greffable via une fonction aldéhyde.

1V.3.2. Assemblage des modules
L’assemblage de la triade 50T ciblée est réalisé en deux étapes (schéma 111.33). La

MMH-PSCI: est d’abord condensée sur 1’aldéhyde (CHO)DEACA450-[Ac] en salle noire. La
solubilité du module (CHO)DEAC450-[Ac] dans le milieu réactionnel étant cette fois
optimale, la réaction procede cette fois sans accroc. Le contrdle de I’avancement est mené a la
fois par CCM et par RMN 3!P. La disparition de 1’hydrazine, dont le déplacement chimique est
rapporté a 70 ppm, est totale, alors que I’apparition de I’hydrazone 168 est observée trés
nettement et sans sous-produits a 64 ppm. Le produit intermédiaire peut étre isolé par
précipitation et caractérisé (cf. annexe expérimentale), puis une double substitution du chlorure
de phosphothionyle est réalisée par deux équivalents de la méme antenne (HQ)Au4, en présence

de carbonate de césium.

Pour faciliter la double fonctionnalisation par les quadrupbles tres encombrés, la
réaction est chauffée légerement au-dessus de la température ambiante. La purification par
chromatographie permet d’isoler deux fractions correspondant aux produits mono- et
disubstitue. Ce dernier, est finalement obtenu avec un rendement de 49% et caractéerisé par
RMN et spectrométrie MALDI.
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AcO AcO

0 0
MMH-PSCI,
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N o0 ta,16h ~ N 0" o 168 e
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Schéma 111.33 : Synthése de la triade 43°T;-[Ac] par formation de I’hydrazone 168 suivie d’'une double substitution

nucléophile.

Cette méthode d’assemblage est la seule ayant donné des résultats probants jusqu’alors.
Elle ne permet pas une comparaison directe avec les dyades présentées dans le chapitre 11, mais
la présence de deux antennes devrait sensiblement améliorer les propriétés de photolibération
par excitation biphotonique du composé. Les propriétés photophysiques et photochimiques de
ce tout premier systéme synergique basé sur un décageur de la famille des coumarines ont alors

été étudiées, et comparées a celles des modules isolés.

V. Etudes photophysiques et photolyses des triades coopératives

Les propriétés optiques de la triade 4°°T4 ont ici été mesurées dans le dichlorométhane,
pour s’affranchir des phénomenes de photo-oxydation inhérents au chloroforme. Contrairement
au cas des dyades du chapitre 11, dont les décageurs absorbaient dans I’'UV, on peut s’attendre
dans le cas du composé T4 a deux bandes d’absorption correspondant a ’excitation de
I’antenne (dans I’UV), ou a I’excitation directe du module décageur (dans le bleu). Aussi, dans
cette étude seront considérés quatre composés : la triade “°°Ts, sa sous-unité quadrupolaire
(HQ)Au4, et deux références de la famille des coumarines acétylées : (Asp)DEAC450-[Ac], et
DEAC-[Ac]. Cette derniére permettra de réaliser une expérience de photolyse comparative a

365 nm, dans la gamme d’excitation de I’antenne quadrupolaire.
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V.1. Propriétés d’absorption et d’émission

Les propriétés d’absorption a un photon de la triade “°°T4 et des sous-unités et références
considérées ont été mesurées dans le dichlorométhane. Les résultats sont rassemblés dans le
tableau 111.3.

Tableau Il1.3. Propriétés optiques a un photon de la triade, et des sous-unités considérées dans CH,Cl,.

)Labsmax gmax 8365 8455 kemmax
Composé Olal
[nm] [M-1.cm?] [M-1.cmd] [M-1.cmd] [nm]
DEAC-[Ac] 379 1.9104 1.7 104 - 450 0.77
Asp-DEAC450-[Ac] 438 2.5104 - 2.2104 499 0.83
(HQ)-A, 387 8.510% 6.0 104 - 459 0.89
388 12.6 104 8.7 10%
450T,-[Ac] 500 0.41
438 3.1104 2.6 104

lal Rendement quantique de fluorescence, standard : FLSCN dans NaOH 0.1 M (®s = 0.90).

Les propriétés optiques de la DEAC montrent une bande d’absorption localisée a 379
nm, ce qui permet son utilisation en tant que référence pour une photolyse a 365 nm. Le
compose reste tres émissif dans le dichlorométhane avec un rendement quantique de 77%.
L’extension du systéme m-conjugué en position 3- dans la DEAC450 provoque un décalage
bathochrome significatif de la bande d’absorption par rapport a la DEAC, accompagné d’un
effet hyperchrome modéré. Le maximum d’absorption est localis¢ a 438 nm dans le
dichlorométhane, un solvant moins polaire que le milieu de photolyse rapporté par Ellis-Davies
et coll.'®2 La encore, dans notre solvant d’étude, le décageur DEACA450 garde une forte
émission localisée dans le vert, trés caractéristique de cette classe de composés. Les propriétés
optiques du quadrupdle A4 sont quant a elles essentiellement semblables a celles rapportées par
ailleurs (cf. chapitre 11),2331 avec toutefois un rendement quantique de fluorescence supérieur

dans le dichlorométhane.

V.1.1.Effets coopératifs sur 'absorption a un photon
Comme anticipé, les propriétés d’absorption de la triade “°°T4 mettent en évidence deux

bandes d’absorption, localisées aux maxima d’absorption des deux modules A4 et DEAC450
utilisés (figure I11.2). Toutefois, comme dans le cas des dyades, des effets d’interaction
intramoléculaires et intermodulaires sont mis en évidence. La superposition du spectre
d’absorption de **9T4 avec le spectre d’absorption des modules additionnés montre ainsi une

différence significative, et un €™ inférieur de 27% a ce qu’il devrait étre. L’intensité de la
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bande d’absorption du module DEAC450 a 440 nm est, elle, trés lIégerement supérieure a la

valeur additive.

140000 200000 -
= ¢ Triade dans CH,CI,

—— « DEACAS0 dans CH,CI, 175000 4
—— : M, dans CH,CI,
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120000

150000 —
100000 o

125000 ~

100000 —

= (M em™)

75000

50000

25000 —

T T T T T 1} 0 T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 250 300 350 400 450 500 550
2 (nm) *(nm)

Figure 111.2 : Superposition des spectres d’absorption de la triade et de ses modules constitutifs isolés (a gauche) ; de la

triade et de ’addition des modules (a droite) dans CH,Cl,.

V.1.2.Extinction de fluorescence et transfert d’énergie
Les mesures des propriétés optiques des sous-unités isolées ont tout d’abord permis de

confirmer un excellent recouvrement entre la courbe d’absorption de la DEAC450 dont la bande
de plus basse énergie est centrée a 438 nm, et I’émission de A4 qui s’étend jusqu’a 600 nm

(figure 111.3).

—— Absorption DEAC450 dans CHCI, [
~ — Emission M, dans CH,CI,

los
/I o6

! Loa

Absorption normalisée
29sI|eULIOU UOISSIWT

\ 0,2

0.0

T T B a— 0,0
300 400 500 600 700
2 (nm)

Figure 1.3 : Recouvrement entre les spectres d’émission du donneur quadrupolaire et de I’accepteur décageur
dans CH,Cl,
Par traitement des données photophysiques, il est possible de déterminer 1’intégrale du
recouvrement spectral | 0°° F,(M)ey,(M)AYdA, et par conséquent le rayon de Forster R, dont

I’expression est donnée dans 1’équation 1.33. Ainsi, avec un rendement quantique de
fluorescence de 89% pour As isolé dans le dichlorométhane (n = 1.424), et en faisant

I’approximation d’une orientation aléatoire des modules dans I’espace (k2 = 2/3), le rayon de
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Forster de notre systéme synergique est évalué a 30 A. Cette valeur est dans la plage inférieure
de I’intervalle de 10 a 100 A attendu pour le phénoméne de FRET. Elle indique donc que, le
cas échéant, 50% d’énergie sera transférée de A4 a la DEAC450 lorsque les modules seront
espacés de 30 nm. Elle pourrait cependant étre fortement altérée si les sous-unités adoptaient

une conformation privilégiée dans 1’espace, ce qui modifierait le facteur d’orientation 2.

Pour mettre en évidence concrétement ce transfert d’énergie, les propriétés d’émission
des composés en solution dans le dichlorométhane ont été étudiées. Comme illustré dans le
tableau 111.3, celles-ci mettent clairement en évidence un phénomeéne d’interaction entre les
modules. En effet, le maximum d’émission de la triade “*°T4 est localisé a 500 nm, ce qui
correspond a 1’émission verte de la DEAC450. De fagon encore plus évidente, la superposition
des courbes d’émission normalisées des trois composés A4, (Asp)DEAC450-[Ac], et 40T4-
[Ac] montre une extinction presque totale de I’émission des antennes a 459 nm (figure 111.4,
a)). Seul un léger épaulement est mis en €vidence a cette longueur d’onde dans la courbe
d’émission de la triade. En revanche, la correspondance entre les émissions de la triade 4°°T4 et
de son module décageur DEACA450 est parfaite, traduisant ainsi que 1’énergie est bien transférée

a la DEAC450 qui émet a son tour.

Pour confirmer cette tendance, des cartes tridimensionnelles représentant 1’intensité

d’émission en fonction de la longueur d’onde d’excitation ont été réalisées.

Sur ces spectres (représentés en coupe), I’intensité maximale d’émission de 1’antenne
A4 (figure 111.4, b)) est représentée par la tache rouge centrée a 459 nm, observée pour une
excitation entre 360 et 430 nm. De la méme facon, le spectre 3D de la DEACA450 (figure 111.4,
¢)) montre une émission dans le vert, lorsque la longueur d’onde d’excitation atteint 450 nm.
Finalement, le carte de la triade (figure I11.4, d)) affiche bien une tache d’émission centrée a
500 nm, correspondant a la DEAC450, mais pour une longueur d’onde d’excitation identique a
celle du module As. Sur cette méme coupe, la trace bleue verticale, s’étendant au-dela de 450
nm en excitation, montre qu’il est aussi possible d’exciter directement la sous-unité DEAC450.
L’intensité¢ d’émission est cependant bien moindre, ce qui confirme 1’effet bénéfique des deux

antennes pour capter 1’énergie lumineuse.
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Figure 1114 : ) Superposition des spectres d’émission de la triade (en noir), de la DEAC450 (en rouge) et du quadrupdle
A4 (en bleu) dans CH,Cl,. b) Carte bidimensionnelle d’excitation/émission de I’antenne A, ; c) de la DEACA450 ; d) de la
triade dans CHxCl,.

Le transfert d’énergie inter-modulaire étant confirmé, nous avons tenté d’en estimer son
efficacité par le calcul d’un rendement de FRET ®rret. Ce dernier est déterminé a partir des
rendements quantiques de fluorescence du donneur quadrupolaire isolé en solution (®p, =
89%), et en présence de 1’accepteur (Pp). Pour déterminer cette valeur, il faut effectuer un
traitement de la courbe d’émission de la triade °°T4 par déconvolution, et reconstituer la courbe
de I’épaulement localisé a 459 nm (figure 111.5). Il est alors possible d’estimer le rendement

quantique de 1’émission résiduelle du quadrupole, et évaluer le rendement de FRET qui est alors
défini tel que :

@p (Eq. 11.1)
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Figure IIL.5 : Spectre d’émission de la triade dans CH,Cl; (en noir) superposé au spectre déconvolué total (en rose) et a la

contribution correspondant a I’émission de A4 (en rouge).

Il ressort de ce traitement que le rendement quantique d’émission du donneur A4 en
présence du module décageur chute de 89% a seulement 4%. Ceci démontre un phénomeéne de
transfert d’énergie presque total, dont I’efficacité est estimée a ®rrer = 1 — (0,04 / 0,89) = 96%.
Ce résultat valide notre démarche et le choix des deux sous-unités. La triade T4 est en effet
le premier systéme synergique synthétisé au laboratoire présentant un transfert d’énergie si
important. Le transfert d’énergie étant établi, il a ensuite été entrepris d’évaluer 1’efficacité de

photolibération a un et deux photons en réalisant des photolyses comparatives.

V.2. Propriétés de photolibération par excitation mono- et biphotonique

Les expériences de photolyse comparative par excitation monophotonique ont été
menées selon un protocole semblable a celui décrit dans le chapitre I, mais sur un montage
d’irradiation différent (cf. annexe expérimentale). Pour exploiter le phénoméne de transfert
d’énergie inhérent a nos systémes, I’excitation de la triade 4°°T est réalisée a 365 nm, dans la
bande d’absorption du quadrupdle As. Une référence de photolyse compatible avec cette
longueur d’onde d’excitation doit alors étre utilisée pour s’affranchir des paramétres de la
source lumineuse. Pour cela, la cinétique de photolibération de la triade sera comparée a la
DEAC dont le @y est rapporté dans la littérature. L’acide acétique étant, la aussi, la molécule
libérée au cours de 1’excitation, le contrdle du taux de conversion & est réalisé par RMN 'H.
L’irradiation des échantillons en solution dans le dichlorométhane deutéré, préparés a densité

optique constante, est réalisee directement dans le tube RMN en quartz.

Le tracé des droites log(1/1-£)) = f(t) a permis de vérifier I’obtention d’une cinétique de
premier ordre pour les deux composés DEAC-[Ac] et #T4-[Ac]. Comme illustré sur la figure

I11.6, la cinétique d’apparition de 1’acide acétique est largement supérieure dans le cas de la
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triade, pour laquelle 70% de conversion sont enregistrés en seulement 2 minutes. Dans le cas
de la référence DEAC-[Ac], cette valeur n’est atteinte qu’aprés 45 minutes. Finalement, le
rapport des constantes de vitesses apparentes correspondantes permet d’affirmer que la
photosensibilité a un photon de la triade 4°°T4 est 25 fois supérieure a celle de la DEAC pour la

libération d’un acide carboxylique dans le dichlorométhane.

0.7
0,6 1
05 1
0.4 ]
03
02 {:
01§

®DEAC-OAc

y =0,0105x ® Triade
RZ=09976 o

log(1/(1-x))
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Figure II1.6 : Lois de vitesse d’ordre 1 dérivées des expériences de photolyse a 365 nm de DEAC-[Ac] et de 43°T,-[Ac].

Le rapport de ces constantes de vitesse permet alors de déterminer le rapport Qu/®,"f
caractérisant la triade coopérative “%°T4, ainsi que ses photosensibilités a un et a deux photons.

Les valeurs relatives aux composés étudiés sont rassemblées dans le tableau 111.4.

D’aprés les mesures réalisées, la triade “°°T4-[Ac] posséde un rendement quantique de
photolibération 4,9 fois supérieur a la référence DEAC-[Ac] dans les mémes conditions
d’excitation. En extrapolant cette valeur a une photolyse réalisée en milieu aqueux comme
décrit par Hess et al. pour la DEAC (@, = 12%),1*¢] |e rendement quantique de la triade par
mesure relative atteindrait une valeur de 59%. Cet excellent rendement quantique de
photolibération, supérieur aux 39% rapportés par Ellis-Davies et coll. pour la DEAC450, traduit
pour la premiere fois une influence positive des interactions mises en jeu dans notre systeme
coopératif sur ce paramétre. La photosensibilité sous excitation monophotonique &y de la triade

est estimée a 62 000 M1.cm™ au maximum de sa bande d’absorption.
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Tableau I11.4. Propriétés d’absorption a deux photons, et de photolibération a un et deux photons de la triade et de

ses sous-unités correspondantes dans CH,Cl,.

)Labsmax kZPAmax opmax SmaxQu Su
Composé Qu/ D ref
[nm] [nm] [GM]tE] [M-L.cm-1](b] [GM]td
DEAC-[Ac] 1 379 760 42 23103 -
Asp-DEAC450-[Ac] - 438 840 96 9.8103 0.5
(HQ)A, - 387 700 1030 - -
388 700 1110 62 103 650
450 ,-[Ac] 4,9
438 900 83

lal Section efficace d’absorption a deux photons a la longueur d’onde Apa™2* dans CH,Cl,, dérivée d’expériences de TPEF
(1 GM = 100cm? s'1) bl Photosensibilité sous excitation a un photon, déduite d’expériences de photolyses comparatives
a 365 nm en utilisant une valeur de @, = 0,12 pour DEAC-[Ac] [¢! Photosensibilité sous excitation & deux photons

(8y= o2m2xQ,)- 4] Photosensibilité a deux photons en milieu physiologique rapportée dans la référence 162,

La cinétique trés rapide de I’expérience de photolyse rend les mesures de spectres
d’absorption a deux photons de la triade “°°T4 par TPEF délicates. Malgré le trés faible volume
d’excitation induit par 1’absorption a deux photons, 1a réaction de photolibération se produisant
au cours de I’excitation par le laser est susceptible de modifier continuellement le rendement
quantique de fluorescence du mélange, ce qui empéche une détermination fiable des valeurs de
o2 déduites de la brillance 2®rs. Le spectre d’absorption a deux photons de la triade “°°T4 (figure
I11.7) est donc donné a titre essentiellement qualitatif. La courbe présente une allure trés
similaire a celle du quadrupdle Aas, avec un maximum d’absorption situé dans la bande de plus
haute énergie, fortement autorisée dans les systéemes centrosymeétriques. Une seconde bande est
observée a 820 nm, correspondant a la transition interdite des modules quadrupolaires, a
laquelle s’ajoute la contribution du module DEAC450. Les valeurs de o2 mesurées sont
toutefois largement inférieures a ce qui serait attendu pour un systeme a deux antennes, et se
rapprochent de la valeur mesurée pour As isolé. Cette observation peut étre le résultat de deux
phénomenes : une baisse de fluorescence liée a la formation de photoproduits jouant le réle de

quancheurs, ou bien des effets anti-coopératifs sur la 2PA qui atteindraient ici presque 50%.

Les mesures du coefficient d’extinction molaire du composé “>°T4 ont mis en évidence
des effets coopératifs négatifs abaissant la valeur de ™ d’environ 27%. Aussi, si I’on applique
ce facteur correctif au o2 théorique d’un systéme a deux antennes (2060 GM), le 52" de 450T4
serait de 1’ordre de 1500 GM. Compte tenu de cette estimation et des valeurs minorées issues
des expériences de TPEF, il semble cohérent d’évaluer le o2 de la triade entre 1110 et 1500

GM. Ainsi, grace a I’efficacité du FRET et a Iaugmentation du @y, par des interactions
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coopératives, le 6y estimé de notre systeme coopératif serait compris entre 650 a 880 GM a 700

nm ; une valeur exceptionnelle et largement supérieure aux décageurs rapportés jusqu’a présent.

Des expériences de photolyse comparative par excitation biphotonique ont été menées
pour confirmer I’efficacité de nos systémes par excitation dans le PIR. Pour cela, la triade 4°°T4
en solution dans le dichlorométhane a été excitée avec une puissance de 1 W dans les deux
bandes observées, a 820 puis 700 nm. Le taux de conversion aprés 4 h d’irradiation a été
déterminé par RMN H, et comparé respectivement a celui de (Asp)DEAC450-[Ac] et DEAC-
[Ac], photolysées dans des mémes conditions identiques. La figure I11.7, a) confirme la rapidité
de la réaction de photolyse pour la triade 4°T4-[Ac] puisque, malgré une excitation localisée
uniquement dans le volume focal de la cuvette, les 4 h d’irradiation suffisent a photolyser 49%
et 63% du composé, respectivement a 820 et 700 nm. Dans les mémes conditions d’irradiation,
les références atteignent a peine 4% de conversion apres 4 h. Cette observation confirme bien
que les mesures de TPEF doivent étre fortement altérées par la réaction de photolibération et

que la valeur de &y est probablement supérieure a 650 GM.

a) 1200 -
e L] A4 dans CHch2 b) Triade
1000 A @ DEAC450 dans CH_CI T
2 2 0, .
00 e Triade *T, dans CHCI, 60% Tr|§de
i @ DEAC dans CH,CI, S = an
_— e 40%
o 25 20%
° & ® DEAC DEAC450
0% —_— | -
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Figure II.7 : a) Spectre d’absorption a deux photons issu d’expériences de TPEF de la triade (bleu), de 'antenne (HQ)A,
(vert}, de la DEACA450 (noir) et de la DEAC (rouge) dans CH,Cl,. b) Diagramme comparatif représentant le taux de

conversion aprés 4h d’irradiation a 820 et 700 nm (1W).

VI. Conclusions

La conception de dyades synergiques a base de modules décageurs de nouvelle
génération, possédant une absorption décalée vers le rouge et un rendement quantique de
photolibération supérieur a 10%, bien que théoriquement prometteuse, s’est avérée beaucoup
plus délicate que prévu. Au-dela des nombreuses difficultés rencontrées sur la majorité des
étapes de synthése, des incompatibilités chimiques entre les modules et la plateforme P1 ont

empéché le greffage envisagé initialement, et la formation d’analogues directs aux dyades
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NVD1-NVD4 et N'D2-N'Dy4 présentées dans le chapitre 11. Malgré la synthése de modules décageurs
alternatifs pouvant potentiellement régler les problémes de solubilité et d’activation du phénol,
la synthése des cibles n’a pas pu étre achevée, et I’échec de double fonctionnalisation de P1 en

derniére étape n’a pas ét¢ enticrement rationnalisée.

Face aux difficultés de synthése rencontrées, la recherche d’alternatives a toutefois
permis d’acquérir une solide expertise sur les substrats de la famille des coumarines utilisés, et
d’aboutir a une voie de synthése robuste et optimisée sur chaque étape. Celle-Ci a permis
d’obtenir un panel de décageurs greffables fonctionnalisés par diverses fonctions chimiques (cf.
annexe). L’analyse des difficultés nous a poussés a abandonner les dyades coopératives et a
adopter un changement de stratégie. Un systeme tandem de la famille des triades, comportant
une cage DEAC450 pour deux antennes quadrupolaires, a alors été mis au point, et sa synthése
finalement réalisée avec succés. Les études photophysiques réalisées sur le composé T4
montrent, comme dans le cas des dyades, des interactions entre modules influencant la capacité
d’absorption du composé ; des effets anti-coopératifs d’environ 30% étant constatés dans le cas
présent. Surtout, en concevant un systeme dans lequel la courbe d’absorption du module
accepteur recouvre trés nettement 1’émission du donneur quadrupolaire, une efficacité de FRET
de 96% a pu étre mesurée. L’efficacité de la photolyse a un photon est alors multipliée par 25
par rapport a la référence utilisée, ce qui valide notre stratégie modulaire.

Les mesures de TPEF réalisées sur notre nouveau systeme tandem ont permis de
déterminer une valeur minorée de 1100 GM de la triade 4°°T4, conduisant a une photosensibilité
a deux photons exceptionnelle supérieure a 650 GM pour une excitation a 700 nm dans le
dichlorométhane. Les expériences de photolyse réalisées a 700 et 820 nm ont également
démontré une accélération remarquble de la photolyse par rapport aux coumarines de référence.
Cette valeur minorée de &, est plus de 30 fois supérieure a celle obtenue pour la dyade N'D4
dans le chapitre précédent, ce qui confirme qu’une combinaison appropriée de sous-unités peut

donner naissance a des décageurs a trés haute performances.

Sur la base de ces résultats trés encourageants, nous avons souhaité rendre nos systemes
compatibles avec une utilisation en milieu biologique. Dans cette optique, nous avons remplacé
I’acide acétique modele par des neurotransmetteurs et molécules cytotoxiques anticancéreuses.
Notre approche modulaire a, dans la méme logique, été adaptée a la conception de systémes

comportant des motifs hydrosolubilisants.
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Chapitre IV.

Vers des systemes tandems hydrophiles pour la

libération de principes actifs
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Chapitre 1V

. Design d’architectures coopératives a forte affinité pour I'eau

[.1. Stratégies générales d’élaboration d’outils moléculaires hydrophiles

L’¢laboration d’un groupement protecteur photolabile pouvant étre utilisé en milieu
biologique repose sur un cahier des charges trés exigeant développé dans le chapitre I. Il est
encore plus contraignant pour des applications en neurosciences. L’approche modulaire
présentée dans les deux chapitres précédents a effectivement permis d’améliorer de fagon
spectaculaire la performance «brute » de photolibération, avec un nouveau record de
photosensibilité par excitation biphotonique. Toutefois, la quéte de ’efficacité est loin d’étre
suffisante pour aboutir a des applications concrétes in vivo ; et a ce titre, I’un des critéres les
plus difficiles a satisfaire est clairement la solubilité de ces chromophores aromatiques dans le

milieu biologique aqueux.

Pour rendre des composés organiques compatibles avec un milieu aqueux, la
communauté scientifique a développé plusieurs stratégies, qui peuvent étre classées en deux

catégories (tableau I1V.1).

Tableau IV.1. Récapitulatif des stratégies pour rendre des composés organiques compatibles avec le milieu aqueux.

Approche moléculaire : incorporation de motifs hydrophiles

0
/

N + \\fo 9 N N /6\/0
NH, _ \o/g_\o- S o %n

0 0

Approche nanoscopique : intégration dans des nano-édifices

; 3
© LR
©6'60°
Micelles, liposomes, nano- Nanoparticules organiques (nano- Nanoparticules cceur-écorce
émulsions... précipitation) fonctionnalisables

Légende

0 = Fluorophore rouge wva = Tensioactif prrnnnnas = |inker fonctionnalisable
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L1.1. Ajout de motifs hydrophiles par stratégie de synthése
La premiére stratégie consiste a apporter des modifications chimiques a la structure de

la molécule, de fagon a incorporer des groupements fonctionnels hydrosolubilisants. Elle est la
plus employée au niveau du design structurel de décageurs, notamment dans le domaine moteur
des neurosciences de par les dimensions spatiales mises en jeu (cf. chapitre I). Parmi les motifs
utilisés, on retrouve typiquement les carboxylates, les phosphates, ou bien les sulfonates, qui
ont donné lieu a des analogues structuraux de décageurs connus (DCMAC analogue de la
DEAC (schéma IV.1),1>5 CDNI147! et DPNI143! analogues du MNI et du MDNI...) présentés
dans le chapitre I. Les chaines oligoéthyleneglycol sont aussi des motifs appréciés pour leur
caractére amphiphile aidant la solubilit¢ dans I’eau, comme en témoignent des cages de

nouvelle génération telles qu’EANBP ou (PEG)DEAC450.

Fluorescence Uncaging
V4
X
/\Nk 0 Yo
DEAC
z
@91
HOZC/\)N 0 Yo
HO,C
CO,H 170 DCMAC

@ = 7% (H,0)
Schéma IV.1 : Présentations de deux analogues hydrophiles du Nile Red (a gauche) et de la DEAC (a droite) élaborées par

modification structurelle.

L’incorporation d’un motif hydrosolubilisant dans la structure de la molécule est
toutefois a la fois un important défi synthétique, et aussi un risque pour les potentielles
interactions ligand-récepteur que ces fonctions chimiques peuvent entrainer dans les milieux

cellulaires.

I1 faut également ajouter que les interactions entre ces petites molécules et I’eau peuvent
avoir des effets importants sur leurs propriétés photophysiques. Si le rendement quantique de
photolibération @, des décageurs a tendance a étre amélioré en milieu aqueux, les fluorophores
voient généralement leur rendement quantique d’émission ®r chuter sensiblement dans 1’eau,

comme en témoigne le résultat des modifications effectuées sur le compose 170, analogue du
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Nile Red (169, schéma 1V.1, a gauche). Une chute du @+ et du k; peuvent étre percues au premier
abord comme bénéfique a la photolibération, mais il faut aussi garder a I’esprit qu’elle affectera

proportionnellement 1’efficacité de FRET dans des systémes synergiques.

La richesse du monde de la chimie supramoléculaire et des nanosciences apporte un
certain nombre d’alternatives a cette stratégie. Parmi les phénomeénes mis a profit en ce sens,
les interactions supramoléculaires (m-stacking, interactions hydrophobes, liaisons
hydrogéne...) sont capables de créer des nano-édifices en milieu aqueux pour confiner les

molécules organiques.

1.1.2. Elaboration de systémes auto-assemblés et nanoparticulaires
La confection de nanoparticules organiques par nano-précipitation,?°°25 de micro- ou

nano-émulsions,?52 nano-vésicules ou micelles, 23254 bien que de plus en plus utilisées dans
le cas des fluorophores ou photosensibilisateurs,?%>-2%1 reste encore peu commune dans le

domaine de I’uncaging jusqu’a présent. Trois approches peuvent étre principalement utilisées.

Carling et al. ont rapporté récemment 1’encapsulation de décageurs de la famille des
benzoquinones au sein d’une formulation de type microémulsion pour la délivrance d’agents
anti-cancéreux et anti-inflammatoires.[?>! Cette stratégie de vectorisation assistée par 1’ajout
d’un tensioactif leur a en outre permis de co-encapsuler un fluorophore permettant la

localisation les particules.

La libération de principes actifs par la lumicere peut aussi s’effectuer de maniere
indirecte. Dans ce cas, le PPG est incorporé dans la structure méme du tensioactif ou du cargo
utilisé, et le stimulus lumineux entraine alors son ouverture par clivage de la liaison
photosensible. L’autoimmolation d’un polymeére dibloc amphiphile, synthétisé a partir d’un
monomere photoclivable contenant un groupement nitrobenzyle, a ainsi été rapportée par Liu
et Dong en 2012 pour la libération de doxorubicine.2¢%! Dans une stratégie analogue, Schutt et
al. ont développé un autre analogue amphiphile de NPE capable de s’auto-assembler en
nanoparticules d’une centaine de nanometres, et de s’immoler au cours de la photolyse pour

libérer 1a encore DOX.[261]

La derniere possibilité réside dans une approche du type bottom-up au cours de laquelle
des nano-objets hydrosolubles sont fonctionnalisés avec des PPGs par des réactions chimiques
en surface. De facon générale, cette technique est actuellement 1’une des plus populaires pour

des applications de thérapie et de drug-delivery. Elle présente en effet une grande modularité
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permettant d’incorporer des sous-unités exercant différentes fonctions, notamment pour des
applications théranostiques et du ciblage biologique. Johnson et al. ont ainsi conjugué par
CuAAC un groupement protecteur photolabile sur les branches d’un copolymére amphiphile
en peigne, et dont la structure reste intacte sous irradiation (schéma 1V.2). DOX est dans ce cas
directement cagée via sa fonction amine sur des groupements oNB en périphérie du polymére.
Le médicament est inactif sous sa forme protégee, et libéré sous irradiation UV pour provoquer
I’apoptose.[?®2 Récemment, la DEAC a également été exploitée pour la photolibération de CLB

et de DOX, respectivement dans des nanoparticules hybrides de fer78! et d’or.[263

171N,
s = polynorbornene Q NO, OHC
///\N)Uou\_.‘ 0] OH,-~0OH hV
S~ = PEG " H %X Yo = A0y
= azoture HO< Y-OH == 2
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Schéma IV.2 : Elaboration du polymére photosensible 171-DOX par fonctionnalisation des chaines latérales, et

photolibération de doxorubicine par irradiation. Reproduit et traduit de la référence (2621

Intrinsequement, ces moyens de vectorisation reposent dans la majorité des cas sur des
systémes de taille nanométrique, moins compatibles avec une utilisation en neurosciences, mais
au contraire tres adaptée a la thérapie anticancereuse. L’ingénierie de ce type nano-systémes
photoactivés pour le traitement de tumeurs répond cependant a des problématiques tres
différentes de I’uncaging en neurosciences.[?64-26%1 |_es exigences sont potentiellement moindres
en termes de performances, cinétique ou concentration de travail, mais plus drastiques au niveau
biologique et pharmacologique. Pour exploiter pleinement leur activité antitumorale, les
composés doivent subsister dans la circulation sanguine suffisamment longtemps pour
atteindre, et s’accumuler dans la tumeur. Cette problématique implique des notions de stabilité,

clairance et de demi-vie plasmique qui relévent du domaine de la pharmacocinétique.

Pour repondre a ces problématiques, les nanosciences permettent intrinsequement
d’aller plus loin dans la plurifonctionnalité que les outils moléculaires. Comme illustré sur la
figure 1V.1, la surface des nano-objets peut étre décorée avec divers modules de fonctions

différentes, permettant d’améliorer la furtivité en milieu endocrinien, la bioconjugaison, ou le
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diagnostic. En protégeant le composé étudié des conditions particulierement hostiles du milieu
endocrinien, les nano-vecteurs offrent aussi la possibilité d’améliorer sa biodisponibilité, sa
solubilité, et sa stabilité. L’effet EPR, permettant le ciblage passif des tissus tumoraux, est
également 1’'une des bases rationnelles dans 1’utilisation accrue d’agents thérapeutiques de taille
nanométrique.l?6 Combiner tous ces atouts sur une méme plateforme permet d’élaborer une

infinité de combinaisons adaptées a différentes pathologies.
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Figure IV.1 : Résumé des propriétés clés dans I’élaboration de nano-outils pour la thérapie anticancéreuse.

Selon les applications biologiques ciblées, certaines stratégies seront plus adaptées que
d’autres. Ainsi, en neurosciences, les petites dimensions mises en jeu dans la fente synaptique
rendent les systemes de taille importante peu adaptés. Les systemes moléculaires seront alors
généralement préférés aux nanoparticules. Au contraire, les édifices de taille nanométriques
présentent des caractéristiques intéressantes pour des applications thérapeutiques, et comme les
exemples développés ci-dessus le montrent, le principe d’auto-assemblage de composés

amphiphiles tient une place importante dans le domaine.

[.2. Structures ciblées et approches rétrosynthétiques

Dans ce chapitre, nous avons choisi de nous focaliser sur la premiere stratégie en

incorporant au sein de systemes tandems moléculaires, basés sur le FRET, des groupements
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apportant un certain caractére hydrophile. La deuxiéme partie de ces travaux concernera en
particulier 1’¢laboration de composés amphiphiles moléculaires qui pourraient a 1I’avenir faire
la passerelle vers des systemes auto-assemblés. Chacun des deux volets développés concerne
le type d’application qui lui est le plus adapté, a savoir d’abord les applications en

neurosciences, puis en thérapie anticancéreuse.

1.2.1. Elaboration de triades pour les neurosciences
Dans un premier temps, la synthése de la triade 4°°T4 a été adaptée de fagon a incorporer

I’acide y-aminobutyrique, principal neurotransmetteur inhibiteur dans le cerveau. Comme
mentionné dans le chapitre I, la plupart des cages mises au point pour la libération photo-induite
de GABA sont sujettes a un fort antagonisme avec les récepteurs GABAergiques impliqués, ce
qui les rend peu utilisables au cours d’expériences biologiques. Ici, dans une stratégie analogue
a celle d’Ellis-Davies et coll. dans (Gs)DEAC450-[ GABA], ce neuromessager a été sélectionné
pour évaluer si les antennes quadrupolaires apportent suffisamment d’effet de « masquage »
pour camoufler la coumarine vis-a-vis des récepteurs GABAergiques dans d’éventuelles futures

applications biologiques.

De facon a rendre la triade suffisamment soluble dans le milieu physiologique, des
modifications structurelles ont ensuite été apportées. Les fonctions chimiques susceptibles

d’étre modifiées dans le design de la triade hydrosoluble sont présentées sur le schéma IV.3.

Cible :
Z=GABA,R=CO,, R"=TEG

‘{ Groupements modifiés pour hydrosolubilité}

CETES

Schéma IV.3 : Modifications structurelles implémentées sur la triade 43°T, pour la solubilité dans I’eau.

Compte tenu du rayon de Forster calculé dans le chapitre précédent pour ce systeme,
une variation des espaceurs reliant les trois modules entre eux ne semblait ici pas judicieuse.
Pour cela, nous nous sommes concentres essentiellement sur les groupes alkyles N-terminaux

et sur les chaines du cceur fluorényle des quadrupdles. La voie de synthése a alors été repensee
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de facon & incorporer des groupements triéthyleneglycol (TEG) ou carboxylate en lieu et place
de ces chaines grasses.

1.2.1. Elaboration de tétrades amphiphiles pour applications thérapeutiques
Pour remplacer les chimiothérapies conventionnelles et I’emploi de fortes doses de

drogues tuant indifféeremment cellules saines et tumorales, I’une des problématiques majeures
des nouveaux traitements contre le cancer réside dans la capacité a administrer les agents
thérapeutiques uniquement sur les sites tumoraux, sans induire d'effets indésirables sur les tissus
sains. Aussi, en parallele des travaux sur la triade 4°°Ta, la stratégie de design des systémes
tandem précédents a été étendue a d’autres structures de taille supérieure, encore plus
coopératives, élaborées pour la libération d’agents anticancéreux (schéma 1V.4). Ces nouveaux
composés, comportant trois antennes pour une cage, ont été imaginés de fagon a comporter une
couche extérieure hydrophile et un ceeur plus lipophile empéchant préservant la fluorescence
en protégeant les fluorophores des effets néfastes de 1’eau. En outre, par la suite, il est possible
d’imaginer que ces systémes amphiphiles soient capables de s’auto-assembler en milieu
aqueux. Des cages de la famille des coumarines, mais aussi des nitrodiphénylacétylénes
(NDPA), ont été considérées pour ces nouvelles « tétrades ».

Pour I’assemblage de ce systeme « 3:1», une plateforme tétrafonctionnelle était
nécessaire. Ici, la plateforme choisie est ’acide gallique, qui comporte trois fonctions phénols
fonctionnalisables par réaction de Williamson, et un acide qui pourra former une liaison
peptidique. Cette différenciation permettra d’éviter les problémes de désymeétrisation inhérents
par exemple a la plateforme P1. Ainsi, le gallate de propyle P4 a été sélectionné comme synthon
de départ pour permettre de greffer les quatre antennes, avant de déprotéger 1’acide pour coupler

la cage.

Dans cette étude préliminaire, nous avons choisi de nous concentrer dans un premier
temps sur un analogue du quadrupble As comportant deux chaines oligoéthyléne glycol
terminales courtes, pour plus d’accessibilité synthétique. Aussi, des chaines TEG ont été
sélectionnées pour la couche externe hydrophile, alors qu’un ceeur lipophile contenant des
chaines butyle a été sélectionné. Par la suite, des chaines PEG plus longues, ouvrant la porte
vers des auto-assemblages en solution, pourront remplacer les chaines TEG. La fonction de

greffage sera ici I’iodure, tres réactif en conditions de substitutions nucléophiles.
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Schéma IV.4 : Principe et approche rétrosynthétique de la nouvelle tétrade amphiphile.

Plusieurs actifs anticancéreux ont été considérés au long de ces travaux (tableau 1V.2).
Le chlorambucil (CLB), un agent anticancéreux alkylant de structure simple, a été choisi
comme modeéle pour la photolibération d’agents anticancéreux. Etudiée de nombreuses fois
dans la littérature, la photolibération de chlorambucil implique de le cager par sa fonction acide
carboxylique. Le CLB exercant son activité alkylante via ses atomes de chlores il faut garder a
I’esprit qu’il pourra potentiellement avoir des effets antagonistes lors d’études in vitro ou in
vivo car seule la fonction acide sera masquée. Il constitue toutefois un premier exemple modele

intéressant.

La doxorubicine ne posséde pas de fonction acide, mais peut étre cagée par
I’intermédiaire de sa fonction amine, comme dans les travaux de Johnson et al.[?62 Toutefois,
la présence de réactions parasites rapportées dans leurs travaux nous a poussés a écarter cette
option pour I’instant. Le méthotrexate et un analogue au phototaxel ont été envisagés, mais
nous nous sommes concentrés dans un premier temps sur la camptothécine (CPT). Cette téte de
série cytotoxique de la famille des alcaloides est un inhibiteur de topoisomérase I. Elle est
considérée comme trop active pour étre utilisée seule dans les traitements, toutefois des travaux
de nano-vectorisation par 1’intermédiaire de polyméres?%! comme le CRLX101[?%% ont atteint
la premiére phase d’essais cliniques. Par ailleurs, ce nano-médicament repose sur

I’estérification de la fonction alcool tertiaire du composé, ce qui confirme que I'usage d’un
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groupement protecteur photolabile en cette position est une alternative viable. Dans la suite de
ces travaux, nous entreprendrons d’étendre la palette d’anticancéreux en cageant 1’étoposide

(ETO) sur la cage NDPA via sa fonction phénol.

Tableau IV.2. Structures chimiques des principaux anticancéreux abordés dans ce chapitre.
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CI\/\ -
N .
) Y (e
7 Pz H
CIH W H.NT N7 N CHs CO,H
Ho NMz
Chlorambucil (CLB) Doxorubicine (DOX) Méthotrexate (MTX)
R20 OHO
(0]
N
=
N \ /
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\\\'
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Docétaxel (DTXL), R! = Boc, R?=H
Camptothécine (CPT) Etoposide (ETO)

Paclitaxel (PTXL), R = Bz, R2=Ac

Dans les paragraphes suivants, les analogues hydrophiles du quadrupdle A4 seront
nommeés A4’ et As™ selon qu’ils comportent respectivement une ou deux paires de chaines TEG.
(HQ)A4" sera donc I’antenne utilisée dans la synthése de la triade, et (1)A4’ I’analogue utilisé

dans la synthése de la tétrade.

II. Synthese d’une triade pour la libération de GABA

L’adaptation de la synthése présentée dans le chapitre I11 a été effectuée en deux temps.
Premiérement, la synthése a été reproduite en version lipophile, en remplagant 1’acide acétique
par le GABA protégé. Dans un second temps, les modules seront modifiés séparément pour

incorporer les fonctions hydrosolubilisantes sélectionnées.

II.1. Triade lipophile

Pour synthétiser la triade “°T4-[GABA], le module décageur a été modifié en
consequence. Pour cela, la fonction alcool du précurseur 167 a été estérifiée en présence d’un

agent de couplage peptidique et de DMAP de facon a cager du Boc-GABA (schéma 1V.6).



Triade lipophile

Le groupement protecteur Boc a été selectionné pour sa résistance dans les conditions
basiques nécessaires a la fonctionnalisation de la plateforme par les antennes. Le nouveau
module décageur (CHO)DEAC450-[GABABOC] est obtenu avec un rendement de 60% apres
purification en salle noire.

BocHN
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CH,Cl,
ta., 16 h (CHO)DEAC450-[GABABoc]
60%

Schéma IV.5 : Synthése du décageur DEAC450 greffable par fonction aldéhyde et cageant du GABA protégé.

La séquence réactionnelle aboutissant a la formation de la triade a ensuite été reproduite
dans les conditions décrites dans le chapitre 11l (schéma IV.7). L’hydrazone intermédiaire est
d’abord formée quantitativement a partir de 1’aldéhyde du composé¢ (CHO)DEAC450-
[GABABoc] et de la MMH-PSCl.. Le composé issu de la condensation, purifié par
précipitation, est cette fois directement engage dans la réaction de substitution nucléophile avec
le quadrupble (HQ)Au.
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Schéma IV.6 : Synthése de la triade %5°T, cageant du GABA.

Dans ces conditions, la triade 4°°T4 cageant le GABA protégé est obtenue avec un
rendement de 42% apres chromatographie sur gel de silice. Le composé monosubstitué est aussi
isolé a hauteur de 26% au cours de la purification. Finalement, le groupement Boc est déprotégé
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en conditions acides. Le composé final 4°°T4-[GABA] est obtenu avec un bon rendement apres
précipitation, lavages et centrifugation.

La structure de cette triade lipophile étant tout a fait similaire a son analogue 4>°T4-[Ac]
présenté dans le chapitre 111, ses propriétés optiques et photochimiques devraient logiqguement

étre tres voisines. Pour cette raison et, elles n’ont pas été étudiées en détail.

Naturellement, ce composé est incompatible en tant que tel avec une utilisation en
milieu physiologique, mais sa vectorisation peut potentiellement s’effectuer par le biais de
nano-émulsions ou veésicules de petite taille. Au cours de la photolyse, le GABA libéré devrait
alors quitter I’environnement lipophile interne a la vésicule et étre relaché dans le milieu

extérieur. Cette option sera prochainement étudiée au laboratoire.

[1.2. Synthése d'une version hydrophile

L’incorporation de groupements compatibles avec une utilisation en milieu aqueux
nécessite la modification des sous-unités constitutives de la triade. En ce sens, deux
modifications principales ont été considérées : 1’ajout de groupements carboxylates sur la

coumarine, et de chaines TEG sur le quadrupdle.

La synthése d’un analogue greffable plus hydrophile de la DEAC450 a été considérée
sur la base des travaux de Hagen et al. sur la DCMAC. 55 Pour remplacer les chaines éthyle
de la DEAC, la synthése est réalisée a partir de 7-amino-4-méthylcoumarine 174 disponible
commercialement. Une double alkylation de I’amine est alors réalisée pour introduire les
groupements carboxylates protégés sous forme d’esters de tert-butyle pour des raisons pratiques
(schéma IV.8). La réaction a été réalisée en présence d’hydrure de sodium et d’iodure de sodium

catalytique pour faciliter la substitution.

0]

B
—_— +
H,N oo NaH, Nal z‘Buozc/\Nk o o tBuOZC/\ﬁ oo
THF
174 . 175a 175b
reflux, 3 j CO,tBu (28%) (70%)
\N/
>
DMFDMA
X
DMF
tBu0,C” N o "o 140 °C, 16 h
§ 176
COZtBU

Schéma IV.7 : Double alkylation de 'aminocoumarine 174, et tentative de formation de I'énamine correspondante.
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Apres plusieurs jours a reflux, deux produits sont séparés sur colonne de silice. Le
produit bisalkylé 175a n’est toutefois isolé qu’a hauteur de 20%, le reste correspondant a du
produit monosubstitué 175b. Malgré ce rendement décevant, la réaction de formation de
I’énamine optimisée précédemment a été réalisée. Dans les conditions nécessaires a la double
¢limination de méthanol, I’énamine 176 n’est cependant pas isolée. Il est en effet probable que
les conditions opératoires entrainent ici des réactions de dégradation sur les esters.

Les alternatives permettant d’obtenir le composé 176 ou I’aldéhyde correspondant n’ont
finalement pas été explorées, et il a été décidé de conserver par la suite le module greffable
(CHO)DEAC450 synthétisé précédemment. L’intégration de sulfonates, décrite dernierement
comme compatible avec notre voie de synthése, est en cours d’investigation au laboratoire. Les
efforts se sont finalement concentrés sur la synthése de 1’analogue hydrophile du quadrupdle
Aus.

11.2.1. Synthese de I'antenne quadrupolaire a caractere hydrophile

La synthése du quadrupdle (HQ)A4™ est semblable a celle du quadrupdle (HQ)A4
parent présentée dans le chapitre Il. La branche greffable, comportant le motif hydroquinone,
est un synthon commun ; il s’agit donc principalement d’alkyler le coeur du fluoréne et 1’aniline

de la branche terminale par du 2-bromoethyl méthyl éther de diéthyléne glycol (TEG-Br).

La synthese de la branche terminale en version hydrophile est réalisée a partir de la 4-
iodoaniline 177. Les chaines TEG ayant tendance a diminuer intrinséquement la vitesse de
nombreuses réactions, 1’alkylation est réalisée dans le DMF a haute température en présence
d’un exces d’agent alkylant (schéma IV.9). La faible réactivité du TEG-Br implique la présence
d’iodure de potassium en quantité sub-stcechiométrique afin d’effectuer une échange
d’halogénes et rendre ainsi les chaines TEG plus réactives vis a vis du nucléophile. Aprés
purification par chromatographie, le composé dialkylé 178 est obtenu avec un rendement

satisfaisant.
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Schéma IV.8 : Synthése de la branche acétylénique hydrophile 179 par double alkylation et couplage de Sonogashira.

L’introduction de la triple liaison sur la branche a ensuite lieu par couplage crois¢ de

Sonogashira avec le TMSA dans les mémes conditions que pour le quadrupdle lipophile. Le
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rendement de 57% obtenu pour I’intermédiaire clé 179 traduit une réactivité légérement

moindre liée & la présence des chaines TEG.

La branche terminale 179 est ensuite couplée sur un ceeur 2,7-diiodofluorene alkylé par
deux chaines TEG en position 9. Le composé 180, déja disponible au laboratoire suite aux
travaux sur les triades "1:2" & base de MNI,[?*"] est synthétisé dans des conditions semblables
au 2,7-diiodo-9,9-dibutylfluorene 91. Comme précédemment, le couplage a lieu en présence
d’un excés de fluoréne dihalogéné de fagon a maximiser la désymétrisation (schéma IV.10).
Aprés une purification sur gel de silice délicate, le produit de monocouplage 181 est obtenu
avec un rendement moyen de 49%. L’excés de fluoréne de départ a aussi pu étre récupéré au

cours de la purification.
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Schéma IV.9 : Synthése du quadrupole hydrophile (HQ)A;" par double réaction de Sonogashira.

Enfin, le quadrupdle greffable hydrophile (HQ)A4™ est obtenu en couplant le synthon
greffable 105 sur I’intermédiaire monobranché 181 en présence de TBAF. Les rendements
obtenus sur les étapes de synthése de ce quadrupdle, tres polaire, sont globalement inférieurs a
ceux obtenus dans le chapitre Il pour sa version lipophile du fait d’une baisse de réactivité et
des difficultés de purification. Le compose (HQ)A4™ a toutefois pu étre utilisé dans la réaction

d’assemblage d’une triade.

11.2.2. Assemblage des modules
La synthése de la triade dans sa version hydrophile a été réalisée selon le méme

protocole d’assemblage. Compte tenu que 1’option d’ajouter de groupements hydrophiles sur la
sous-unité DEAC450 n’a finalement pas été poursuivie, I’hydrazone intermédiaire 173 a pu étre
directement utilisée pour la réaction de substitution. Le quadrupdle hydrophile (HQ)A4™ a donc

été introduit dans le THF en présence de carbonate de césium (schéma IV.11).
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Schéma 1V.10 : Assemblage de la triade hydrophile 45°T;" cageant du GABA.

Comme anticipé, la réaction de substitution est fortement affectée par la présence des
chaines triéthylene glycol. Apres trois jours de réaction a 35 °C, le suivi CCM de la réaction
montrait que la conversion de I’hydrazone 173 n’était pas totale. Bien que la trés forte polarité
du produit disubstitué 4°°T4""-[GABABoc] le place a la limite de compatibilité avec une
purification en phase normale, une chromatographie sur colonne de silice classique a toutefois

permis de I’isoler avec un rendement de 29%.

Finalement, I’amine du GABA a pu étre déprotégée dans les mémes conditions que
précédemment. Le systeme coopératif final “°T4"-[GABA], purifié par lavages et
centrifugation, a pu étre caractérisé par RMN. Les analyses MALDI sont en cours. Des
expériences préliminaires de solubilité et de caractérisations photophysiques ont alors pu étre

menées a bien sur le compose.

I1.3. Tests de solubilité et propriétés optiques

En préambule aux expériences photophysiques, des tests de solubilité ont été réalisés
pour évaluer 1’effet des chaines TEG sur la triade. 11 s’avére que le composé est insoluble dans
le PBS, méme a une concentration de ’ordre de 10® M. La méme expérience a été réalisée avec
des pourcentages connus d’acétonitrile. La triade “°°T4" est finalement raisonnablement soluble

dans une solution de PBS contenant 25% d’acétonitrile & une concentration de 5 10° M.

Les propriétés optiques de la triade dans sa version hydrophile 4°°T4" ainsi que du

module quadrupolaire As" et de la DEAC450 ont été mesurées dans un mélange d’eau et
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d’acétonitrile (1/1, v/v) pour s’assurer de la solubilité de tous les composeés étudiés. Les résultats

sont rassemblés dans le tableau 1V.3.

Tableau IV.3. Propriétés optiques a un photon de la triade, et des sous-unités considérées dans CH3CN/H,0 (1/1, v/v).

}Labsmax gmax 8355 8455 kemmax

Composé D4lal
[nm] [M1.cm?] [M1.cm?] [M1.cm?] [nm]

DEAC450 449 3.2104 - 3.2 10410l 529 0.57

(HQ)A," 383 7.2104 5.8 104 - 511 0.64
345 10.1 10 7.0 1041

450T,"-[GABA] 520 0.05

440 2.2104 2.0 10%41b]

lal Rendement quantique de fluorescence, standard : FLSCN dans NaOH 0.1 M (®s = 0.90).

Les propriétés d’absorption de la DEAC450 dans le mélange d’étude sont
essentiellement semblables a celles déterminées dans le dichlorométhane er présentées dans le
chapitre I11. L’effet de solvant est ici perceptible par un décalage de 1’absorption de 11 nm vers
le rouge, et un léger effet hyperchrome. Le quadrupble As™ posséde lui aussi des propriétés
semblables a son analogue lipophile A4, avec toutefois un léger décalage de 1’absorption vers
le bleu. Le spectre d’absorption de la triade hydrophile °T4" dans ce mélange aqueux differe
lui grandement de son analogue lipophile. Si ’on distingue toujours les deux bandes
caractéristiques du module quadrupolaire As™* et de la DEAC450, 1’absorption des deux motifs
antennes subit un décalage hypsochrome marqué et hypochrome pour atteindre son maximum
a 345 nm. Cet effet inattendu pourrait suggérer un microenvironnement tres spécifique des
modules quadrupolaires au sein de la triade, et une potentielle auto-organisation en milieu

aqueux.

150000 — ~ — - =2xM"4 + DEAC450

—— Triade
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Figure IV.2 : Superposition des spectres d’absorption de la triade et de 'addition des modules dans CH;CN/H,0 (1/1, v/v)

Des effets d’interaction sont clairement mis en évidence par la superposition du spectre

mesuré et du spectre calculé a partir de 1’absorption des modules (figure 1V.2). Le coefficient
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d’extinction molaire de “%°T4" atteint 10° M cm™ & 345 nm, ce qui est inférieur de 30% a la
valeur theorique. Cette observation est en accord avec les mesures réalisées sur I’analogue

lipophile 4°°T4 dans le chapitre I11.

La coopérativité du systeme a ensuite €té étudiée en termes de transfert d’énergie. Les
propriétés d’émission des composés sont en ce sens une donnée cruciale pour évaluer I’impact

du changement de solvant, et de I’introduction d’une forte proportion d’eau sur le phénomeéne.

La fluorescence des modules impliqués dans la triade est impactée a différents degrés
par le passage en milieu aqueux. La DEAC450 voit son caractére emissif diminuer sensiblement
avec un ®s de 57%, en accord avec une efficacité de photolibération supérieure dans 1’eau, mais
son maximum d’émission n’est décalé que de 20 nm par rapport au dichlorométhane. Au
contraire, le quadrupble A4' présente un caractére solvatochrome trés marque, avec un décalage
de 80 nm vers le rouge du maximum d’émission, lié¢ a la rupture de symétrie dans 1’état excité.
Le rendement quantique d’émission est aussi particulierement affecté par la présence d’eau,

puisqu’il chute de presque 30% par rapport a A4 dans le dichlorométhane.

Le caractere solvatochrome marqué de I’émission de 1’antenne quadrupolaire A4™ a
deux conséquences sur 1’étude. Tout d’abord, le recouvrement entre les courbes d’absorption
et d’émission de la paire donneur-accepteur impliquée dans la triade 4°T4"" (figure 1V.3, a) est
sensiblement moins bon que dans la triade lipophile “°Ta4, puisque I’absorption de la DEAC450
est intrinséequement moins solvatochrome. Par ailleurs, comme le montre le tableau 1V.3,
I’émission des trois composés se retrouve ici dans la méme gamme spectrale, ce qui rend la
mise en évidence de FRET particuliérement délicate. En effet, comme illustré sur la figure IV.3-
b), les spectres d’émission dans CH3CN/H20 (1/1) ont des allures tres similaires, avec des
maxima espacés de seulement 18 nm. Le principal signe distinctif est ici la largeur de bande

supérieure dans le cas du quadrupble As™ qui émet a partir de 425 nm.

Les cartes tridimensionnelles d’excitation/émission du quadrupdle en solution As"
(figure IV.3, c) et de la triade “*°T4" (figure 1V.3, d) sont par conséquent plus délicates a
interpréter. Cependant, a 1’aide de la superposition des courbes d’émission (figure IV.3, b), il
est possible d’observer que la tache correspondant a I’émission de la triade est moins large et
trés légerement décalée vers le rouge. La tache d’excitation directe du module DEAC450 (en

bleu clair), d’intensité moindre, peut servir de point de repere dans I’interprétation.
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Abs DEAC450 dans CH,CN/H,0 (1/1)
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Figure IV.3 : a) Recouvrement entre les spectres d’émission du donneur quadrupolaire et de I’accepteur décageur
dans CH3CN/H,0 (1/1, v/v). b) Superposition des spectres d’émission de la triade (en noir), de la DEAC450 (en vert) et du
quadrupdle A;" (en bleu) dans CH;CN/H,0 (1/1, v/v). c) Carte bidimensionnelle d’excitation/émission de I’antenne A;" ;

d) de la triade dans CH3CN/H,0 (1/1, v/v).

Le phénomene de FRET semble donc étre confirmé dans la triade hydrophile 40T 4",
mais reste impossible & quantifier sur la seule base de ces données. I faut toutefois noter qu’une
chute spectaculaire du rendement quantique de fluorescence est observée entre As™ et la triade,
qui n’émet qu’avec un @®f de 5%. La perte du caractere emissif indique une tres forte
augmentation de la proportion de phénoménes non radiatifs, ce qui est a priori positif pour le
transfert d’énergie et pour la photolibération. Ces études préliminaires seront prochainement
complétées par des expériences de photolyse a un et deux photons en milieu aqueux, en suivant
la libération du GABA par HPLC.

La stratégie d’incorporation de chaines TEG sur le quadrupdle A4 a permis de mettre au
point un systeme coopératif effectivement soluble en milieu aqueux. Les limites de cette

stratégie ont cependant été mises en évidence. La triade *°T4" n’est soluble qu’a des
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concentrations inférieures a 0,05 mM, avec 25% d’acétonitrile pour améliorer la solubilité, ce
qui n’est que partiellement compatible avec une utilisation en neurosciences. En outre, si la
baisse globale du rendement quantique d’émission est plutdt positive en termes d’efficacité de
photolibération, elle peut toutefois étre problématique pour le phénoméne de transfert
d’énergie. La présence de molécules d’eau a proximité directe du systéme m-conjugué du
quadrupdle A4™ fait en effet chuter sensiblement son @+ lorsque la proportion d’eau augmente
encore. La potentielle auto-organisation du systeme nous a conduits, pour remeédier a cela, a

développer en paralléle un systeme « amphiphile » conservant un ceeur fluoréne lipophile.

III. Synthese de tétrades pour la libération d’agents anticancéreux

Les tétrades, systéemes coopératifs comportant trois antennes pour une seule cage, ont
été imaginées en paralléle des dyades et triades. Le coeur de ces systémes est désigné de fagon
a garder une certaine lipophilie pour empécher un quenching de fluorescence trop important.
Les groupements hydrosolubilisants sont disposes a la périphérie du quadrupdle, ce qui confére
a I’édifice un certain caractére amphiphile pouvant a terme entrainer de 1’auto-assemblage en

solution.

Face aux difficultés de synthese rencontrées avec la chimie des coumarines, des cages
de la famille des biphényles ont brievement été considérées. Les décageurs du type EANBP
sont en effet potentiellement compatibles avec 1’approche coopérative mise en ceuvre.
Toutefois, les premiers essais de synthese ont montré de sérieuses difficultés pour 1’obtention
des acides boroniques (ou esters boroniques) nécessaires a la formation du biphényle. Notre
choix s’est finalement porté sur I’analogue nitrodiphénylacétylene (NDPA) rapporté
récemment par Schelke et al. Celui-ci présente en effet un rendement quantique de
photolibération de 22% pour un acide carboxylique, et un systéme push-pull étendu lui
conférant une absorption autour de 400 nm. Un analogue de ce composé, greffable par une
fonction amine terminable, a alors été développé (schéma 1V.12). A ce module décageur
(NHBoc)NDPA-[CLB] vient s’ajouter le dérivé coumarine (NHBoc)DEAC450-[CLB], dont

la majorité de la synthése a été présentée dans le chapitre I11.
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NO,

ST Sheaa e
e H -

Cl ¢]]
A Q)
(NHBoc)DEAC450-[CLB] ~_N (NHBoc)NDPA-[CLB]
®,=39% O, =26%
Raps™X = 450 nm Aabs™2X = 400 nm

Schéma IV.11 : Modules décageurs greffables par fonction amine ciblés pour I'élaboration de tétrades décageant des

agents anticancéreux.

IL.1. Synthese d'un module décageur diphénylacétyléne greffable

Contrairement aux biphényles envisagés dans un premier temps, la synthése du module
NDPA est ici basée sur des couplages de Sonogashira tolérant de nombreux groupements
fonctionnels. Le module décageur peut étre divisé en trois synthons (schéma IV.13) : la partie
aromatique supérieure électroattractrice et responsable de la photochimie, comme dans les
cages de la famille NPPOC. La partie aromatique inférieure, électrodonneuse et comportant une
fonction amine terminale protégée, est connectée par un lien éthynyle pour étendre le systeme
n-conjugué. Une synthése convergente, telle que décrite dans la littérature, 124121 g été choisie
et adaptée a nos besoins. Les deux parties aromatiques sont ainsi synthétisées séparément pour

ensuite étre assemblées par couplages de Sonogashira.

NO,
e
= NO, X
If —> s M
-~
=
| X SN NHBoc
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SN NHBoe

Schéma IV.12 : Approche rétrosynthétique de la cage NDPA.

lIL.1.1. Préparation du synthon aromatique attracteur
La partie aromatique supérieure, décrite dans la littérature,[*24! est obtenue en trois étapes

a partir du 1-bromo-4-nitrobenzéne 182 disponible commercialement (schéma 1V.14). La
premiere étape est une « substitution nucléophile aromatique indirecte ». Cette réaction de
substitution des hydrogénes d’un nitroaréne,?’% est utilisée ici pour introduire le groupement
acetate de tert-butyle en position ortho du nitro. Le carbanion nitrobenzylique formé au cours

du mécanisme réactionnel présente une couleur bleue trés caractéristique liée a sa tres forte
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conjugaison, qui est un indicateur de 1’addition nucléophile sur le dérivé aromatique. Le choix
d’utiliser a la fois le tert-butanolate de potassium et le réactif ester de tert-butyle permet d’éviter
tout probléeme éventuel de transestérification. Par ailleurs, la réactivité et la sélectivité de cette
réaction est contrélée par la présence du groupe nitro électroattracteur sur le cycle aromatique.
Le groupe nitro étant ortho/para directeur et la position para bloquée, le rendement en produit
substitué 183 est finalement presque quantitatif.

o)
NO2 NO, NO,

a

OtBu OtBu Mel OtBu
—_— - .
tBUOK, DMF © NaH, THF o
ta., 2h 0°C-ta., 16 h

B 94% Br 62% Br
182 183

THF
0°C,3h
78%

184
©)VOH DIBAL-H
Br

185

Schéma IV.13 : Synthése de la partie aromatique électroattractrice.

La seconde étape est I’alkylation du carbone en position benzylique sur le composé 183.
Cette position est rendue doublement réactive, d’une part a cause des effets électroniques du
cycle aromatique, mais aussi parce qu’elle se situe en o du carbonyle de I’ester qui a un effet
électroattracteur et aura donc tendance a abaisser le pKa. Dans un premier temps, le mono-
anion est préformé en ajoutant un seul équivalent de NaH a une solution de 183 dans le THF a
0 °C. L’observation d’un dégagement gazeux de Ha et I’apparition d’une coloration bleue apres
10 minutes d’agitation confirment la formation de I’anion. L’iodure de méthyle est alors ajouté
et la réaction est poursuivie a température ambiante pendant une nuit. Le produit mono-alkylé

184 est obtenu apres purification sur colonne de silice avec un rendement de 62%.

La derniére étape est une réduction de I’ester en alcool avec de I’hydrure de
diisobutylaluminium. L’emploi de DIBAL-H est ici préféré a celui d’autres agents réducteurs
tels que LiAIH4, plus classiqguement employé pour la réduction des fonctions esters, afin
d’éviter tout probléme de déhalogénation du cycle aromatique et d’éventuelle réaction parasite
avec la fonction nitro. Deux équivalents d’hydrures sont nécessaires a la réduction de 1’ester.

L’alcool 185 formé suite & I’hydrolyse acide, est isolé avec un bon rendement.
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lIL.1.2. Préparation du synthon aromatique donneur avec espaceur greffable
La partie « inférieure » de la cage NDPA, initialement décrite par Schelke et al. avec

des chaines diéthyléne glycol, a ici été modifiée de fagon a introduire une amine greffable.
Plutét que de conserver I’espaceur éthyléne glycol, qui impliquerait de procéder a deux
alkylation de la 4-iodoaniline, nous avons décidé d’opter pour un espaceur aliphatique court.
De cette facon, la synthése est raccourcie, et réalisée a partir de la N-Ethyl-N-
hydroxyéthylaniline 101, disponible commercialement et déja rencontrée dans le chapitre Il
(schéma 1V.15).

L’introduction de la fonction amine terminale a partir du synthon de départ 101 est alors
réalisée par une séquence de trois étapes sans purification. Une réaction de mésylation de
I’alcool 101 est tout d’abord réalisée. Le mésylate, formé en une heure, n’est pas isolé, mais
directement substitué par ajout d’azoture de sodium dans le DMSO. L’azoture 186 est ainsi
obtenu avec un rendement quantitatif sur grande quantite, selon cette procédure décrite dans la

littérature.[271)

( 1. MsCl, Et;N, Et,0 ( 1. PPhs THF (

N ta.,1h N ta.,2h N
~oH ~TN, T " NH,
2. NaN3 DMSO 2. H,O, THF
101 80 °C,3h 186 t.a., 16 h 187
quant. 91%

Schéma IV.14 : Préparation de I’'amine 187 par une séquence de mésylation, substitution, et réduction.

La fonction azoture est ensuite réduite par réaction de Staudinger en présence de
triphénylphosphine. Aprés hydrolyse de I’iminophosphorane formé au cours de la réaction,
I’amine 187 est purifiée par une série de traitements acido-basiques permettant d’éliminer
I’oxyde de triphénylphosphine. L’intermédiaire 187 est alors obtenu a 1’échelle de plusieurs

grammes avec un rendement presque quantitatif sur ces trois étapes.

Pour des raisons pratiques, la fonction amine terminale a ensuite été protégée par
traitement avec une quantité steechiométrique de dicarbonate de di-tert-butyle. Le produit 187
étant une huile, cette réaction de protection a éte realisee sans solvant, par ajout direct de Boc,O
dans un ballon placé dans un bain a ultrasons (schéma 1V.16). La fin du dégagement de CO>
caractéristique de la réaction de protection est notée aprés 4 minutes, et la CCM montre
effectivement la conversion totale du produit de départ. Le produit 188 est alors séché sous vide
pour éliminer les traces de tert-butanol formé au cours de la réaction, et obtenu pur avec un

rendement quantitatif.
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uant. |
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Schéma IV.15 : Syntheése de I'intermédiaire iodé 189.

L’intermédiaire 188 est ensuite iodé dans les conditions électrophiles utilisées sur les
synthons voisins présentés dans le chapitre 11. La réaction est ici tout aussi efficace, et le produit
iodé est obtenu avec un rendement de 96% sans purification. Il faut noter que cette série de 5
étapes peut Etre réalisée sur des échelles de plusieurs grammes puisqu’elle ne nécessite que des

traitements aqueux, et que le produit est obtenu 189 avec un rendement global de 87%.

l11.1.3. Assemblage du module décageur par couplages de Sonogashira
L’obtention des deux intermédiaires halogénés 185 et 189 permet d’envisager

I’assemblage de la structure push-pull par couplages organométalliques. Un couplage de
Suzuki-Miyaura a un temps été envisagé pour former un analogue greffable de ’EANBP, mais
nos efforts se sont rapidement concentrés sur le couplage de Sonogashira aboutissant a la

formation d’un dérivé du tolane.

L’introduction du lien acétylénique est alors effectuée par couplage croisé entre
I’intermédiaire donneur 189 et le TMSA dans les conditions décrites précédemment dans ce
manuscrit (schéma 1V.17). L alcyne protégé 190 est obtenu avec un trés bon rendement de 88%

apres purification.

TMS
NO,

| Ii OH
=—TMS 185 O
Pd(PPh3),Cl, (2 mol%) Pd(PPh3),Cl, (2 mol%)
Cul (2 mol%) Cul (2 mol%) | |
Et;N, THF TBAF, EtsN, THF

N N
r \L 40°C, 16 h r \L 40°C, 16 h 191
88% 64% O
189 190

NHBoc NHBoc
N
T "SNHBoc

Schéma IV.16 : Assemblage des parties aromatiques électrodonneuse et électroattractrice par double couplage de

Sonogashira.

Une seconde réaction de Sonogashira est ensuite effectuée dans les mémes conditions
que precédemment entre 190 et 185, avec déprotection du groupement triméthylsilyle par
introduction de TBAF in situ. Par cette séquence, le diphénylacétylene 191 correspondant est

obtenu avec un bon rendement, et peut ensuite étre utilise pour cager le chlorambucil.



Chapitre 1V

lI1.1.4. Protection des agents anticancéreux CLB et CPT
Le chlorambucil, ’agent anti-cancéreux modeéle considéré dans cette étude, est cagé sur

les modules greffables NDPA et DEAC450 par estérification en présence d’un agent de
couplage, dans les mémes conditions que dans le paragraphe I1.1. La réaction est réalisée avec
les alcools 162, dérivé de la DEAC450 dérivé dont la synthétise est décrite dans le chapitre 111,
et 191 dérivé du NDPA (schéma I1V.18).

CO,H
162 191
EDC.HCI EDC.HCI
DMAP, CH,Cl, DMAP, CH,Cl,
ta., 16 h ta., 16 h
68% N 63%
olj \Lm
CcLB NO,
o
° T L
(0] /\/Cl
o Y N
o
H N NG\/ >\/\NHBOC i
L H 2 Cl
Cl
e C
(NHBoc)DEAC450-[CLB] SN~ \hpoe  (NHBOC)INDPA-[CLE]

Schéma IV.17 : Synthése des deux analogues cagés du chlorambucil.

La synthése et la purification des modules sont réalisées en salle noire avec une attention
particuliére compte tenu de la nature cytotoxique de CLB. Les versions cagées et greffables de
CLB (NHBoc)NDPA-[CLB] et (NHBoc)DEAC450-[CLB] sont alors obtenues avec des
rendements trés semblables. Ces deux intermédiaires sont alors conservés au congélateur a -

20 °C jusqu’a I’étape d’assemblage de la tétrade.

Dans I’optique d’étendre notre étude a d’autres agents anticancéreux, la camptothécine
a aussi été cageée sur les modules décageurs greffables disponibles. La structure chimique de la
CPT implique de greffer le module PPG sur la fonction alcool tertiaire par I’intermédiaire d’un
lien carbonate. La fonction carbonate implique généralement une photolyse plus lente,
conditionnée a la réaction de décarboxylation qui génere du CO, dans le milieu. Elle est
toutefois potentiellement plus résistante dans le milieu cellulaire, et prémunirait du risque de

libération de 1’agent anticancéreux avant irradiation.
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La synthése des nouveaux modules décageurs coumarine et NDPA correspondant est
réalisée en deux étapes successives (schéma 1V.19). L’alcool de la camptothécine est d’abord
mis en présence de carbonyle diimidazole pour former le carbamate intermédiaire 192. Malgré
la position tres encombrée de ce centre asymétrique quaternaire, la réaction a lieu rapidement
et efficacement. Cet intermédiaire est isolé quantitativement et caractérisé par RMN *H et °C.
Il est ensuite rapidement engagé dans la réaction avec les modules décageurs 162 et 191.

A la suite d’un traitement acide, les modules décageurs (NHBoc)DEAC450-[CPT] et
(NHBoc)NDPA-[CPT], sont obtenus sans plus de purification avec d’excellents rendements
sur les deux étapes. Le greffage de ces modules sur la plateforme P4 aura lieu prochainement
au laboratoire.

162 191
EDC.HCI, DMAP EDC.HCI, DMAP
CH2C|21 t.a., 16 CHzclz’ t.a., 16 h

quant. 71%

(NHBoc)DEAC450-[CPT] (NHBoc)NDPA-[CLB]

Schéma IV.18 : Préparation d’analogues NDPA et DEAC450 cageant I’anticancéreux CPT via une fonction carbonate.

lI1.1.5. Synthese d’une référence PMNB pour la photolyse
En prévision d’expériences de photolyse comparative, et afin d’étendre notre panel de

références, un décageur de structure voisine de la cage NDPA avait préalablement été synthétisé
au laboratoire. Pour cela, ce dérivé biphényle simple est préparé par une réaction de couplage
de Suzuki entre le dérivé bromé 185 et I'ester boronique 193 disponible commercialement
(schéma IV.20). Dans les conditions décrites par Specht et al.[*23! |e produit de couplage désiré

194 est obtenu avec un rendement convenable de 70% aprés purification.
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Pd(PPh3), Pyndlne
s Na,CO, ta, 5h PMNB-[Ac]
Toluéne, EtOH 31%
110 °C,6 h
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Schéma 1V.19 : Synthése du décageur de référence PMNB-[Ac] par couplage de Suzuki et acétylation.

Pour plus de versatilité, il a ici été choisi de cager un acide carboxylique modele. La
fonction alcool du composé 194 a donc été donc estérifiée a température ambiante en utilisant
un mélange d’anhydride acétique et de pyridine. Le rendement de la réaction est de 31 %, mais
peut probablement étre amélioré en utilisant du chlorure d’acétyle. Le décageur de référence

PMNB-[Ac] pourra étre utilisé par la suite lors d’expériences d’irradiation a 365 nm.

I11.2. Synthese de 'antenne quadrupolaire

La synthése de I’antenne quadrupolaire « amphiphile » (I)A4’ est essentiellement
semblable a celle des quadrupdles de la famille A4, et il s’agit principalement de changer la

combinaison de synthons a partir de la liste de composeés synthétisés précédemment.

Ainsi, le cceur 2,7-diromo-9,9-dibutylfluoréne 92, décrit dans le chapitre I, est couplé
avec la branche amino-terminale hydrophile 179 en conditions de Sonogashira avec
déprotection in-situ (schéma 1V.21), en utilisant la méme stratégie de désymeétrisation. La
purification sur gel de silice est ici facilitée par la trés grande différence de polarité entre I’excés
de fluorene et le produit attendu. Le produit de couplage mono-bromé 195 est alors isolé avec

un rendement trés satisfaisant.

L’intermédiaire bromé 195 est ensuite couplé avec le synthon portant la fonction de
greffage désirée. Ici, I’intermédiaire 110 portant une fonction alcool primaire est sélectionne de
facon a pouvoir ioder le quadrupdle en derniére étape, comme decrit dans le chapitre II. Le
couplage de Sonogashira entre 195 et 110 donne donc acces au quadrupdle (OH)A4” avec un

bon rendement apreés purification.
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Schéma 1V.20 : Synthése du quadrupole « amphiphile » (OH)A,’ par double couplage de Sonogashira.

Par ailleurs, au cours des investigations menées sur ces architectures coopératives
hydrophiles, le quadrupdle (OH)A4" comportant aussi des chaines TEG sur le cceur du fluoréne
a été synthétisé en couplant les intermédiaires 181 et 110 dans des conditions semblables
(schéma 1V.22). Il est obtenu avec un excellent rendement apres purification, mais n’a

finalement pas été utilisé dans la suite de ces travaux.

110

Pd(PPhj3),Cl, (2 mol%)
Cul (2 moi%) O O‘O O .

TEG 1€ TEG TBAF, Et;N, THF TEG TEG
40°C, 16 h
181 95% (OH)A,"

Schéma 1V.21 : Synthése d’un quadrupdle hydrophile greffable par une fonction alcool.

La derniere étape de synthése consiste a modifier la fonction de greffage du quadrupdle
afin de la rendre compatible avec le mode de greffage imposé par la plateforme acide gallique.
Pour cela, le groupement hydroxyle terminal présent sur le quadrupdle (OH)A4’ est remplacé
par un atome d’iode en vue d’effectuer la triple alkylation des phénols de la plateforme.
L’iodation est effectuée dans les conditions de Garegg (Schéma 1V.23), avec un rendement
quantitatif lié a I’ utilisation de triphénylphosphine supportée sur résine, qui facilite la séparation
de I’oxyde de triphénylphosphine du milieu et nous affranchit de purification sur colonne. Le

module final (1)A4’ est alors prét a étre introduit sur la plateforme.

o ==y - = L=

TEG Bu Bu CH,Cl, Bu Bu

(OH)A, 3h, ta. MAs
quant.

Schéma IV.22 : Synthése du quadrupole (1)As’ par iodation dans les conditions de Garegg.
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I11.3. Assemblage des modules

L’assemblage final de la tétrade (schémas 1V.24-26) a lieu en trois étapes consécutives
en partant du propyl gallate commercial P4, analogue a 1’acide gallique mais dont la fonction
acide carboxylique est protégée par un ester propylique. Le chromophore est additionné sur la
plateforme par une substitution nucléophile de I’oxygene sur I’iode du chromophore, dans des

conditions classiques de réaction de Williamson.

OH
(I)A4 OH
+ +
K2003 DMF
65 °C, 3 |
0" o 0" o 0" o
196a 196b 196¢
66%
N Y

~

26%

Schéma IV.23 : Fonctionnalisation de la plateforme propyl gallate par le quadrupole (1)-A,’.

Un léger exces de module quadrupolaire (1)A4 est introduit de fagon a fonctionnaliser
au maximum ’acide gallique, et maximiser les propriétés d’absorption a deux photons. Les
trois phénols n’ont intrinséquement pas la méme réactivité. Le phénol en para de la fonction
ester est en effet moins réactif et plus encombré que ceux se situant en méta, et le milieu
réactionnel est donc chauffé a 65 °C pendant trois jours de facon a optimiser les chances de

former le produit trisubstitué 196a qui est finalement obtenu avec un bon rendement.

Le mélange réactionnel montre la formation de plusieurs produits présentant des
schémas de substitution différents. Une chromatographie sur gel de silice a permis d’isoler
plusieurs fractions qui ont toutes été analysées en spectrométrie MALDI. Les spectres de masse
obtenus confirment que, sur les quatre fractions isolées, deux correspondent aux produits
disubstitués 196b et 196c qui sont formés a hauteur de 26%. La fraction la plus polaire

correspond quant a elle au produit trisubstitué attendu, isolé avec un rendement de 66%.

Afin de pouvoir greffer la cage par liaison peptidique, I’étape de déprotection de 1’acide
carboxylique est réalisée consécutivement. Cette déprotection est effectuée dans des conditions

classiques de saponification, en utilisant de la soude dans du méthanol a reflux, et en ajoutant
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du THF dans le milieu pour améliorer la solubilité du mélange (schéma IV.25). Compte tenu

de sa masse importante, I’acide carboxylique peut étre purifié¢ par dialyse apres traitement acide.

NaOH

B ——

MeOH, THF
reflux, 48 h

ﬁ quant.
196a 197

Schéma 1V.24 : Déprotection de la fonction acide de I'intermédiaire 197 en conditions basiques.

Les modules décageurs (NHBoc)NDPA-[CLB] et (NHBoc)DEAC450-[CLB] ont été
congus de fagon a pouvoir étre introduits par couplage peptidique sur 1’acide 197, formant ainsi
la liaison amide qui est un lien solide en conditions physiologiques. Dans cette optique, leurs
fonctions amines terminales sont préalablement déprotégées en conditions acides en utilisant
de I’acide chlorhydrique dans du dioxane. Une fois les chlorhydrates obtenus, ils sont couplés

a I’intermédiaire trisubstitué 197 en présence d’EDC et d’une base (schema 1V.26).

NO,
CLBO O
o}

=
N J
L X H/ L O OCLB
N o X0 1. HCI, dioxane, THF N
ta., 16h (NHBoc)NDPA-[CLB]
(NHBoc)DEAC450-[CLB]
2.197
EDC.HCI, DMAP
EtsN, CH,Cl,
ta. 48 h
0
o OCLB NDPATet ,'-[CLB]

94%

450Tet,,'-[CLB] K O
O,N

OCLB
Schéma 1V.25 : Greffage des cages (NHBoc)DEAC450-[CLB] et (NHBoc)NDPA-[CLB] sur la plateforme acide gallique par une

séquence de déprotection et couplage peptidique.
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Pour une raison inconnue, la réaction de couplage entre la coumarine et I’acide 197 n’a
malheureusement pas permis d’isoler la tétrade “*°Tets’ visée. La réaction conduit a un mélange
complexe de produits qui n’ont pas pu étre séparés sur colonne de silice du fait de leur tres forte

polarité et potentielle instabilité.

Dans le cas du module NDPA cependant, la formation du produit est bien observée sur
plaque CCM. Pour éviter une purification sur colonne de silice en salle noire sur un produit
aussi sensible, le produit brut est purifié par dialyse avec une membrane de 1 kDa afin d’évacuer
les potentiels résidus de cage n’ayant pas réagi. La spectroscopie MALDI confirme sans
équivoque que le produit est formé, toutefois la RMN H de la tétrade NCPATets’ est difficile a
interpréter, avec des signaux tres larges traduisant de probables interactions entre systémes
aromatiques, et indique que le produit est impur. Dans I’attente d’une optimisation de la voie
de synthése et des conditions de purification, en cours au laboratoire, des études
spectroscopiques préliminaires ont cependant pu étre effectuées sur ce dernier de facon a
évaluer ses propriétés optiques.

[11.4. Caractérisation photophysique

Les propriétés spectroscopiques de la cage de référence (NHBoc)NDPA-[CLB], du
nouveau quadrupdle absorbeur a deux photons (OH)A4’, et de la tétrade N°PATets’-[CLB] ont
été mesurées dans deux solvants différents : le chloroforme, solvant organique modele déja
utilisé dans le cas des dyades, mais également un mélange DMSO/H,0 (95/5, v/v), beaucoup

plus polaire et se rapprochant plus des conditions physiologiques (cf. tableau 1V.4).

Tableau IV.4. Propriétés optiques a un photon de la tétrade, et des sous-unités correspondantes dans CHCI; et dans un

mélange DMSO/H,0 (95/5, v/v).

}\‘absmax gmax )\‘emmax

Solvant Composé [nm] [M-L.ecm?] [nm] @ylal
Al 381 6.10 427 0,67

CHCl3 NDPA 388 1,1.10% 660 o]
NDPAT ot 379 2.105 430 0,42

Al 391 8,7.10% 506 0,58

DMSO/Hz0 NDPA 392 1,3.10 -[b] I

(95/5)

NDPAT gt 387 4,2.105 508 0,46

lal Rendement quantique de fluorescence, standard : FLSCN dans NaOH 0.1 M (®s = 0.90). ] Aucune émission observée.

[c] Pas d'émission observée dans les mémes conditions de mesure que la référence.
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l11.4.1. Propriétés d’optique linéaire et solvatochromie
Les propriétés optiques des trois composés considérés montrent des longueurs d’onde

d’absorption maximale Aaps™* trés voisines dans les deux solvants étudiés. Ceci implique que,
lorsque la tétrade est excitée a la longueur d’onde d’irradiation choisie pour la photolyse a un
photon (365 nm), la cage sera excitée a la fois directement, et, en cas de FRET, indirectement

par I’intermédiaire des antennes.

Un effet hyperchrome trés prononcé est mis en évidence sur les trois composes au
maximum de leur bande d’absorption. En particulier, le coefficient d’extinction molaire de la
tétrade dans le mélange DMSO/H0 atteint une valeur 1,5 fois supérieure a la somme des
absorptions des modules (figure 1V.4), traduisant cette fois un effet coopératif tres positif. Dans
le chloroforme, cet effet s’estompe et les spectres additionnés et mesurés se superposent bien,

indiquant qu’il n’y a pas d’interaction entre les modules a 1’état fondamental.

200000 - 450000 -
—=-- 3M"4 + NDPA dans CHCI3 ==+ 3M"4 + NDPA dans DMSO/5Graph920

—— Tatrade dans CHCI3 —— Tetrade dans DMSO/5Graph920
400000 —

150000 350000

300000 —

250000 H

100000
200000 —

= (M'em™)
=(M'em™)

150000
50000 100000 ~

50000 —

0
T T
300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
% (nm) 2 (nm)

Figure IV.4 : Superposition des spectres d’absorption de la tétrade et de la somme des modules dans CHCI; (a gauche),

et dans DMSO/H,0 (95/5, v/v) (a droite).

Les propriétés mesurées dans les deux solvants montrent aussi un caractére
solvatochrome positif pour I’émission de 1’antenne quadrupolaire As> (figure IV.5), qui se
retrouve logiquement dans la tétrade NPPATets’. Dans les deux composés, la bande d’émission
se décale de 80 nm avec I’augmentation de polarité. Ce décalage est accompagné d’un

¢largissement du spectre d’émission, qui s’étend jusqu’a 700 nm dans le mélange DMSO/H20.
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Figure IV.5 : Spectres d’absorption et d’émission de As’ dans CHCI; et dans DMSO/H,0 (95/5, v/v) (a gauche), et du
module décageur NDPA dans CHCI; et dans DMSO/H,0 (95/5, v/v) (a droite).

Au contraire, le spectre d’absorption des trois composés est, lui, trés peu solvatochrome.
En particulier, la bande d’absorption du composé NDPA reste presque inchangée avec
I’augmentation de polarité. Cette différence de caractére entre 1’émission du quadrupdle et
I’absorption de la cage implique un certain nombre de conséquences au niveau du transfert
d’énergie.

l11.4.2. Recouvrement spectral et transfert d’énergie

Les propriétés d’émission des modules et de la tétrade montrent que, contrairement a la
cage DEAC450, le NDPA de la famille des tolanes est trés peu fluorescent. Une tres faible
émission rouge est enregistrée dans le chloroforme, mais celle-ci disparait en présence d’eau.
Ce caractere trés peu émissif est caractéristique de beaucoup de dérivés nitrobenzenes, et se
retrouvait aussi dans les dérivés oNV et MNI du chapitre 1. La tétrade, elle, enregistre une
baisse de rendement quantique d’émission de 12 a 25%, respectivement dans le mélange
DMSO/H0 et dans le chloroforme, par rapport a la valeur mesurée pour le motif quadrupolaire
isolé. Ces observations indiquent potentiellement la présence de transfert d’énergie. Néanmoins
cette faible extinction de fluorescence montre que, contrairement au cas de la triade, le transfert

n’est pas total.

La superposition entre les spectres d’émission du chromophore de d’absorption de la
cage dans les deux solvants d’étude confirme la tendance indiquée par les valeurs de ®r. En
effet, de par le caractére solvatochrome prononce du quadrup6le (OH)A4’, le recouvrement est
largement meilleur dans le chloroforme que dans le mélange DMSO/H2O considére, ce qui

entérine la baisse de @ deux fois moindre enregistrée dans ce milieu.
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Figure IV.6 : Recouvrement entre les spectres d’émission du donneur quadrupolaire et de I'accepteur NDPA dans CHCl; (a

gauche) et dans DMSO/H,0 (95/5, v/v) (a droite).

Les données photophysiques collectées nous ont permis, a partir de 1’équation 1.33, de
déterminer un rayon de Forster pour notre systeme en milieu aqueux. En négligeant les
potentiels effets d’assemblage et en choisissant encore une valeur de k2 = 2/3, la distance a
laquelle I’antenne transmet la moiti¢ de son énergie a la cage est alors évaluée a 2,9 nm. Cette
valeur, en accord avec la distance évaluée pour la triade dans le dichlorométhane, indique que

le rayon de Forster est peu affecté par la polarité du milieu dans le cas de nos systemes.

Finalement, bien que le recouvrement soit moins important que dans le cas des
coumarines du chapitre 11, il reste largement supérieur a celui des dyades synergiques basées
sur I’0NV et le MNI. Des expériences de photolyse a un photon sont en cours d’élaboration au
laboratoire pour pouvoir suivre la libération du chlorambucil par HPLC. Le tracé des cinétiques
comparatives permettra d’évaluer 1’efficacité photochimique de cette nouvelle tétrade et de
confirmer ou non la compatibilité entre les cages NDPA et I’antenne quadrupolaire ; en mettant
en perspective les résultats enregistrés dans les systemes coopératifs N'D4 et 4°0T4 synthétisés

précédemment.

111.4.3. Propriétés d’optique non-linéaire
Les propriétés d’absorption a deux photons de la tétrade ont été évaluées dans le DMSO

(figure 1V.7). Les résultats montrent une bande d’absorption intense centrée a 720 nm, qui
correspond a la transition fortement autorisee a deux-photons dans les systemes
centrosymeétriques. L’épaulement localisé a 790 nm possede une intensité 4 fois moindre. Il
coincide avec la bande interdite située & 2A1pA™ des antennes quadrupolaires, a laquelle

s’ajoute la contribution de la cage NDPA dipolaire.
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Figure IV.7 : Spectre d’absorption a deux photons issu d’expériences de TPEF de la tétrade NPPATet,’ (rouge) dans le

DMSO. Le spectre d’absorption a un photon (noir) du composé est donné a titre comparatif.

La valeur de oo™ déterminée par expérience de TPEF s’éléve ici a 1930 GM dans la
bande localisée & 720 nm. A la longueur d’onde d’excitation de la cage seule (800 nm), le o2

enregistré atteint tout de méme 570 GM gréace a la contribution des antennes As’.

Ces valeurs sont assez largement inférieures a la réponse attendue dans un systéeme a
trois antennes. Elles sont ici données a titre indicatif, mais sont a mettre en perspective en tenant
compte du phénomeéne d’uncaging ayant lieu lors de I’excitation par le laser. Si la cinétique de
photolibération a deux photons est aussi rapide que dans le cas de la triade *°T4 (cf. chapitre
I11.), les valeurs en seraient largement faussées, et il serait difficile de conclure sur le o2 par le

biais de mesures de TPEF.

[V. Conclusions

Dans ce chapitre, I’approche modulaire mise en place depuis le début de ce manuscrit a
été adaptée a des systemes plus hydrophiles synthétisés pour la photolibération de
neuromessagers et d’actifs anticancéreux. Dans le premier cas, la synthése d’antennes
quadrupolaires a été adaptée de facon a incorporer autant de chaines triéthylene glycol que
possible. Cette nouvelle antenne a alors été utilisée pour synthétiser avec succes un analogue a
la triade “°°Ts présentée dans le chapitre 111, possédant huit chaines TEG et adaptée a la
photolibération de GABA. Si la triade en version hydrophile °T4"" conserve bien a priori le
transfert d’énergie, les études photophysiques préliminaires montrent une perte non négligeable
du caractére émissif de 1’antenne qui pourrait altérer 1’efficacité du mécanisme de transfert
d’énergie. La solvatochromie de ces antennes quadrupolaires est aussi responsable d’une perte

du recouvrement spectral dans la paire donneur-accepteur mise en jeu.
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Dans le second cas, I’antenne quadrupolaire A4’ a €té congue de fagon a conserver un
ceeur lipophile, et limiter ainsi cette perte de fluorescence. La tétrade NPPATets’, dans laquelle
I’agent anticancéreux CLB est cagé par ’intermédiaire d’un dérivé NDPA, reste cette fois
soluble et fluorescente a des concentrations de 1’ordre de 5 10° M avec 20% d’eau dans le
milieu. Avec des valeurs de o2 de I’ordre de 2000 GM a 720 nm (dans le DMSO), elle pourrait
représenter un décageur coopératif particulierement efficace si la photochimie de la sous-unité

NDPA n’est pas impactée.

En définitive, malgré des performances de photolibération a deux photons
potentiellement remarquables pour les triades et tétrades synthétisées dans ce chapitre, les
limites de 1’approche coopérative ont peut-étre été mises en évidence en abordant la
problématique du milieu aqueux. En effet, ces imposantes molécules aromatiques nécessitent
fondamentalement des efforts de synthese importants pour incorporer des motifs
hydrosolubilisants a leur structure. Malgré cela, les composés 4°°T4""-[GABA] et NPPATety’-
[CLB] synthétisés, comportant respectivement huit et six chaines TEG, ne sont solubles qu’a
des concentrations largement inférieures & 10 M, et uniquement en présence d’une quantité
minimale de solvant organique. En outre, le caractere peu émissif des antennes quadrupolaires
du type As dans I’eau, et I’importante perte de recouvrement spectral liée a leur émission trés

solvatochrome peuvent également étre des freins pour la coopérativité et 1’utilité du concept.

En cela, une approche différente basée sur I’incorporation des composés au sein de
vésicules ou émulsions de taille contrélée pourrait étre une alternative trés prometteuse. Au-
dela de la relative accessibilité de synthése des systemes coopératifs lipophiles, le nano-
environnement interne a la vésicule présenterait alors une polarité moindre qui permettrait de
s’affranchir des phénoménes photophysiques parasites énumérés ci-dessus. Le devenir de la
molécule décagée dans ce nano-environnement et son passage dans le milieu physiologique
restent toutefois la principale inconnue. Des travaux seront prochainement menés en ce sens au

laboratoire.

En ce qui concerne la tétrade amphiphile, I’étude sera prochainement complétée en
reproduisant et en optimisant la syntheése, puis en réalisant les expériences de photolyse a un et
deux photons. Des perspectives dépassant le cadre moléculaire pourront étre envisagées dans
le futur. 1l serait en effet intéressant de repenser la synthése de fagcon a inclure de longues
chaines PEG en derni¢re étape, et d’étudier le potentiel d’assemblage de ces systémes

amphiphiles en nano-objets vésiculaires, qui permettrait alors de s’affranchir de tensioactifs.
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En guise d’alternative a cette stratégic de formulation de nano-objets cinétiquement
stables, et plut6t que de modifier en profondeur la synthése des systémes coopératifs pour les
rendre plus hydrophiles, nous avons aussi orienté nos travaux vers la fonctionnalisation par
chimie de surface de nouvelles nano-plateformes, intrinsequement fluorescentes et

hydrosolubles.*

1 Ces travaux ne seront pas présentés dans ce manuscrit pour des raisons de confidentialité liées a un dépét de
brevet.
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Chapitre V.

Etudes structurales de nouveaux décageurs
dipolaires et quadrupolaires de la famille des

coumarines.
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Chapitre V

[. Optimisation de la photosensibilité des cages de la famille des coumarines :
hypotheses et cibles

Dans les chapitres précédents ont été présentés des systémes répondant a la stratégie de
coopérativité, décorrélant les phénoménes d’absorption et de photochimie. Comme en atteste
par exemple la performance de photolibération a deux photons de la triade 49Ty, les résultats
obtenus par cette approche sont tres intéressants et largement supérieurs a tous les autres
décageurs parus a ce jour. Toutefois, la synthese de ces objets est longue et parfois fastidieuse,
et la taille des molécules congues est un frein a la solubilité et & certaines applications. Pour
cela, au cours de nos investigations, nous avons souhaité nous intéresser aussi a la stratégie la
plus commune qui consiste a apporter des modifications structurelles directement sur le systeme

n-conjugué de décageurs connus.

Comme présenté dans le chapitre 1, il est en effet possible d’augmenter les performances
de photolibération a deux photons par des modifications de la structure du chromophore ;
notamment au niveau de la longueur de conjugaison et du transfert de charge intramoléculaire.
Ces évolutions permettent théoriquement d’augmenter la section efficace d’absorption a deux
photons o2. Toutefois le @y reste, lui, un paramétre imprévisible, et il est a I’heure actuelle
difficile de baser une stratégie de design sur cette grandeur. Aussi, au-dela de I’amélioration
des performances, il parait clair qu’un grand pas serait fait dans le domaine de 1’uncaging en

dégageant des tendances rationnelles sur le comportement du ®,.

En suivant conjointement ces deux problématiques, nous avons entrepris la synthése
d’une nouvelle série de décageurs de la famille des coumarines. Encouragés par les
performances photochimiques de la DEAC450, nous avons postulé que I’introduction de
groupements électroattracteurs plus forts en position 3- du squelette de la cage provoquerait
une augmentation du transfert de charge a 1’état excité, menant ainsi a une meilleure section
efficace d’absorption a deux photons, et potentiellement un meilleur dy Si le dy n’est pas affecté
de maniére significative. Dans cette optique, nous avons sélectionné des hétérocycles
électroattracteurs azotés, comme les thiazoles, oxazoles et leurs dérivés, souvent utilisés en
optique non linéaire.[?”?l Une série de cibles analogues & la DEAC450 a donc initialement été
imaginée a partir de ces hétérocycles (schéma V.1). Dans un second temps, afin de rationaliser
les relations structure-propriétés influencant le rendement quantique de photolibération chez les
décageurs coumarines, nous avons souhaité modifier le lien w-conjugué vinylique de la

DEACA450, et synthétiser des analogues dans lesquels le groupement électroattracteur est lie par
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un lien éthynyle, ou bien directement en position 3-. Enfin, la centrosymétrie ayant un réle
primordial dans 1’absorption a deux photons, des analogues quadrupolaires de ces nouveaux

décageurs ont été imaginés pour compléter la bibliotheque.

Schéma V.1 : Feuille de route des modifications structurelles envisagées a partir le DEAC450.

En outre, en combinant les effets de la DEACA450 et de la DEATC, nous avons aussi
postulé que la synthése de thiocoumarines étendues en position 3- donnerait potentiellement
acces a des décageurs dont la bande d’absorption serait significativement décalée vers le rouge

Des travaux ont donc été entrepris en ce sens.

Dans cette étude, la glycine a été choisie comme molécule d’intérét biologique modele,
pour son implication dans les processus neuronaux. En plus de son réle de neurotransmetteur,
la structure simple de cet acide aminé permet de suivre aisément la réaction de photoclivage de
I’ester par *H NMR, gréce a la différence de déplacement chimique attendue pour le CHz. Un

groupement Fmoc a été conservé sur I’amine en prévision d’un éventuel suivi par LC-MS.

II. Synthese des nouvelles coumarines n-étendues ciblées

L’extension du systéme m-conjugué des coumarines en position 3- étant effectuée
généralement par couplages organométalliques,?”®! I’intermédiaire iodé 125, dont la synthése
est présentée dans le chapitre 11, est le synthon de départ clé de cette étude. La synthéese des
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nouveaux décageurs dipolaires s’articule ensuite autour d’une succession de réactions

palladocatalysées.

I1.1. Effet du transfert de charge : synthése de dipoles vinyliques

Dans une stratégie analogue a celle présentée dans le chapitre 111, la synthése des dipdles
de la série « vinylique » est réalisée de maniére convergente, a partir de 1’intermédiaire iodé

125 et de synthons hétéroaromatiques possédant une fonction vinyle terminale.

IL.1.1. Préparation des synthons vinyl-accepteurs
La synthese des intermédiaires vinyliques est réalisée directement a partir des synthons

hétérocycliques correspondants, disponibles commercialement. Ainsi, I’introduction du
groupement vinyle terminal peut étre réalisée par différents couplages organométalliques a

partir de synthons halogénés, ou bien par réaction de Wittig a partir d’un aldéhyde.

Parmi les méthodologies envisageées, le couplage de Kumada n’est pas une option viable
a cause du motif thiadiazole sensible aux organomagnésiens. La réaction de Stille implique,
elle, I’utilisation de sels d’étain toxiques et persistants. Pour ces raisons, une réaction de Suzuki
selon la procédure décrite par Smith et al.>’*l a été choisie (schéma V.2). La réaction a d’abord
été réalisée sur les 2-chlorobenzothizole 198 et son analogue benzoxazole 199, en présence de
vinyltrifluoroborate de potassium et d’un catalyseur au palladium (II).

X BF3K
Yi© PdCl,(dppf) (2 mol%) \ Y-
o g
N Et3;N, iPrOH N
reflux, 16 h
198, Y =8 200,Y =S, 66%
199, Y=0 201,Y =0, 64%

Schéma V.2 : Syntheése des intermédiaires vinyliques 200 et 201 par couplage de Suzuki.

Par cette méthode, les composés 200 et 201 sont obtenus avec des rendements
satisfaisants aprées purification sur gel de silice. Malgré une forte activation de la double liaison,
trés appauvrie en électrons, aucune polymeérisation significative n’a été observée, et les

composés peuvent méme étre conservés a température ambiante.

La méme procédure a ensuite été adaptée au synthon benzothiadiazole visé. La réaction
est effectuée dans les mémes conditions sur le 4-bromobenzo[c][1,2,5]thiadiazole 202,

disponible commercialement (schéma V.3).
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X BF3K
PdCl,(dppf) (2 mol%)
A
Br L N EtsN, iPrOH L N
N-s reflux, 16 h N-s
202 quant_ 203

Schéma V.3 : Synthése de I'intermédiaire vinylique 203 par couplage de Suzuki.

La conversion du réactif bromé 202 étant totale, une RMN *H d’un échantillon du
mélange réactionnel a été réalisée. L’analyse confirme 1’obtention du produit 203, mais son
instabilité a température ambiante est cette fois mise en évidence par un début de polymérisation
dans le tube RMN. Pour cette raison, le produit 203 a par la suite été utilisé sans purification

pour éviter une potentielle oligomérisation.

La réaction de Suzuki a enfin été réalisée sur le 2-bromothiazole commercial dans
I’optique d’obtenir un synthon électroattracteur moins conjugué (schéma V.4). Dans les
conditions opératoires utilisées, le produit de couplage croisé 205 n’est néanmoins pas formé.
La fraction majoritaire isolée au cours de la purification par chromatographie correspond au

2,2’-bis(thiazole) issu de I’homocouplage du produit de départ.

X BF3K
PdCly(dppf) (2 mol%)

Et3;N, iPrOH \,\
reflux, 16 h Br

H
N N PhsP*—Me N
Br 3
~9 7~ )

S S tBuOK, THF S
204 205 0°C-ta., 16 h 206

\/SHBU?, 64%

Pd(PPh3), (5 mol%) /
BHT, dioxane
reflux, 2 h
<42%

Schéma V.4 : Voies de synthéses mises en ceuvre pour la synthése du 2-vinylthiazole 205.

En guise d’alternative, une réaction de Stille est réalisée entre le méme réactif bromé
204 et le tributyl(vinyl)étain en présence de tetrakis(triphénylphosphine)palladium (0) et de
BHT pour inhiber une éventuelle polymérisation radicalaire (schéma V.4). Le produit est cette
fois effectivement formé, toutefois une grande quantité de sels d’étain résiduels est observée
dans le produit isolé aprés chromatographie. Plusieurs traitements consecutifs, notamment au
fluorure de potassium, ont permis d’améliorer le taux de pureté du produit 205 en RMN *H,

sans toutefois atteindre une pureté satisfaisante.
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Pour remédier a ce probleme, une réaction de Wittig entre le thiazole-2-carboxaldéehyde
206 et le bromure de méthyltriphénylphosphonium a finalement été réalisée (schéma V.4). Il
est intéressant de noter que 1’ylure de phosphore formé par addition de tert-butylate de
potassium sur le sel de phosphonium prend une couleur jaune intense, qui disparait au profit
d’une coloration violette dés 1’ajout de I’aldéhyde 206. Le bon déroulement de la réaction peut
donc étre évalué a I’ceil nu. Le produit 205 est cette fois isolé avec un rendement de 64%, malgré

sa forte volatilité qui rend le séchage délicat.

Un analogue de la famille des oxazoles a aussi été ciblé pour compléter la série de
composes hétérocycliques. Le 2-vinyloxazole étant un composé trés volatil, le synthon visé a
été agrémenté d’un groupement ester pour augmenter sa masse molaire. La fonction ester ouvre
aussi la voie vers d’autres transformations, en particulier du greffage par une liaison amide.
Pour cela, le composé 209 est synthétisé par condensation de Hantzsch entre I’acrylamide 207
et le bromopyruvate d’éthyle 208 (schéma V.5). L’aromatisation du systéme est assistée dans
un second temps par 1’ajout d’anhydride trifluoroacétique. L’oxazole 2,4-disubstituée 209 est

ainsi obtenue avec un rendement de 62% aprés purification.

1. NaHCO3 THF

\)OL . o o 60 °C, 16 h 0/\>\
AN + r\)J\H/ t CO,Et
G 2
NH, 3 2. (CF3C0),0, THF \/LN
207 208 0°C-ta,16h 209

62%

Schéma V.5 : Préparation de I'intermédiaire vinyloxazole 209 par réaction de Hantzsch.

I1.1.2. Couplage de Heck et syntheése des décageurs correspondants
Les intermédiaires vinyliques obtenus sont ensuite couplés sur la position 3- du squelette

de la coumarine, de facon a pouvoir effectuer une comparaison directe avec les propriétés de la
DEACA450. La reaction de Heck en conditions de Jeffery, mise au point dans le chapitre 111, est
réalisée sur la coumarine iodée 125 (schéma V.6). La encore, nous avons choisi de travailler

sur I’alcool libre pour éviter les problemes liés aux déprotections et oxydations parasites.

Les conditions de couplage sont adaptées au reactif vinylique impliqué. La réaction est
ainsi menée en proportions steechiométriques pour les dérivés 200 et 201, mais un exces est
introduit dans le cas de 203 et 205 a cause respectivement de leur risque de polymérisation et
de leur volatilité. Par conséquent, les dipdles 210 et 211 sont isolés par simple précipitation,
alors que 212 et 213 sont purifies sur colonne de silice. Les rendements sont trés satisfaisants

puisqu’ils vont de 76 a 96% pour cette série de composés 210-213.
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HO
205 209
(@) X! (@)
20% N o o
125
210, R=H
(b) (
DEAC-vT-[Gly] 200 . 201 ) N\ 203
R = GlyFmoc, 52% (a) 96% (@) 92% 76% (a)

212,R=H
(b) ( (b) ( (b) (
DEAC-vBT-[Gly] DEAC-vBO-[Gly] DEAC-vBTD-[Gly]
R = GlyFmoc, 59% R = GlyFmoc, 69% R = GlyFmoc, 58%
Conditions (a) : Pd(OAc), Conditions (b) : Fmoc-Gly-OH
LiCl, n-BuyNCI, NaHCO3 EDC.HCI, DMAP
DMF, 130 °C, 1 h 30 CHyCI, t.a., 16 h

Schéma V.6 : Synthése des nouveaux décageurs dipolaires par couplage de Heck en conditions de Jeffery et estérification

entre les fonctions alcool et Fmoc-Gly-OH.

Le composé 214 est un cas isolé dans cette série. La réaction de couplage a cette fois
formé une grande quantité de produit de déhalogénation simple 116, sans oxyder la fonction
alcool. Or, le composé 116 issu de cette réaction parasite présente, quelles que soient les
conditions d’élution, un rapport frontal similaire au produit de couplage 214 effectivement
détecté en RMN H. Le produit, n’a finalement pas pu étre isolé pur.

Pour cager la glycine sur les dipdles 210-213, une estérification en présence d’EDC et
de DMAP est réalisée. Apres purification sur colonne de silice, les décageurs ciblés DEAC-
vT, DEAC-vBT, DEAC-vBO et DEAC-vBTD sont isolés avec des rendements de 1’ordre de
60%. En outre, pour une comparaison la plus rigoureuse possible lors des photolyses et des
études photophysiques, nous avons aussi synthétisé par cette méme méthode la DEAC et la
DEACA450 cageant Fmoc-Gly-OH (schéma V.7).
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OH OH
R R
N (O EDC.HCI, DMAP N 0" "0
P CH,Cl, P

ta. 16h DEAC-[Gly], R = H, 60%

- {Gly], R=H, 60%

116, R=H o CO,tBu 0o

- = 0,
153, R= /\)LN . (Asp)DEAC450-Gly, R %/\)LH co,mu - 65%

CO,tBu

Schéma V.7 : Synthése des composés de référence DEAC-[Gly] et (Asp)DEAC450-[Gly].

I1.2. Effet de la conjugaison : synthese des dipoles acétylénique et sans pont n-

intermédiaire correspondants

Afin de compléter 1’étude, nous avons souhaité diversifier les cibles en remplacant le
pont vinylique utilisé dans les composés DEAC-vT, -vBT, -vBO et -vBTD. L’introduction
d’un lien éthynyle intermédiaire, et la suppression du lien w-conjugué entre la coumarine et le

groupement électroattracteur ont alors été considérées.

11.2.1. Synthese de dipéles par réaction de Sonogashira
La méthode a priori la plus évidente pour introduire un synthon acétylénique en position

3- de la coumarine est de coupler I’intermédiaire iodé 125 avec un alcyne terminal par réaction
de Sonogashira. Pour cela, le synthon acétylénique analogue au composé 205 est d’abord

préparé a partir du 2-bromothiazole 204 (schéma V.8).

S
=——TMS 125 OH :\>
PdCl,(PPhs), (2 mol%) TMS—_ PACI,(PPhg), (2 mol%) = N
Br\(/Nj Cul (2 mol%) \(/N Cul (2 mol%) N
J ) L
S EtsN, THF s TBAF, Et;N N o Yo
204 40 °C, 16 h 215 Conditions Aou B )
36% 216

Conditions A : THF, 40 °C, 16 h
Conditions B : Toluéne, 110 °C, 16 h

Schéma V.8 : Préparation du synthon acétylénique protégé 215, et tentative de couplage de Sonogashira sur la

coumarine iodée 125.

La réaction avec le triméthylsilylacétyléne donne accés au composé 215 avec un
rendement de 36%. Il faut noter que le composé 215 s’est avéré particuliérement instable a
température ambiante, et qu’une déprotection spontanée du groupement silylé est notamment

observée.

L’assemblage du dipdle par réaction de Sonogashira a été mené dans les conditions
classiques utilisées précédemment dans ce manuscrit, avec introduction de TBAF in-situ pour

retirer le groupement silylé. La réaction a été réalisée une premiere fois dans le THF (schéma
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V.8, conditions A), et une seconde fois dans le toluéne a 110 °C (schéma V.8, conditions B),
toutefois, dans les deux cas, aucune trace du produit n’est détectée en RMN *H ou spectrométrie
de masse. La seule fraction fluorescente isolée correspond a un mélange complexe de produits

de degradation.

La réaction a été répétée une seconde fois en déprotégeant au préalable le composé
acétylénique 215, et en modifiant les conditions réactionnelles pour inclure des sels de
tétrabutylammonium stabilisant le palladium (0) (schéma V.9). Néanmoins, les mémes

constatations sont effectuées dans ces nouvelles conditions opératoires.

125 =~ N
TMS\(N KOH Q\(/N Pd(OAC), N7
) — ) L
S MeOH S n-Bu;NOAc, DMF N 0" o
215 ta,1h 217 110 °C, 16 h
quant. 216

Schéma V.9 : Préparation du synthon acétylénique terminal 217, et tentative de couplage de Sonogashira sur la

coumarine iodée 125.

La demande électronique n’étant pas favorable & cette réaction, nous avons entrepris de
I’inverser en introduisant le groupement acétyléne préalablement en position 3- de la DEAC.
Pour cela, I’intermédiaire iodé 125 est a son tour engagé dans un couplage de Sonogashira avec
le TMSA (schéma V.10). Le produit de couplage 218 est cette fois isolé avec un rendement de
57%.

= R
| PdCIy(PPhs), (2 mol%) Z
L X Cul (2 mol%) L N
N 0o EtsN, THF N 0" "o
P 40°C, 16 h P
125 218, R =TMS, 57%

219, R = C(OH)Me,, 87%

Schéma V.10 : Synthése des coumarines 218 et 219 étendues en position 3- par une fonction acétylénique protégée.

Le 2-methylbut-3-yn-2-ol, autre réactif acétylénique protegé dont la déprotection a lieu
en conditions basiques, a aussi été utilisé dans un couplage du méme type (schéma V.10).

L’alcyne 219 est isolé la aussi avec un tres bon rendement.

Suite a I’obtention de ces produits, I’intermédiaire 218 a d’abord été couplé dans les

conditions classiques de Sonogashira avec le 2-bromothiazole 204, avec introduction de TBAF
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in situ (schéma V.11). De facon surprenante, le suivi CCM de la réaction montre dans ce cas la

disparition du produit de départ sans 1’apparition de taches fluorescentes.

Dans I’optique d’identifier 1’origine du probléme, nous avons pensé reproduire ce
couplage de Sonogashira a partir de I’alcyne terminal 220 issu de la déprotection des composés
218 ou 219. La déprotection de 1’alcyne protégé par un TMS a été effectuée par du TBAF, ou
par ajout de carbonate de potassium dans le méthanol. Celle de 1’alcool 219, par de la soude

dans le toluene a chaud.

(R=TMS)
204
PdCl,(PPh3)s (2 mol%), Cul (2 mol%)
TBAF, Et;N, THF X S
OH 40°C,16 h OH :\>
Z =z N
L y L y
)N 0" o )N 0”0
216
218, R = TMS S
219, R = C(OH)Me, = py
e [ ) '/
N 0”0

Conditions
) 220

Conditions : R = TMS, TBAF, THF, t.a.,2h
R = C(OH)Me, NaOH, toluéne 80 °C, 1 h

Schéma V.11 : Tentative de préparation du dipole 216 par couplage de Sonogashira avec déprotection in situ, ou avec

déprotection préalable.

Dans les trois cas, une constatation identique est effectuée. Le produit de départ est en
effet la aussi consommé, sans former de dérivé coumarine fluorescent. Un mélange complexe
de produits de dégradation est détecté en RMN. Cette observation indique que I’échec du

couplage précédent est potentiellement li¢ a la réaction de déprotection de 1’alcyne.

La syntheése de I’analogue éthynylthiazole n’a finalement pas été poursuivie. Des
investigations sont en cours au laboratoire pour déterminer la cause de cette dégradation, et
pour modifier la demande électronique de la coumarine pour pouvoir éventuellement faciliter

le couplage de Sonogashira.

11.2.2. Suppression du pont wintermédiaire
Comme pour I’analogue acétylénique, nous avons envisagé d’effectuer la synthése

d’une coumarine comportant un hétérocycle électroattracteur directement en position 3- par

couplage de Suzuki. Le dérivé thiazole 221 comportant un ester boronique en position 2- étant
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disponible commercialement, la réaction de couplage croisé a été réalisée dans différentes

conditions résumées dans le tableau V.1.

Le couplage a d’abord été réalisé en présence d’un catalyseur au palladium (II) dont le
ligand promeut 1’étape d’élimination réductrice (entrée 1). Le produit souhaité n’est pas isolé
alors que le dimere de thiazole et le produit de déhalogénation de la coumarine sont détectés
sur plague CCM. La réaction a été reproduite dans des conditions semblables, en introduisant
cette fois directement une forte charge catalytique de palladium (0), pour les mémes
observations (entrée 2). La base carbonatée a été remplacée par du fluorure de césium (entrée
3), et I’alcool libre remplacé par le groupement méthyle, non réactif, (entrée 4) sans plus de

succés. A aucun moment un produit de couplage croisé n'a été détecté.

Tableau V.1. Etudes des conditions de couplage de Suzuki entre la 3-iodocoumarine 125 et le dérivé thiazole 221.

. <7 3 s
OO far Ysou

N 0~ 0 Conditions N 0~ >0
124, R = CH; ) 222a, R = CHj
125, R = CH,0OH 222b, R = CH,OH
Entrée R= Conditions Rdt [%]

PdCl,(dppf) (2 mol%)

1 -CH,0OH -
Na,COs, toluene/EtOH, 90 °C
Pd(PPh3)4 (10 mol%)
2 -CH,OH -
Na,COs, toluene/EtOH, 110 °C
Pd(PPh3)4(10 mol%)
3 -CH,OH -
CsF, dioxane, 100 °C
Pd(PPhs); (10 mol%)
4 -CH3 .

CsF, dioxane, 100 °C

Malgré la tendance générale du couplage de Suzuki a tolérer 1I’encombrement stérique
et une variété de groupements fonctionnels, y compris avec un caractere de base de Lewis
comme dans les dérivés thiazoles, il ne s’agit pas ici d’une alternative viable. La demande
électronique est aussi potentiellement en cause. 1l est désormais envisagé, pour compléter cette
série de composés, de procéder a la formation du squelette de la coumarine par condensation

d’un phénol sur un synthon possedant déja le groupement thiazole ou benzothiazole souhaité.
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I1.3. Effet de la symétrie : syntheése de quadrupodles a base de coumarines

Comme illustré dans plusieurs exemples du chapitre I, la centrosymétrie a une influence
conséquente sur la section efficace d’absorption a deux photons. Au cours de notre étude, nous
avons postulé que la synthése de composés quadrupolaires du type D-n-A-n-D, possédant deux
groupements protecteurs de type DEAC aux extrémités, ainsi qu’un cceur électroattracteur pour
un transfert accru de charge a 1’état excité, permettrait potenticllement d’exalter les propriétés
d’absorption biphotonique de nos cages. Selon cette idée, nous avons entrepris des experiences
préliminaires pour la synthése d’analogues quadrupolaires directs des composés dipolaires

DEAC-vBT, et -vBTD.

Depuis ’optimisation développée dans le chapitre III, les conditions de Jeffery ont
donné jusqu’ici des résultats fiables pour la synthése de dérivés 3-vinylcoumarines. Nous avons
ici souhaité mener a bien le couplage en présence d’un ceeur accepteur possédant deux fonctions
vinyles pour la synthese des quadrupdles ciblés. Dans cette optique, nous avons sélectionné un
ceeur 4,7-divinylbenzothiadiazole, et un ccoeur parfaitement centrosymétrique 2,6-

divinylbenzobis(thiazole).

En suivant le modele de la synthése du composé monofonctionnalisé 202, une double
réaction de Suzuki en présence de vinyltrifluoroborate de potassium a été réalisée sur le dérivé
dibromé commercial 223. Dans les conditions utilisées précédemment, le produit n’est toutefois
pas isolé. Aussi, un systeme catalytique plus actif a été employé en introduisant du
tétrakis(triphénylphosphine)palladium (0) (schéma V.12). Cette modification permet

effectivement 1’obtention du produit désiré avec un rendement de 49%.

Br
\/BF3K S Conditions A : PdCl,(dppf), Et3N, iPrOH
B Sy —> N ¥ reflux, 16 h, -%
(I Conditions \ Conditions B : Pd(PPhg), Cs,COj3 dioxane
L 224 N-s reflux, 4 h, 49%

Schéma V.12 : Synthése de I'intermédiaire divinylique 224 par couplage de Suzuki.

Du fait de I’absence de dérivés dihalogénés commerciaux, la synthése du cceur
benzobis(thiazole) a été réalisée par une réaction de Mannich avec déamination in-situ inspirée

de la méthode de Xiao et al. (schéma V.13).[7]
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Et,NH.HCI
N S HCHO (aq.) \ N S
~ - MU
S N EtsN (cat.), dioxane S N \
100 °C, 16 h
225 10% 226

Schéma V.13 : Préparation du synthon benzobisthiazole 226 par réaction de Mannich avec déamination in situ.

La réaction de Mannich implique la fonctionnalisation des deux méthyles du composé
de départ 225, par une attaque nucléophile sur le sel d’iminium issu de la réaction entre le
formaldéhyde et le chlorhydrate de diéthylamine. Le mécanisme proposé par Xiao et al. suggeére
ensuite une déamination assistée par 1’azote de I’hétérocycle donnant acceés au composé 226.
La mise en ceuvre de ces conditions réactionnelles a effectivement permis de détecter et d’isoler
une faible quantité du composé 226. Outre le faible rendement enregistré, ce synthon tres activé
s’est, assez logiquement, avéré tres instable. Il ne peut étre conservé que quelques heures au
congélateur avant qu’un polymeére ne se forme, ce qui rend sa manipulation et sa caractérisation

particulierement délicates.

Pour les raisons mentionnées ci-dessus, les doubles réactions de Heck ont été effectuées
rapidement aprés 1’obtention des composés 224 et 226 (schéma V.14). Malheureusement, les
conditions dures utilisées ne permettent ici pas d’isoler les quadrupdles 228 et 229. Seul le
produit d’oxydation déhalogéné 115 est identifié dans le mélange réactionnel, et il est probable

que les cceurs ¢électroattracteurs se dégradent par polymérisation.

224
HO (
' N
X Pd(OAc 226
L ( )2 7 N\ \ s N o
A\
N o~ o n-BugNClI, LiCl 0 Y \ < \ o) >
P 125 NaHCO3; DMF \ N
130 °C,1h 30 -

Schéma V.14 : Tentatives de synthéses de quadrupoles a base de coumarines par doubles réactions de Heck en

conditions de Jeffery.
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La réaction a réecemment été reéalisée avec du 2,7-divinyl-9,9-dibutylfluoréne 227
disponible au laboratoire, moins appauvri en électrons et potentiellement plus stable dans les
conditions opératoires de Jeffery. Le composeé est cette fois isolé avec un rendement de 35%
aprés purification, ce qui confirme notre hypothese concernant la trop forte activation des
doubles liaisons dans les composés 224 et 226. Les propriétés du quadrupdle 230 seront
prochainement étudiées au laboratoire pour confirmer la stratégie de design appliquée.

Les risques de cette voie de synthése en termes de stabilité des modules divinyles activés
se sont finalement confirmés. Des voies de synthese alternatives sont actuellement entreprises

au laboratoire pour remédier a ces problémes de polymérisation.

[1.4. Effet de la thionation : synthese de thiocoumarines étendues

Au cours de notre étude sur les décageurs de la famille des coumarines, I’idée de
combiner le décalage bathochrome apporté par le thiocarbonyle a celui provenant de la présence
d’un substituant -conjugué en position 3- s’est tres rapidement imposée. Plusieurs voies de
synthese peuvent étre imaginées en ce sens, selon le moment ou la réaction de thionation est
réalisée. Cette fonction chimique étant particulierement sensible, il est préférable de I’introduire

en aval du chemin de synthése, mais plusieurs options ont été étudiées en paralléle.

Pour synthétiser un analogue thioné exact a la DEACA450, une problématique de
réactivité s’est soulevée. En effet, le réactif de Lawesson posseéde une affinité supérieure pour
les carbonyles des amides que pour ceux des lactones. Aussi, nous avons souhaité appliquer le
réactif de Lawesson avant la réaction de Heck, de facon a tenter consécutivement le couplage

avec I’acrylamide 132 et s’affranchir de cette chimiosélectivité défavorable.

Pour cela, la fonction alcool du composé 125 est préalablement protégée par acétylation
avec un rendement quantitatif (schéma V.15). Le composé acétylé 231 est ensuite mis en
présence du réactif de Lawesson dans le toluéne a reflux. De fagon surprenante, le carbonyle
de la coumarine est bien transformé en thiocarbonyle, cependant la partie vinyle iodée subit
simultanément une réaction de déhalogénation. Cette affirmation est confirmée par
comparaison des déplacements chimiques en RMN *H du produit obtenu et de la DEATC

décrite dans la littérature.
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Schéma V.15 : Tentative de synthése de la 3-iodothiocoumarine 232 par thionation au réactif de Lawesson.

En guise d’alternative, la réaction de thionation a finalement été tentée sur les
coumarines m-étendues issues du couplage de Heck. Pour s’affranchir des problémes liés a la
thionation du groupement acrylamide sur la DEAC450, nous avons opté a la place pour les
dipdles 212 et 213. Leur fonction alcool a été protégée préalablement par un groupement

acétate, puis le traitement avec le réactif de Lawesson a été réalisé (schéma V.16).
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Schéma V.16 : Tentatives de synthése de thiocoumarines étendues en position 3- par thionation au réactif de Lawesson.

Malheureusement, dans les deux cas, la conversion du produit de départ en
thiocoumarine n’est pas observée sur plaque CCM, malgré plusieurs jours a reflux dans le
toluéne. Ce manque de réactivité peut étre attribuable a un fort encombrement stérique du
carbonyle dans cette position 2-, ou bien a un appauvrissement électronique de I’oxygéne par
le groupement électroattracteur voisin qui défavoriserait son attaque sur le phosphore. Tres
récemment, Lin et al., dans une stratégie similaire a la nétre, ont effectivement rapporté la
synthése de thiocoumarines étendues en position 3- par des groupements riches en électrons, 7!

ce qui supporterait la seconde hypothese.

I1I. Etudes photophysiques et photochimiques

Parmi les composés ciblés en début d’étude, seuls les diplles vinyliques DEAC-VT,
DEAC-vBT, DEAC-vBO, DEAC-vBTD ont pu étre obtenus jusqu’a présent. L’étude
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complete de leurs propriétés photophysiques et photochimiques a donc été réalisée. Pour
déterminer les performances de photolibération de cette série de dipdles, des photolyses

comparatives a 455 nm ont été réalisées dans un mélange acétonitrile/H>O (90/10, v/v).

II.1. Caractérisation photophysique
lI1.1.1. Propriétés d’optique linéaire
Les propriétés optiques des nouveaux dipdles, ainsi que de la DEAC et la DEAC450
pour comparaison, ont été mesurées dans le DMSO qui offrait la meilleure solubilité pour tous

les composés. Les valeurs sont rassemblées dans le tableau V.2.

Comme anticipé, et déja mis en évidence en comparant la longueur d'onde maximale
d'absorption pour DEAC-Gly et DEAC450-Gly, l'extension du systeme conjugué avec un
groupement vinyl-accepteur en position 3- induit un décalage bathochrome marqué de la courbe

d'absorption.

Tableau V.2. Propriétés optiques a un photon des nouveaux décageurs dipolaires et des décageurs de référence dans

le DMSO.
Aabs™* gmax €455nm AemMa
Composé 4la
[nm] [M1.cm1] [M1.cm?] [nm]

DEAC-[Gly] 382 2.0 104 - 470 0.19!
(Asp)DEAC450-[Gly] 444 3.4 104 3.2104 523 0.82[)
DEAC-VT-[Gly] 457 3.6 104 3.6 104 541 0.9416!
DEAC-vBT-[Gly] 472 4.7 10 4.110° 562 0.92!
DEAC-vBO-[Gly] 467 4.6 104 4.1104 552 0.94lb]
DEAC-vBTD-[Gly] 472 3.310% 3.010% 692 0.13(d

lal Rendement quantique de fluorescence [b] Standard : FLSCN dans 0.1M NaOH (®s= 0.9). [c] Standard : R6G
dans EtOH (®f= 0.94).

Le pouvoir accepteur plus élevé des hétérocycles azotés dans les composes DEAC-vT,
-vBT, -vBO, et -vBTD renforce légerement cette tendance. En effet, le groupement thiazole
dans DEAC-VT provoque un décalage vers le rouge de 13 nm par rapport a (Asp)DEAC450-
[Gly]. Assez logiquement, I’augmentation de la conjugaison liée a la présence du benzothiazole
dans DEAC-VBT déplace encore le Aaps™ & 472 nm, avec un effet hyperchromique significatif
supporté par l'augmentation de 30% de la valeur €™, Son homologue benzoxazole DEAC-
vBO montre un comportement similaire, quoique Iégerement moins décalé en absorption, ce
qui pourrait étre dd aux orbitales électroniques plus diffuses dans le soufre par rapport a

I'oxygeéne. Enfin, le dérive benzothiadiazole DEAC-vBTD, qui porte a priori le groupement le
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plus électroattracteur de la série, atteint également un maximum d‘absorption a 472 nm. Il
apparait également que la structure différente du cycle benzothiadiazole confere au composé
un comportement quelque peu différent, avec une valeur €™ inférieure due & une bande

d'absorption plus large et a une distribution différente des états d'énergie.

Tous les composés m-étendus de la série sont émissifs dans le DMSO, avec des
rendements quantiques de fluorescence compris entre 13 et 94%. Le caractére émissif est plus
prononcé pour notre série de dipdle que pour le composé parent DEAC450-Gly, ce qui pourrait
traduire une efficacité de photolyse moindre dans le DMSO. Les nouveaux composeés dipolaires
présentent une fluorescence trés prononcée avec des rendements quantiques d’émission de
I’ordre de 90%. La tendance dégagée en absorption se confirme en émission, avec un maximum
décalé vers le rouge a mesure que le pouvoir accepteur de I’hétérocycle augmente, de DEAC-

vT a-vBTD.

Une fois de plus, un comportement singulier a été observe pour DEAC-vBTD puisqu'il
était le seul composé présentant un caractére solvatochrome marqué (figure V.1), avec un Aem™*
compris entre 568 nm dans le toluéne et 692 nm dans le DMSO. Cette émission rouge,
caractéristique d’un état excité trés polarisé et stabilisé par I’environnement, entraine aussi un
rendement quantique d’émission trés inférieur aux autres composés. Contrairement a
I'absorption, I'émission de DEAC-vBTD est beaucoup plus affectée par le caractére

électroattracteur trés prononcé du benzothiadiazole.
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Figure V.1 : Etude de la solvatochromie en absorption et émission des composés DEAC-vBO (a gauche), et DEAC-vBTD

(a droite).

II1.1.2. Propriétés d’optique non linéaire
Pour déterminer I’effet des modifications structurelles opérées sur le systéme push-pull

de la coumarine, les propriétés d’absorption a deux photons de la nouvelle série de dipdle ont
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été mesurées dans le DMSO et comparées aux composés DEAC et DEAC450 de référence. Les

données correspondantes sont présentées dans le tableau V.3.

Les mesures effectuées sur nos les deux références montrent une seule bande
d'absorption large entre 880 et 920 nm pour la DEAC450-Gly, qui est décrite comme inactive
a 720 nm.[*%2 D'autre part, DEAC-[Gly] n'affiche qu'une seule bande & 760 nm dans le DMSO.
La tendance générale sur nos nouveaux composés montre la présence de deux bandes
d'absorption fortes, la plus intense étant dans tous les cas la plus énergétique située autour de
700 nm. La deuxiéme transition forte correspond a deux fois la longueur d'onde maximale
d'absorption a un photon, et est 1égérement moins intense. Cette dualité de longueur d’onde

d’excitation offre une certaine polyvalence pour 1’uncaging a deux photons.

Tableau V.3. Propriétés d’absorption a deux photons des nouveaux décageurs dipolaires et des décageurs de

référence dans le DMSO.

}\‘absmax zxabsmax )\‘ZPAmax szax
Composé
[nm] [nm] [nm] [GM][a]
DEAC-[Gly] 382 764 760 44
(Asp)DEAC450-[Gly] 444 888 850 129
700 191
DEAC-VT-[Gly] 914
457 920 164
710 441
DEAC-vBT-[Gly] 944
472 970 371
700 367
DEAC-vBO-[Gly] 467 934
920 267
DEAC-vBTD-[Gly] 472 944 940 140

lal Section efficace d’absorption a deux photons a la longueur d’onde Apa™2*, dérivée d’expériences de TPEF

(1GM = 100 cm? s°1).

Les valeurs de o™ enregistrées pour les nouvelles cages dipolaires sont comprises
entre 140 et 441 GM. En outre, la comparaison entre les ;™ des composés DEAC-VT,
DEAC-vBT, DEAC-vBO et DEAC-vBTD confirme et amplifie la tendance observée en 1PA.
Comme anticipé, la plus faible conjugaison du groupement vinylthiazole dans le composé
DEAC-vT donne une valeur inférieure a son analogue benzo-. Le renforcement du systéeme r-
conjugué dans le benzothiazole fait plus que doubler la valeur mesurée pour la transition la plus
intense, et la plus haute en énergie. Il est également intéressant de souligner que dans le cas des
composés DEAC-VBT et DEAC-VBO, le soufre joue un réle important dans les propriétés de

2PA, comme l'indique l'augmentation de 20% du o™ chez DEAC-vBT. Enfin, comme
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observé en 1PA, le compose DEAC-vBTD a montré un comportement différent avec une
largeur de bande plus importante, entrainant une section efficace d’absorption maximale plus
faible dans le DMSO a 940 nm.

Suite a cette observation, avons émis 1I’hypothése que la premiére bande de haute énergie
était également présente pour ce composeé, mais qu’elle ne pouvait pas étre mesurée par TPEF
en raison de 1’émission rouge/PIR observée dans le DMSO. Par conséquent, des mesures
supplémentaires ont été effectuées dans le toluéne, ou I’émission est décalée dans le jaune
(figure V.2).
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Figure V.2 : Spectres d’absorption a deux photons du composé DEAC-vBTD dans le DMSO (a gauche), et dans le

toluéne (a droite). Les spectres d’absorption a un photon (en noir) sont superposés a titre comparatif.

Le spectre d’absorption a deux photons dans le toluene a effectivement permis
l'observation d'une seconde transition a 730 nm, dont I’intensité est toutefois inférieure a la
large bande de plus basse énergie. Sa capacité d’absorption est finalement comparable a celle

du composé DEAC-VT.

I11.2. Expériences de cinétiques comparatives

L'efficacité d’uncaging a un photon de nos nouveaux composes a eté évaluée en
irradiant a 455 nm des échantillons de méme concentration (0,5 mM) dans un mélange
d’acétonitrile deutérée contenant 10% en volume de D2O. Pour des raisons de solubilité dans le
milieu d’étude, la photolyse du compos¢ DEAC-vBO a di étre réalisée a une concentration
deux fois plus faible. Le tracé des lois de vitesse a ensuite été comparé a la cinétique de notre
référence pour la photolibération sous lumiere bleue, (Asp)DEAC450-[Gly], irradiée dans les
mémes conditions expérimentales. La conversion de la réaction de photolyse a été contr6lée par
RMN *H (figure V.3, a). Au cours de l'irradiation, I'intensité du singulet correspondant a Fmoc-
Gly-OR cage (3,91 ppm) diminue, tandis qu'un singulet voisin (3,76 ppm) apparait pour l'acide

Fmoc-Gly-OH libéré. 1l est intéressant de noter que I’avancée de la réaction peut aussi étre
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contrdlée a 1’aide des doublets du groupement Fmoc conservé sur 1’amine (4,14 et 4,33 ppm,

respectivement). Une cinétique du premier ordre est vérifiée dans chaque cas (figure V.3, b).
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Figure V.3 : a) Suivi cinétique de la photolibération de Fmoc-Gly-OH sous excitation a 455 nm par RMN !H (600 MHz)

dans CDsCN/D;0 (9/1, v/v)s. b) Tracé des lois de vitesse d’ordre 1 issues des expériences de photolyse.

Les constantes de vitesse apparentes sont ensuite déduites de ces expériences. Par la
méthode décrite dans le chapitre I, et a 1’aide des valeurs de € mesurées dans le solvant de
photolyse, le rapport de ces constantes de vitesse permet de déterminer une valeur de Q.
relativement a la DEACA450 de référence. Les composés DEAC-vT, DEAC-vBT, DEAC-vBO
et DEAC-vBTD se sont tous avérés avoir une cinétique plus lente que la DEAC450, ce qui est
cohérent avec la tendance observée pour les rendements quantiques d’émission. Les résultats

obtenus sont rassemblés dans le tableau V.4.

Les rendements quantiques relatifs de photolibération de la glycine dans ’acétonitrile
contenant 10% d’eau sont au moins deux fois inférieurs a celui de la DEAC450. Le composé
DEAC-VT, comportant I’hétérocycle le moins attracteur, est le composé le plus rapide de la
série de nouveaux dipdles. En extrapolant les résultats a un milieu de photolyse similaire a celui
de la DEACA450, cela engendrerait un @, de 19,5%, ce qui reste supérieur a beaucoup de
décageurs décrits dans la littérature. L’augmentation de la conjugaison dans les composés
DEAC-VBT et DEAC-vVBO divise encore I’efficacité d’un facteur deux. Enfin, il a été constaté

que le composé DEAC-VBTD, possédant I’hétérocycle le plus attracteur, n’est pas un candidat
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adapté a I’uncaging. Sa cinétique de photolibération est plus lente que la photodégradation du

composé, et la glycine n’est finalement décagée qu’a hauteur de 57% de la steechiométrie.

Tableau V.4. Propriétés de photolibération a un et deux photons des nouveaux décageurs dipolaires dans

CH3CN/H,0 (9/1, v/v).
gmax emQ 3y
Composé Qu/ D,
[ML.cm?] [M-L.cm-1]lal [GM]b]
(Asp)DEAC450-[Gly] 3.9 104 1 13 103 0.5

DEAC-VT-[Gly] 4.0 104 0.5 7.8 103 37
DEAC-VBT-[Gly] 4.910% 0.21 4.0 10° 36
DEAC-vBO-[Gly] 4.8 10° 0.24 4.5 10 35
DEAC-vBTD-[Gly] 32104 0.021! . -

lal Photosensibilité sous excitation a un photon, déduite d’expériences de photolyses comparatives a 455 nm en utilisant
une valeur de @, = 0,39 pour (Asp)DEAC450-[Gly]. [l Photosensibilité sous excitation a deux photons (3, = 5,m* Q)
déduite des expériences de cinétique comparative a un photon dans CD3CN/D,0 et des valeurs de 5,™* dans le DMSO. [c]

Valeur rapportée dans la réf. (10913 900 nm. l9] Photodégradation du composé dans les conditions de photolyse.

Une estimation des photosensibilités a un et deux photons peut étre déduite des valeurs
de Qu obtenues. La DEAC450 reste le composé le plus sensible en 1PA, avec un g, supérieur a
10* M cm™ dans MeCN/H20 (90/10). Bien que possédant des ™ supérieurs, les nouveaux
composés dipolaires sont tous affectés par la baisse de Qu enregistrée. La photosensibilité de
nos composés en excitation biphotonique est évaluée a environ 35 GM. Il s’avere que
I’augmentation de o liée a la force du groupement électroattracteur est presque exactement

compensée la baisse de Qu concomitante.

En considérant les résultats dans leur ensemble, une tendance générale se dégage. Le
rendement quantique de photolibération des coumarines semble diminuer & mesure que le
pouvoir attracteur du groupement en position 3- augmente. Cet effet atteint son paroxysme sur
le composé DEAC-vBTD. Trés récemment, Lin et al. ont rapporté que le rendement quantique
de photolibération de leurs DEAC augmentait avec le pouvoir donneur de leurs substituants en
position 3-.12"81 Leur postulat implique une stabilisation et un piégeage du carbocation
intermédiaire assisté par le groupement styryl enrichi. Notre tendance irait finalement dans le
méme sens, ce qui représente un pas important dans la rationalisation du rendement quantique

de photolibération pour 1’¢laboration de nouvelles cages.
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[V. Conclusions

La famille des coumarines présente une richesse structurelle et une versatilité hors
norme pour le design de nouveaux décageurs. Inspirés par les performances photochimiques de
la DEAC450, les travaux entrepris dans ce chapitre ont conduit a une série de modifications
structurelles (pont =, effets électroniques, centrosymétrie, et thionation) dont la feuille de route
devait nous permettre d’établir des relations structure-propriétés. Confrontés a des difficultés
de synthése liées notamment a un manque de réactivité lors des couplages organométalliques,

seule une partie des composés ciblés a pour I’instant pu étre synthétisée.

Le comportement sous irradiation de cette série de composeés, étendus par différents
groupements vinyl-azoles électroattracteurs, a pu ensuite étre étudié dans un mélange de solvant
organique et d’eau. Les résultats montrent que les modifications opérées entrainent bien une
modification significative de o2, qui est cependant exactement compensée entre les composés
par la baisse de Qu simultanée. Trois des quatre composeés synthétisés présentent une efficacité
de photolibération a deux photons parmi les plus importantes rapportées a ce jour pour des
cages de structure simple. Contrairement au composé parent, la DEAC450, ils présentent aussi
la particularité d’étre excitables a deux longueurs d’onde distinctes dans le proche infrarouge.
Cette caractéristique pourrait potentiellement étre intéressante pour cager a la fois des
neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs avec le méme composé, et les libérer a volonté

avec deux longueurs d’ondes différentes.

L’¢étude de ces nouveaux composés a aussi permis de mettre en évidence une relation
entre la valeur du rendement quantique de photolibération des dérivés DEAC et la force des
effets électroniques des substituants introduits en position 3-. En accord avec les travaux de Lin
et al.l?"l développés parallélement aux ndtres, il semble a priori que le @, soit influencé
négativement par un appauvrissement en électrons. Ce debut de rationalisation est un pas en
avant important pour le design de décageurs plus efficaces pour applications biologiques. Cette
interprétation sera prochainement étayée par la synthése de nouveaux composés pour compléter
la présente serie. En ce sens, le quadrupdle 230, dont le cceur est cette fois électroniquement

« neutre », pourrait &tre particulierement intéressant.
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Conclusions générales

Ces travaux de thése s’inscrivent dans les larges thématiques du signalement
physiologique, et de la libération photo-induite de molécules d’intérét biologiques. A I’heure
ou les fibres ou tissus optiques médicalisés et les microscopes a deux photons se démocratisent
dans les laboratoires et les hopitaux, on ne saurait que trop en souligner les enjeux en matiére

de santé et d’avancées scientifiques.

Les groupements protecteurs photolabiles font partie de ces outils moléculaires dont la
portée dépasse les frontiéres de la chimie. La perspective de déclencher a la demande une
réponse biologique avec un stimulus aussi doux et précis que la lumiere est en effet séduisante,
mais les exigences sont a la hauteur de I’enjeu. Pour le chimiste, I’ingénierie moléculaire de
cages pouvant étre excitées dans la fenétre de transparence biologique, solubles dans 1’eau,
inertes dans le noir et dans le milieu biologique, tout en étant suffisamment efficaces pour éviter
les potentiels dommages liés a une exposition prolongée a la lumiere est un défi de taille

traversant les disciplines.

Dans ce manuscrit ont été présentés les efforts menés vers la réponse a ces
problématiques, en se concentrant sur les décageurs pouvant étre activés dans la fenétre de
transparence biologique par excitation biphotonigue. Trois stratégies de conception ont été

présentées.

La modification directe de la structure n-conjuguée du chromophore, stratégie la plus
communément appliquée, a permis de préparer plusieurs cages sensibles a deux longueurs
d’onde dans le PIR. L’étude a aussi permis de rationaliser partiellement les paramétres régissant
I’efficacité photochimique. Cette stratégie est la plus incertaine, et paradoxalement la plus facile
a mettre en ceuvre. Les coumarines sont des candidates particulierement adaptées a cette

stratégie au vu de la versatilité de leurs propriétés photophysique.

Pour pallier a I’incertitude de cette stratégie, il est possible de décorréler le phénomene
d’absorption de la photolibération en mettant au point des systémes multichromophoriques
comportant une ou plusieurs antennes a énergie. Cette méthode, présentée dans les chapitres I,
I11 et IV a permis, par un design et un choix de sous-unités appropriés, de repousser les limites
de performance de 1’uncaging a deux photons en obtenant des valeurs de &y plus de dix fois

supérieures aux meilleures cages rapportees a ce jour. Cette technique présente toutefois des



limites. La synthése de ces architectures multichromophoriques complexes est longue et
couteuse. Les composés finaux sont de taille et de poids moléculaire tres importants, avec ce
que cela implique en termes de solubilité et de compatibilité biologique. En outre, les
fluorophores utilisés pour le transfert d’énergie doivent étre adaptés a une utilisation en milieu

aqueux.

Finalement, en axant la conception sur les problématiques de biocompatibilité et
d’hydrosolubilité, des nanoparticules cceur-écorce, fonctionnalisées par chimie de surface, pour
la libération d’agents anticancéreux ont été préparées. Ces nano-objets présentent a priori toutes
les qualités requises pour une utilisation en nanomédecine, et des tests biologiques seront
prochainement menés en ce sens. Ces travaux n’ont pas €té présentés dans ce manuscrit pour

des raisons de confidentialité.

Ces trois stratégies présentent des avantages et des inconvénients. Il serait finalement
dérisoire de juger de I’intérét, puisqu’il est finalement question de trouver la bonne formule et
le bon équilibre, en tenant compte des critéres propres a chaque application. Toutefois, il
semblerait que, depuis quelques temps, les cages rapportées commencent a atteindre des
photosensibilités louables pour les applications souhaitées, méme en 2PA. Face a cette
constatation, il serait probablement souhaitable que la performance ne soit plus nécessairement
une priorité absolue, mais que les futures stratégies de design soit orientées en priorité sur la
facon de vectoriser la cage dans le milieu biologique et sur les contraintes qui lui sont

spécifiques, par le biais d’un grand dialogue interdisciplinaire.

Aussi, dans la continuité de ce manuscrit, des efforts seront prochainement menés pour
rendre les systemes moléculaires synthétisés compatibles avec une utilisation en milieu
physiologique. Il apparait que I’incorporation de motifs hydrophiles est une stratégie viable
pour les « petits » décageurs du chapitre VI. Les systéemes coopératifs « macromoléculaires »
seraient, eux, plus adaptés a une encapsulation au sein de vésicules. Cette approche permettrait
d’accéder a des décageurs ultra-sensibles a I’excitation biphotonique, de structure parfaitement

controlée et définie, qui ouvriraient potentiellement de nouvelles portes biologiques.
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Annexes

I. Table des composés

OMe (0] OH
Cl [¢]] HO OH
N.
S ¢l B ”\ ci—p” PCl
HoN ,P\ _N lljl /Ill
N P1 N
| X P 7\
N 2 Cl ClI 0 0
MMH-PSCI, I35 O

Bu Bu Bu Bu

w080 I w0

(HQ)A, (HQ)A,

Bu,N = = o\\/\oQ Bu,N = = N\/\\/O O

(HQ)A, (HQ)A,

Tee, = O‘O =

S~
N o
—_— TEG TEG L \©\OH

(HQ)A,"

OO.OO TEG\ﬁQ/\

Bu,N N on N N o4

Bu Bu 1 TEG Bu Bu Ay
(OH)A, (OH)A,'

TeG, O = O‘O = N/\

TEG TEG TEG \__oH
(OH)A,"

Oy -
BuoN O O N TEG = O O =
up 8¢ Bu \\/I \NN\/\\/I
. Bu Bu
(A, TEG
(A

O~
==~

(N3)A,

255




256

NHBoc

O o)

OAc
(C4N3)EAC-[Ac]

o BocHN\/\O

N/\/O\)
H

X

o)
(NHBoc)DEAC450-[CLB]

O\H/\/@
(0] N/\/CI

Cl

\/NV\NHBOC (NHBoc)NDPA-[CLB]

(Ty)DEAC450-[GluFmoc]

J@?rM@

(Ty)DEACA450-[GluBoc]

OAc
(C4N3)EATC-[Ac]

HOQ AN
N\N’N N

(NHBoc)DEACA450-[CPT]

NO, (NHBoc)NDPA-[CPT]




257

o (CHO)DEAC450-[GABABoc]

M@ J@EIV“Q

(CHO)DEAC450-[Ac]

N
N SR ’
O, O,
MeO O OMe MeO O OMe
= =

Xy -N- NN—,N
< X, ,-N.
g o S OMe NBup g“ JEE NBu,
MeO Bu MeO O
= =
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Annexes expérimentales

[I. Materials and methods

I1.1. Photophysical characterization

All photophysical studies have been performed with freshly-prepared air-equilibrated
solutions at room temperature (298 K). UV/Vis absorption spectra of ~10°> M solutions were
recorded on a Jasco V-670 spectrophotometer. Steady-state fluorescence measurements were
performed on dilute solutions (ca. 10°® M, optical density < 0.1) contained in standard 1 cm
quartz cuvettes using a Fluorolog spectro fluorometer. The emission spectra were corrected for
the wavelength-sensitivity of the detection unit, obtained, for each compound, under excitation
at the wavelength of the absorption maximum. Fluorescence quantum vyields of these dilute
chromophore solutions were measured according to literature procedurest?””278l using Quinine
bisulfate (QBS, ®f=0.546 in H2SO4 0.5M, Aexc = 347 nm), Fluorescein (FLSCN, ®+=0.9 in
NaOH 0.1 M, Xexc =474 nm), or Rhodamine-6G (R6G, ®f=0.94 in EtOH, Aexc =488 nm)
depending on the emission range.®?l The emission quantum yield values derived from these

measurements were calculated with Eq. 1.27, taking into account the refractive index n, the

absorbance A, and the integral of the emission Iz (A, A¢). The reported fluorescence quantum

yield values obtained via this method are within + 0.005.

Fluorescence decays were measured in a time-correlated single photon counting
(TCSPC) configuration, under excitation from a NanoLED (370 nm, 455 nm or 570 nm). The
instrument response was determined by measuring the light scattered by a Ludox® suspension.
The lifetime values were obtained from the deconvolution fit analysis of the decays profiles;
the quality of the fits was judged by the reduced y? value (0.9<y2 < 1.1). The reported lifetimes

are within + 0.1 ns.

[I1.2. 2PA cross-section measurements

TPEF method is based on the measure of the fluorescence emission induced by the
simultaneous absorption of two photons. The measurement is done relatively to a 2PA
reference,l?”® giving as a result the so-called two-photon action cross section (c2®s).
Measurements performed at each wavelength provides a value called F/P?, where F is the

fluorescence signal induced by the two-photon excitation and P is the excitation power. This



indicates that fluorescence signal must have a quadratic dependence with the power, then, to
produce reliable data, this dependence has to be checked for each wavelength in order to prevent
excited state absorption and/or saturation of the signal, overestimating the values of the two-
photon cross section. When the measurement of the sample and the reference are done as a

function of the excitation power, the 52®s of the sample is given by the following equation:

fref n? Cref F F Nyef
o=t o2 () [P (e
A TN A AV 5o,

where the subscript ref indicates the reference fluorophore, f is the correction factor taking into
account the wavelength dispersion of the response function, n is the refractive index, C is the
concentration, and the ratio in squared brackets is the refractive index correction. Determination

of the emission quantum yield of the sample hence provides access to the o> value.

In practice, 2PA cross sections (c2) were derived from the two-photon excited
fluorescence (TPEF) cross sections (c2®+) and the fluorescence emission quantum yield (®).
TPEF cross sections were measured relative to fluorescein in 0.01M aqueous NaOH in the 680-
1000 nm spectral range, and relative to Nile Red in DMSO in the 1000-1160 nm spectral
range, 1289 using the well-established method described by Xu and Webb!?8! and the appropriate
solvent-related refractive index corrections.[?®? The quadratic dependence of the fluorescence
intensity on the excitation power was checked for each sample and all wavelengths.
Measurements were conducted using an excitation source delivering fs pulses which prevents
excited-state absorption during the pulse duration, a phenomenon which has been shown to lead

to overestimated two-photon absorption cross-section values.

To scan the 680-1080 nm range, an Nd:YVO4-pumped Ti:Sapphire oscillator was used
generating 140 fs pulses at an 80 MHz rate. To scan the 1000-1200 nm range, an optical
parametric oscillator (OPO, PP-BBO) was added to the setup to collect and modulate the output
signal of the Ti:Sapphire oscillator. The excitation was focused into the cuvette through a
microscope objective (10X, NA 0.25). A Chameleon Ultra 1l (COHERENT) was used
generating 140 fs pulses at an 80 MHz repetition rate. The excitation was focused into the
cuvette through a microscope objective (10X, NA 0.25). The fluorescence was detected in
epifluorescence mode via a dichroic mirror (Chroma 675dcxru) and a barrier filter (Chroma
e650sp-2p) by a compact CCD spectrometer module BWTek BTC112E. Total fluorescence

intensities were obtained by integrating the corrected emission. The experimental uncertainty



of the absorption cross-section values determined from this method has been estimated to be
+10%.

[1.3. One- and two-photon photolysis experiments

The one-photon uncaging sensitivity of the new uncagers was determined by irradiating
solutions of the new photosensitive compounds and appropriate references (oNV-[Ac]
(D = 0.6% in phosphate buffer),[*® MNI-[Ac] (@, = 8% in phosphate buffer)®1 PMNB-[Ac]
(®u =10% in phosphate buffer),[!?2l DEAC-[Ac] or DEAC-[Gly] (@, = 12% in phosphate
buffer)*>¢! for photolysis at 365 nm, and DEAC450-[Ac] or DEAC450-[Gly] (®u = 39% in
phosphate buffer)[*®? for photolysis at 455 nm, selected as standards depending on the structure
of the unknown compound) in the exact same experimental conditions, and monitoring the
conversion rate over time by *H NMR. A first order kinetics was observed for all derivatives.
Comparison of the conversion kinetics for the new compounds and reference PPG allowed
calculation of the eechQ2ch /e7ef ! ratio values, derived from Eq. 11.2. The € values at the

excitation wavelength, measured in the same non-deuterated solvent, then allowed the

determination of the Q&< /d"*/ ratio, according to Eq. 11.3.

The NMR samples were prepared in the appropriate deuterated solvent and introduced
in a quartz NMR tube which was directly irradiated with two custom-made irradiation setups.
In chapter 1, samples of the same optical densities were irradiated with 3 UV-lamps

(VilberLourmat, Model VL-6.LC) arranged in a triangular configuration.

In chapter 111-V, samples of the same optical densities were irradiated at maximum
power in an “optical cage cube” equipped with two mounted high-power LED (Thorlabs
M365L2, 190mW at 365 nm; and Thorlabs M455L3, 900 mW at 455 nm).



Figure 1: Experimental setup for one-photon photolysis with NMR follow-up. Example of the photolysis of DEAC-vBTD in

CDsCN/D,0 (9/1, v/v) at 455 nm. The solution was introduced in a quartz tube which was directly irradiated in the cube.

The beam was collimated onto the sample with @2" lenses, and light was collected at
the end of the optical path with two aluminum mirrors. The optical cage lid and bottom were
custom-designed and 3D-printed in order to contain both a cuvette holder and an NMR tube

holder, for total reproducibility of experiments. The irradiation was mounted on a printed plastic
support equipped with a VVariomag magnetic micro-stirrer.

Figure 2 : Experimental setup for one-photon photolysis in cuvette. Test experiment with FLSCN in 0.1M NaOH at

455 nm.

Two-photon photolysis experiments were performed on the TPEF setup. Photolysis of
the stirred samples (1.2 mL, 0.5 mM) were carried out at the desired wavelength and power in

10x4 mm cuvettes. The progression of the photorelease was monitored periodically by *H
NMR.



Figure 3 : Experimental setup for two-photon photolysis. Example of the photolysis of DEAC-[Ac] in CD,Cl, at
700 nm (1W).

I1.4. Synthesis and characterization

All air and moisture sensitive manipulations were carried out using standard techniques,
with flame-dried reaction vessels, anhydrous solvents, and under argon atmosphere. Toluene,
CHClI2, MeCN, Et,O and THF were dried over two columns of alumina and degassed in an
Innovative Technologies Pure Solve solvent purification system. N,N-dimethylformamide and
EtsN were freshly distilled over CaH» before use. Alternately, THF was freshly distilled over
sodium/benzophenone before being used. Extraction and column chromatography solvents
were purchased in anhydrous form, and used as received. Palladium (Il) acetate was
recrystallized from chloroform before being used. Tetrakis(triphenylphosphine)palladium (0)
was prepared according to the procedure described by Coulson et al.[?8 All reagents were
purchased from Fisher Scientific, Aldrich, TCI, Fluorochem or Strem and used without further
purification unless indicated otherwise. All air and moisture sensitive manipulations were
carried out using standard techniques, with oven-dried reaction vessels, anhydrous solvents,
and under argon atmosphere. Thin layer chromatography (TLC) was performed on Merck silica
gel 60 F254 aluminum plaques, and column chromatography was performed on Macherey-
Nagel silica gel 60 (40-63 um). Dialysis was performed in the appropriate solvent using

Spectrum Laboratories pre-treated regenerated cellulose membranes of the appropriate cut-off.

'H, 13C, and 3P NMR spectra were recorded on a Bruker Advance 11 200 spectrometer
at 200 MHz and 50 MHz, on a Bruker Advance | 300 spectrometer at 300 MHz, 75 MHz and
121 MHz, on a Bruker Advance I1 400 spectrometer at 400 MHz and 100 MHz, or on a Bruker
Advance 111 600 spectrometer at 600 MHz, 150 MHz and 243 MHz respectively. Shifts (3) are



given in parts per million with respect to solvent residual peak, and coupling constant (J) are

given in Hertz.
Melting points were measured on a Stuart SMP 10 instrument.

HRMS-ESI spectra were recorded by the CESAMO (Bordeaux, France) on a QStar Elite mass
spectrometer (Applied Biosystems). The instrument is equipped with an ESI source and spectra
were recorded in the negative/positive mode. The electrospray needle was maintained at 4500
V and operated at room temperature. Samples were introduced by injection through a 20 uL
sample loop into a 400 pL/min flow of methanol from the LC pump. HRMS-FD spectra were
performed on a TOF mass spectrometer AccuTOF GCv using an FD emitter with a voltage of
10 kV. One to two microliters solution of the compound is deposited on a 13um emitter wire.
MALDI-MS spectra were performed by the CESAMO (Bordeaux, France) on a
Voyager mass spectrometer (Applied Biosystems). The instrument is equipped with a pulsed
N> laser (337 nm) and a time-delayed extracted ion source. Spectra were recorded in the
positive-ion mode using the reflector and with an accelerating voltage of 20 kV. Samples were
dissolved in CH2Cl> at 10 mg/ml. The DCTB matrix (T-2-(3-(4-t-butyl-phenyl)-2-methyl-2-
propenylidene)malononitrile) solution was prepared by dissolving 10 mg in 1 mL of CH2Cl..
A MeOH solution of cationisation agent (Nal, 10 mg/mL) was also prepared. The solutions
were combined in a 10:1:1 volume ratio of matrix to sample to cationisation agent. One to two

microliters of the obtained solution were deposited onto the sample target and vacuum-dried.
Infrared spectra were recorded using a FT-IR Perkin Elmer Spectrum 100 Optica.
[II. Experimental procedures

IL.1. General procedures
General procedure for the preparation of caged acetic acid (Proc. A):

To a stirred solution of the 4-hydroxymethylcoumarin (1 eq.) in dry THF under argon
atmosphere were added successively EtsN (1.2 eq.) and acetyl chloride (1.1 eq.) dropwise over
5 minutes. The resulting mixture was stirred at r.t. for 4 h, then it was filtered over Celite® and

evaporated to give the expected compound. Further purification was achieved when necessary.


http://www.univ-lille1.fr/master-proteomique/proteowiki/index.php?title=T-2-%283-%284-t-butyl-ph%C3%A9nyl%29-2-m%C3%A9thyl-2-prop%C3%A9nylid%C3%A8ne%29malononitrile&action=edit
http://www.univ-lille1.fr/master-proteomique/proteowiki/index.php?title=T-2-%283-%284-t-butyl-ph%C3%A9nyl%29-2-m%C3%A9thyl-2-prop%C3%A9nylid%C3%A8ne%29malononitrile&action=edit

General procedure for the bromination of the 3-position of the coumarin backbone (Proc.
B):

The compounds were obtained following a procedure slightly modified from literature.[62 To
a stirred solution of the coumarin (1 eq.) and sodium acetate (0.1 eq.) in acetonitrile under argon
atmosphere was added N-bromosuccinimide (1.1 eq.). The resulting mixture was stirred in the
dark at r.t. for 2 h, then it was concentrated under reduced pressure. Further purification was

achieved when necessary.

General procedure for the Heck coupling between 3-halogenocoumarins and the vinyl

moieties (Proc. C):

Preliminary notes:

The following Heck coupling, carried out in Jeffery conditions, must be achieved in
strictly inert and anhydrous conditions. When solid, the vinyl-synthon was added into the flask
along with the other powders, prior to lyophilization. If liquid, it was added as a solution in
degassed DMF. Appropriate work-up and purifications are indicated below.

Procedure:

In a Schlenk tube were introduced under argon atmosphere lithium chloride (1.7 eq.),
tetrabutylammonium chloride (1.1 eq.), NaHCOs3 (3 eq.), and the 3-halogenocoumarin (1 eq.).
The powders were freeze-dried in the Schlenk for 2 h. The flask was then immediately
connected to a Schlenk line, purged and refilled with argon 3 times, then the vinyl synthon was
added in dry DMF (0.1 M) and argon was bubbled into the mixture for 15 minutes. Finally,
Pd(OAC). (5 mol%) was added, the tube was sealed with a screw cap, and the mixture heated
to 130 °C until completion of the reaction. Upon cooling down to room temperature, the

reaction was quenched with water, and appropriate work-up and purification were carried out.
General procedure for esterification with peptidic coupling agents (Proc. D):

To astirred mixture of the acid (1.1 eq.) and N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide
hydrochloride (1.1 eq.) under argon atmosphere in dry CH>Cl, (0.1 M) were added successively
the alcohol (1 eq.) and catalytic DMAP (one crystal). The resulting mixture was stirred at r.t.

overnight in the dark, then it was directly purified by column chromatography of silicagel.



I11.2. Chapter II: compounds and procedures

(E)-(2-(4-methoxybenzylidene)-1-methylhydrazinyl)phosphonothioic dichloride (P1):

4-Methoxybenzaldehyde (1.0 g, 7.34 mmol, 1 eqg.) was dissolved
in dry THF (15 mL) at O °C under argon atmosphere, then a solution of
MMH-PSCI2 in CHCI3 (0.24M, 30.6 mL, 7.34 mmol, 1 eq.) was added

and the mixture was allowed to warm up to r.t. overnight. Solvents were then removed under

vacuum, and the residue was dissolved in warm Et,O and poured into pentane. After 5 min, the
resulting precipitate was collected by filtration. This operation was repeated twice, and the solid

was finally washed with pentane to give P1 as pale yellow needles (1.52 g, 70%b).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.70-7.67 (m, 3H), 6.95 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.83 (s,
3H), 3.48 (d, 3Jup = 14.3 Hz, 3H). 3P NMR (121.42 MHz, CDCl3), 3 (ppm): 63.4. 3C NMR
(50 MHz, CDCls), & (ppm): 161.5, 142.0 (d, 3Jcp = 18.7 Hz), 129.1, 127.1, 114.4, 55.5, 31.9
(d, 3Jcp = 13.2 Hz).

2,7-diiodofluorene (89)

O O A stirred mixture of fluorene (10.0 g, 60.2 mmol, 1 eq.) in a mixture
N1 | of AcOH (100 mL), H2S04 (1.4 mL) and HzO (4 mL) was heated to 75

89

°C until complete dissolution. Crushed I (10.5 g, 41.5 mmol, 0.69 eq.)
and Hs10s (6.50 g, 28.5 mmol, 0.47 eq.) were then added, and the mixture was stirred at 75 °C
for 4 hours. Upon cooling down to room temperature, the resulting brown precipitate was
collected by filtration, and washed successively with a KOH solution (1 M, 40 mL), with water
(40 mL), with a Na2S»03 saturated solution (2 x 40 mL), with water (2 x 40 mL), and with
petroleum ether (2 x 40 mL). The resulting brown powder was recrystallized from cyclohexane
(100 mL) and washed with pentane to give 89 as a pale brown powder (14.74 g, 63%).

Analytical data were in accordance with literature. 284l

'H NMR (CDClIs, 200 MHz), 8 (ppm): 7.88 (s, 2H), 7.71 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 8.1
Hz, 2H), 3.84 (s, 2H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), 8 (ppm): 144.8, 140.4, 136.0, 134.1, 121.6,
92.4, 36.3. Melting point: 216 °C.



9,9-Dibutyl-2,7-diiodofluorene (91)

O O To astirred solution of KOH (9.2 g, 0.16 mol, 10 eq.) in water (10 mL)
! $ ' | was added n-BusNBr (1.10 g, 3.2 mmol, 0.2 eq.) and was stirred 15
5“918“ min at r.t. for complete dissolution. Toluene (16 mL) and 2,7-

diiodofluorene (6.80 g, 16.0 mmol, 1 eq.) were then added, followed
by 1-bromobutane (10.4 mL, 96.0 mmol, 6 eq.). The resulting dark green mixture was stirred
at room temperature for 72 h, then it was diluted with water (100 mL), and extracted with
CH2Cl; (3 x 40 mL). The combined organic layers were dried over Na,SOa, filtered and
concentrated under reduce pressure. The resulting crude was purified by column
chromatography of silica gel (eluent: Petroleum Ether, 100%) to afford 91 as a white powder
(6.97 g, 82%). Analytical data were in accordance with literature.[?8l
'H NMR (CDCls, 200 MHz), & (ppm): 7.70 — 7.60 (m, 4H), 7.41 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 2.02 -
1.80 (m, 4H), 1.20 — 0.97 (m, 4H), 0.69 (t, J = 7.3 Hz, 8H), 0.61 — 0.45 (m, 4H). 3C NMR
(CDCls, 75 MHz), & (ppm): 152.5, 139.7, 136.0, 132.0, 121.5, 93.1, 55.4, 39.9, 25.8, 22.9,
13.7. Melting point: 134 °C.

9,9-Dibutyl-2,7-dibromofluorene (92)

To a stirred solution of KOH (31.5 g, 562 mmol, 10 eq.) in water (40
Br 0.0 Br

mL) was added n-BusNBr (3.62 g, 11.2 mmol, 0.2 eq.) and was stirred

BUQZB” 15 min at r.t. for complete dissolution. Toluene (60 mL) and 2,7-

dibromofluorene (18.2 g, 56.2 mmol, 1 eq.) were then added, followed
by 1-bromobutane (36.0 mL, 337 mmol, 6 eq.). The resulting dark green mixture was stirred at
room temperature for 48 h, then it was diluted with water (100 mL), and extracted with CH2Cl>
(4 x 60 mL). The combined organic layers were dried over Na>SOa, filtered and concentrated
under reduce pressure. The resulting crude was purified by filtration over a short pad of silica
gel (dry load, 70 g of silicagel; eluent: Petroleum Ether, 100%) to give 92 as a white powder

(23.5 g, 96%6). Analytical data were in accordance with literature.[?¢]

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.55 — 7.50 (m, 2H), 7.45 (dd, J = 7.1, 1.7 Hz, 4H),
1.97 — 1.86 (m, 4H), 1.17 — 1.00 (m, 4H), 0.69 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.63 — 0.49 (m, 4H). 13C
NMR (CDCls, 75 MHz), 6 (ppm): 152.5, 139.2, 130.1, 126.0, 121.5, 121.1, 55.5, 40.1, 25.8,
22.9, 13.7. Melting point: 118 °C.



N,N-dibutyl-4-iodoaniline (94):

/©/l To a stirred solution of N,N-dibutylaniline (5.0 g, 24.3 mmol, 1 eq.) in CH2Cl>
Bu,N (20 mL) was added NaHCOs (3.27 g, 39.0 mmol, 1.6 eq.) in H2O (100 mL). The

mixture was cooled down to 0 °C, and a solution of 1, (6.8 g, 26.8 mmol, 1.1

94

eq.) in CHxCl, (500 mL) was added dropwise over 4 h. The mixture was allowed to warm up
to room temperature overnight, then the reaction was quenched with a saturated Na,S:03
solution, and extracted with CH2Clz. The combined organic layers were dried over Na;SOs,
filtered and concentrated under reduced pressure to give a crude brown oil which was pure
enough to be used without further purification (7.76 g, 96%). Analytical data were in

accordance with literature.[288]

IH NMR (300 MHz, CDCls) 8 (ppm): 7.40 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.40 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.21
(t, J = 7.7 Hz, 4H), 1.53 (m, 4H), 1.32 (m, 4H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 6H).

N,N-dibutyl-4-((trimethylsilyl)ethynyl)aniline (96):

__es) A mixture of 94 (5.0 g, 15.1 mmol, 1 eq.) and trimethylsilyl acetylene

Z
/©/ (3.2mL, 22.6 mmol, 1.5eq.) in THF/EtsN (60 mL, 4:1 v:v) was degassed
96 with argon for 20 min, then PdCI>(PPhz)2 (212 mg, 0.302 mmol, 2 mol%)

and Cul (57.5 mg, 0.302 mmol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min

BUZN

more. The reacting mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room
temperature, filtered over Celite® and evaporated. The crude was then purified by column
chromatography of silicagel (gradient eluent: petroleum ether:CH2Cl>, 10:0 to 8:2) to give 96

as an orange oil (2.91 g, 64%). Analytical data were in accordance with literature. 28]

IH NMR (CDCls, 200 MHz), 8 (ppm): 7.29 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.38
~3.13 (m, 4H), 1.69 — 1.45 (m, 4H), 1.35 (dg, J = 14.1, 7.3 Hz, 4H), 0.94 (t, J = 7.1 Hz, 6H),
0.22 (s, 9H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 148.1, 133.3, 110.9, 108.5, 106.8, 90.8,
50.6, 29.3, 20.3, 14.0, 0.26.



((4-methoxyphenyl)ethynyl)trimethylsilane (97):

__us) A mixture of 4-iodoaniline (2.0 g, 8.5 mmol, 1 eq.) and trimethylsilyl
Z
/©/ acetylene (1.8 mL, 12.8 mmol, 1.5 eq.) in THF/EtsN (30 mL, 4:1 v:v)
MeO

97 was degassed with argon for 20 min, then PdCI>(PPh3). (59 mg, 0.090

mmol, 1 mol%) and Cul (16 mg, 0.090 mmol, 2 mol%) were added and the mixture was
degassed for 5 min more. The reacting mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled
down to room temperature, filtered over Celite® and evaporated. The crude was then purified
by filtration over a short pad of silicagel (eluent: petroleum ether:CH,Cl, 9:1) to give 97 as a
pale yellow oil (1.74 g, 99%).

IH NMR (CDCl3, 200 MHz), & (ppm): 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.80
(s, 3H), 0.23 (s, 9H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), § (ppm): 159.7, 133.4, 115.3, 113.8, 105.2,
92.4, 55.2, 0.04.

3-(4-iodophenoxy)propan-1-ol (99):
o._~_OH] To a solution of ground KOH (3.5 g, 60.0 mmol, 1.5 eq.) in absolute
||©/ 99 EtOH (50 mL) was added 4-iodophenol (10.0 g, 45.5 mmol, 1.1 eq.).

The resulting pale yellow mixture was stirred at r.t. under argon for 1 h, then potassium iodide

(680 mg, 4.1 mmol, 0.1 eq.) and 3-bromopropan-1-ol (3.6 mL, 41 mmol, 1 eq.) were added and
the mixture was heated to 50 °C for 24 h. Upon completion of the reaction, the mixture was
filtered over Celite®, and evaporated. The residue was diluted with CH2Cl, and washed with a
1M NaOH solution (2 x 100 mL). The organic layer was dried over Na,SO4 and evaporated.
The crude was further purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent:
CH:ClI2:AcOEt, 10:0 to 9:1) to afford 99 as an off-white powder (7.2 g, 63%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 8 (ppm): 7.55 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.68 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.08
(t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.8 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.0 (p, J = 6.0 Hz, J = 5.9 Hz, 2H), 1.7 (s, br, 1H).
13C NMR (CDCl3, 75 MHz), & (ppm): 158.7, 138.2, 116.9, 82.8, 65.6, 60.1, 31.9.

4-(3-(4-iodophenoxy)propoxy)phenol (100):

/@/O\/\/O\@
| 100 OH

and dissolved in 5 mL of THF. DIAD (1.0 M in THF, 1.4 mL, 1.9 eq.) was then added dropwise,

PPhs (1.70 g, 6.5 mmol, 1.9 eq.) was melted under vacuum,

purged and refilled with argon 3 times, then cooled down to 0 °C

and the resulting white slurry was allowed to warm up to r.t. over 30 min. A solution of 4-



hydroquinone (1.58 g, 14.4 mmol, 4.3 eq.) in THF (5 mL) was added, followed by another
solution of 99 (1.0 g, 3.36 mmol, 1 eq.) in THF (12 mL) added dropwise over 20 min. The
reaction was stirred at r.t. overnight, then the solvent was evaporated under reduced pressure.
The residue was diluted in EtoO (40 mL), and the resulting white precipitate was filtered off.
The filtrate was washed with a saturated NH4CI solution (2 x 50 mL), then dried over NaxSOa4
and evaporated. The crude was purified by column chromatography of silicagel (gradient
eluent: Petroleum Ether:CH2Cl., 4:6 to 0:10) to afford 100 as an off-white powder (670 mg,
50%b).

IH NMR (CDCls, 200 MHz), 3 (ppm): 7.54 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.77 (s, 4H), 6.69 (d, J = 8.8
Hz, 2H), 4.43 (s, br, 1H), 4.10 (g, J = 6.3 Hz, 4H), 2.22 (p, J = 6.3 Hz, 2H).

2-(ethyl(4-iodophenyl)amino)ethan-1-ol (102):

- To a stirred solution of 2-(N-ethylanilino)ethanol (8.0 g, 48.4 mol, 1 eq.)
/@N\/\OH in CH2Cl, (50 mL) was added NaHCO3 (6.51 g, 77.4 mmol, 1.6 eq.) in
! 102 H20 (200 mL). The mixture was cooled down to 0 °C, and a solution of I»

(14.8 g, 58.1 mmol, 1.2 eq.) in CH2Cl> (600 mL) was added dropwise over 4 h. The mixture
was allowed to warm up to room temperature overnight, then the reaction was quenched with
a saturated Na»S»0s solution, and extracted with CH2Cl2. The combined organic layers were
dried over Na>SOa, filtered and concentrated under reduced pressure to give a crude brown oil

which was pure enough to be used without further purification (13.9 g, 98%b).

IH NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7.44 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.53 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 3.77
(t, J =5.9 Hz, 2H), 3.42 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.38 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.77 (s, br, 1H), 1.13 (t, J
= 7.1 Hz, 3H). 3C NMR (CDCls, 50 MHz), & (ppm): 147.6, 137.9, 129.9, 115.1, 60.2, 52.6,
45.7, 11.9.

4-(3-(ethyl(4-iodophenyl)amino)propoxy)phenol (103):

- oul PPhsz(4.5¢g,17.0 mmol, 2.2 eq.) was melted under vacuum, purged
/@/N\/\o and refilled with argon 3 times, then cooled down to 0 °C and
[ 103 dissolved in 17 mL of THF. DIAD (1.0 M in THF, 3.6 mL, 2.2 eq.)

was then added dropwise, and the resulting white slurry was

allowed to warm up to r.t. over 30 min. A solution of 4-hydroquinone (1.9 g, 17.0 mmol, 2.2
eq.) in THF (5 mL) was added, followed by another solution of 102 (2.3 g, 7.75 mmol, 1 eq.)



in THF (25 mL) added dropwise over 20 min. The reaction was stirred at r.t. overnight, then
the solvent was evaporated under reduced pressure, and the crude oil was purified by column
chromatography of silicagel (gradient eluent: Petroleum ether:CH2Cl>, 5:5 to 0:10) to afford
103 as a colorless powder (770 mg, 26%b).

IH NMR (CDCls, 200 MHz), & (ppm): 7.44 (d, J= 9.1 Hz, 2H), 6.75 (s, 4H), 6.50 (d, J= 9.1
Hz, 2H), 4.47 (s, br, 1H), 4.03 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.65 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.43 (g, J = 7.0 Hz,
2H), 1.17 (t, 3= 7.0 Hz, 3H). *C NMR (CDCls, 50 MHz), 4 (ppm): 152.6, 149.6, 147.1, 137.7,
116.1, 115.5, 114.1, 65.9, 49.6, 45.5, 12.0.

4-(3-(4-((trimethylsilyl)ethynyl)phenoxy)propoxy)phenol (104):
A mixture of 100 (670 mg, 1.8 mmol, 1 eqg.) and
trimethylsilyl acetylene (0.39 mL, 2.7 mmol, 1.5 eq.) in

O\/\/O\©\
/©/ 104 OH
™S THF/EtsN (25 mL, 4:1 v:v) was degassed with argon for

20 min, then PdCI2(PPhz)2 (25 mg, 36 pmol, 2 mol%) and Cul (7.0 mg, 36 pmol, 2 mol%) were
added and the mixture was degassed for 5 min more. The reacting mixture was then stirred at

40 °C overnight, then cooled down to room temperature, filtered over Celite® and evaporated.
The crude was then purified by column chromatography of silicagel (eluent: CH.Cl, 100%) to
give 104 as a pale yellow oil (470 mg, 80%0).

'H NMR (CDCls, 300 MHz),  (ppm): 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.72-6.84 (m, 6H), 4.58 (s,
1H), 4.14 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.17-2.27 (m, 2H), 0.24 (s, 9H). 3C
NMR (CDCls, 50 MHz), 8 (ppm): 159.2, 153.1, 149.7, 133.6, 116.2, 115.4, 105.3, 92.6, 65.2,
64.7,29.4,0.2.

4-(2-(ethyl(4-((trimethylsilyl)ethynyl)phenyl)amino)ethoxy)phenol (105):

- /©/OH A mixture of 103 (700 mg, 1.8 mmol, 1 eg.) and

N0 trimethylsilyl acetylene (0.39 mL, 2.7 mmol, 1.5 eq.) in

/© 105 toluene/EtsN (37.5 mL, 4:1 v:v) was degassed with argon
T for 20 min, then PdCl2(PPhs)2 (25 mg, 36 pmol, 2 mol%)

and Cul (7.0 mg, 36 umol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more.

The reacting mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room

temperature, filtered over Celite® and evaporated. The crude was then purified by column



chromatography of silicagel (gradient eluent: petroleum ether:Et>0, 8:2 to 5:5) to give 105 as a
dark yellow solid (450 mg, 70%0).

IH NMR (CDCls, 200 MHz), & (ppm): 7.33 (d, J= 8.9 Hz, 2H), 6.75 (s, 4H), 6.60 (d, J= 8.9
Hz, 2H), 4,75 (s, br, 1H), 4.04 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 3.69 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 3.50-3.43 (m, 2H),
1.18 (t, J = 8.5 Hz, 3H), 0.23 (s, 9H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 152.9, 149.9,
147.7, 133.5, 116.2, 115.7, 111.4, 109.8, 106.7, 91.4, 66.2, 49.8, 45.7, 12.3, 0.4.

4-((7-iodo-9,9-dibutyl-9H-fluoren-2-yl)ethynyl)-N,N-dibutylaniline (106):

O O A mixture of 96 (600 mg, 2.0 mmol, 1 eq.), and 2,7-diiodo-
BUZN' 9,9-dibutyl-9H-fluorene 91 (3.17 g, 6.0 mmol, 3 eq.) in

Ty THF/EtsN (30 mL, 4:1 v:v) was degassed with argon for 20
min, then PdCI2(PPhz)2 (28 mg, 40 pumol, 2 mol%) and Cul (7.6 mg, 40 pumol, 2 mol%) were

added and the mixture was degassed for 5 min more. TBAF (1M solution in THF, 3.0 mL, 3.0

mmol, 1.5 eq.) was finally added and the reacting mixture was stirred at 40 °C overnight, then
cooled down to room temperature and evaporated. The crude was purified by column
chromatography of silicagel (gradient eluent: Petroleum Ether:CH2Cl>, 98:2 to 75:25) to give
106 as a bright yellow solid (778 mg, 62%0).

IH NMR (CDClz, 300 MHz) & (ppm): 7.69 — 7.58 (m, 3H), 7.52 — 7.35 (m, 5H), 6.59 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 3.29 (t, J = 7.6 Hz, 4H), 2.00 — 1.87 (m, 4H), 1.66 — 1.51 (m, 4H), 1.35 (h, J = 7.3
Hz, 4H), 1.09 (h, J = 7.5 Hz, 4H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.68 (t, = 7.3 Hz, 6H), 0.64 — 0.49
(m, 4H). 3C NMR (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 153.5, 150.2, 148.1, 140.5, 139.5, 136.0, 133.0,
132.1, 130.5, 125.6, 123.4, 121.6, 119.7, 111.3, 108.8, 92.8, 91.5, 88.1, 55.4, 50.8, 40.3, 29.5,
26.0, 23.2, 20.5, 14.2, 14.0.

4-((7-bromo-9,9-dibutyl-9H-fluoren-2-yl)ethynyl)-N,N-dibutylaniline (107):

O O A mixture of 96 (1.71 g, 5.67 mmol, 1 eq.), and 2,7-
BUZNBr dibromo-9,9-dibutyl-9H-fluorene 92 (8.66 g, 19.8 mmol,

Em1oE;u 3.5 eq.) in THF/EtsN (50 mL, 4:1 v:v) was degassed with
argon for 20 min, then PdCI>(PPhs). (79.6 mg, 0.113 mmol, 2 mol%) and Cul (21.6 mg, 0.113

mmol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. TBAF (1M solution

in THF, 8.5 mL, 8.5 mmol, 1.5 eq.) was finally added and the reacting mixture was stirred at

40 °C overnight, then cooled down to room temperature and evaporated. The crude was purified



by column chromatography of silicagel (gradient eluent: petroleum ether:toluene, 10:0 to 9:1)
to give 107 as an orange powder (2.34 g, 71%).

IH NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 7.61 (dd, J = 7.8, 0.7 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
7.49 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.48 — 7.42 (m, 4H), 7.40 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.59 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
3.29 (t, J = 7.5 Hz, 6H), 2.02 — 1.89 (m, 4H), 1.67 — 1.51 (m, 6H), 1.46 — 1.23 (m, 10H), 1.10
(h, J = 7.5 Hz, 5H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 7H), 0.69 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.65 — 0.48 (m, 4H). 13C
NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 153.3, 150.4, 147.9, 139.8, 139.6, 133.0, 130.6, 130.1,
126.3, 125.7, 123.1, 121.4, 121.3, 119.7, 111.3, 108.8, 91.5, 88.1, 55.4, 50.8, 40.3, 29.5, 26.0,
23.2,20.5, 14.2, 14.0.

4-(3-(4-((9,9-dibutyl-7-((4-(dibutylamino)phenyl)ethynyl)-9H-fluoren-2-
yl)ethynyl)phenoxy)propoxy)phenol ((HQ)A3):

A mixture of 106 (300 mg,

Bu,N O = O.O = O O/\Lo 0.475 mmol, 1 eq.), and 104

Bu Bu

(HQ)A, @OH (162 mg, 0.475 mmol, 1 eq.)
in THF/EtsN (5 mL, 4:1 viv)
was degassed with argon for 20 min, then PdCl2(PPhz)2 (6.7 mg, 9.0 pmol, 2 mol%) and Cul

(1.8 mg, 9.0 pumol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. TBAF
(1M solution in THF, 0.71 mL, 0.71 mmol, 1.5 eqg.) was finally added, and the reacting mixture
was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature and evaporated. The
crude was purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent: Petroleum
ether:CH2Cl, 5:5 to 0:10) to give (HQ)Asas a bright yellow solid (312 mg, 85%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.73 — 7.56 (m, 2H), 7.56 — 7.44 (m, 6H), 7.40 (d, J =
8.6 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.78 (d, J = 3.3 Hz, 4H), 6.59 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.42
(s, 1H), 4.18 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 4.11 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.29 (t, J = 7.3 Hz, 4H), 2.25 (p, J =
6.1 Hz, 2H), 2.12 — 1.79 (m, 4H), 1.66 — 1.50 (m, 4H), 1.50 — 1.17 (m, 4H), 1.18 — 1.02 (m,
4H), 0.97 (t, J = 7.2 Hz, 6H), 0.68 (t, J = 7.2 Hz, 6H), 0.61 — 0.48 (m, 4H). 1*C NMR (CDCls,
75 MHz) 6 (ppm): 159.0, 153.2, 151.1, 151.1, 149.7, 148.1, 140.8, 140.0, 133.2, 133.0, 130.7,
130.5, 125.9, 125.7, 123.1, 122.0, 119.9, 119.9, 116.2, 115.8, 115.7, 114.7, 111.4, 108.9, 91.4,
89.7, 89.4, 88.3, 65.2, 64.7, 55.2, 50.8, 40.4, 29.5, 29.5, 26.0, 23.2, 20.5, 14.1, 14.0. MS (ESI):
m/z = 772.6, calcd for Cs4HetNO3z (M+H)": 772.5.



4-(2-((4-((9,9-dibutyl-7-((4-(dibutylamino)phenyl)ethynyl)-9H-fluoren-2-
yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethoxy)phenol ((HQ)A4):

A mixture of 106 (265 mg, 0.42
O = O.O = O mmol, 1 eq.), and 105 (148 mg,

N/\
Bu B O\©\ .
(HQ)A, — oH| 0.42 mmol, 1 eq.) in THF/EGN

(6 mL, 4:1 v:v) was degassed with argon for 20 min, then PdCI2(PPhs). (5.9 mg, 8.4 umol, 2

BU2N

mol%) and Cul (1.6 mg, 8.4 umol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5
min more. TBAF (1M solution in THF, 0.63 mL, 0.63 mmol, 1.5 eq.) was finally added, and
the reacting mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature
and evaporated. The crude was purified by column chromatography of silicagel (eluent:
CHCI> 100%) to give (HQ)A4 as a bright yellow solid (246 mg, 75%0).

The reaction was also performed with 107 (same proportions), yielding (HQ)A4 as a bright
yellow solid (1.45 g, 96%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.62 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.50 — 7.36 (m, 8H), 6.76 —
6.77 (M, 4H), 6.68 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.59 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.52 (s, 1H), 4.08 (t, J = 6.1
Hz, 2H), 3.74 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.50 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 3.29 (t, = 7.7 Hz, 4H), 2.04 — 1.90
(m, 4H), 1.63 — 1.52 (m, 4H), 1.36 (h, J = 7.4 Hz, 4H), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.09 (h, J = 7.4
Hz, 4H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.67 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.63 — 0.53 (m, 4H). 3C NMR
(CDCls, 75 MHz) & (ppm): 153.0, 151.1, 149.9, 148.1, 147.6, 140.3, 140.1, 133.1, 133.0,
130.5, 125.8, 125.7, 122.9, 122.7, 119.8, 116.2, 115.7, 112.2, 111.6, 111.4, 110.0, 108.9, 91.3,
90.9, 88.6, 88.3, 66.2, 55.2, 50.8, 49.8, 45.8, 40.4, 29.5, 26.0, 23.2, 20.5, 14.1, 14.0, 12.4. MS
(ESI): m/z = 807.4863, calcd for CssHesN202Na (M+Na)*: 807.4860.



Typical procedure for the preparation of dyads VD14 and N'D2.4:[233]

Example of (C3)NVD4-[Ac]:

/@/O\/\/O NO,
j@R/OAc

MeO

~o

OO/\/? O Bu By
(C3)\VD,4-[Ac] = 0.0 _ O NBu,

P1 (20 mg, 67 umol, 1 eq.), and Cs2CO3 (88 mg, 0.27 mmol, 4 eq.) were suspended in anhydrous

THF (1 mL) under argon atmosphere. A solution of the uncaging module (C3)NV-[Ac] (26.3
mg, 67 umol, 1 eq.) in THF (3 mL) was then added dropwise over 10 min. The resulting mixture
was stirred at room temperature in the dark for 16 h. The suspension was then filtered over

Celite®, and the solvent evaporated to give the crude monosubstituted intermediate.

This crude and Cs2CO3 (88 mg, 0.27 mmol, 4 eq.) were re-suspended in anhydrous THF (2
mL), and the 2PA module (HQ)A4 (48 mg, 61 umol, 0.9 eq.) was added. The resulting mixture
was stirred in the dark for 16 h. Upon completion of the reaction, the suspension was filtered
over Celite®, and the solvent was removed under reduced pressure. The crude was then purified
by column chromatography of silicagel (eluent: CH>Cl> 100%) to give the expected dyad as a
yellow powder (50,2 mg, 59%).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.78 (s, 1H), 7.69 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.61 — 7.63 (m,
3H), 7.40 — 7.49 (m, 8H), 7.13 — 7.15 (m, 4H), 6.98 (s, 1H), 6.94 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.79 —
6.84 (M, 4H), 6.67 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.60 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 5.49 (s, 1H), 4.26 (t, J = 6.2
Hz, 2H), 4.12 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.93 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.73 (t, J
= 6.0 Hz, 2H), 3.49 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.28 — 3.31 (m, 7H), 2.29 — 2.33 (m, 2H), 2.16 (s, 3H),
2.05 - 1.91 (m, 4H), 1.66 — 1.52 (m, 4H), 1.37 (h, J = 7.3 Hz, 4H), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H),
1.09 (h, J = 7.3 Hz, 4H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.68 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.64 — 0.52 (m, 4H).
13C NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 170.4, 160.8, 156.2, 156.1, 153.9, 151.0, 148.1, 147.7,
147.5, 144.4 (d, ®Jcp = 7.0 Hz), 140.3, 140.1, 139.5, 139.4, 133.1, 133.0, 130.5, 128.6, 127.9,
127.1, 125.7, 125.6, 122.9, 122.6 (m), 119.8, 115.1, 114.3, 111.5, 111.3, 110.9, 110.0, 109.8,
108.8, 91.3, 90.9, 88.6, 88.3, 66.1, 65.8, 64.4, 63.4, 56.4, 55.5, 55.2, 50.8, 49.7, 45.8, 40.4, 33.1



(d, Jcp = 12.8 Hz), 29.5, 29.0, 26.0, 23.2, 21.0, 20.5, 14.1, 14.0, 12.4. 3P NMR (CDCls, 121
MHz), & (ppm): 64.7 (s). MALDI-TOF: m/z = 1438.4 (M+K)", calcd for CasHaaNsO11PS
(M)*: 1399.6.

N?,Né-di(prop-2-yn-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxamide (P2):

0 To a stirred solution of pyridine-2,6-dicarbonyl dichloride (2.0 g, 9.80 mmol,
B N/\ 1 eq.) in dry THF (20 mL) under argon atmosphere at 0 °C were added
P2 successively EtsN (3.4 mL, 24.5 mmol, 2.5 eq.) and propargylamine (1.32

\\\ mL, 20.6 mmol, 2.1 eq.) dropwise over 5 minutes. The resulting mixture was

stirred at r.t. for 2 h, then it was filtered over Celite® and evaporated. The resulting crude was

digested and washed with warm Et20 to give P2 as a beige powder (2.3 g, quant.).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 9.18 (s, 1H), 8.35 — 8.31 (m, 2H), 8.25 — 8.18 (m, 1H),
4.27 — 4.17 (m, 4H), 2.69 (t, J = 2.6 Hz, 2H). 3C NMR (CDCl3, 75 MHz), & (ppm): 163.8,
149.8, 140.2, 125.6, 119.01, 72.0, 46.3.

2-(ethyl(4-((trimethylsilyl)ethynyl)phenyl)amino)ethan-1-ol (110)

- oH A mixture of 102 (5.0 g, 17.2 mmol, 1 eq.) and trimethylsilyl acetylene
/©/N (6.0 mL, 42.9 mmol, 2.5 eqg.) in THF/EtsN (100 mL, 4:1 v:v) was
Z 110 degassed with argon for 20 min, then PdCI>(PPhz). (241 mg, 0.343

mmol, 2 mol%) and Cul (66 mg, 0.343 mmol, 2 mol%) were added

T™MS

and the mixture was degassed for 5 min more. The reacting mixture was then stirred at 40 °C
overnight, then cooled down to room temperature, filtered over Celite® and evaporated. The
crude was then purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent: petroleum
ether:acetone, 9:1 to 7:3) to give 110 as a brown oil (3.13 g, 70%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) 5 (ppm): 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.62 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 3.76
(0, J = 5.9 Hz, 2H), 3.45 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.41 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.81 (t, J = 5.9 Hz, 1H),
1.14 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 0.23 (s, 9H).



2-((4-((9,9-dibutyl-7-((4-(dibutylamino)phenyl)ethynyl)-9H-fluoren-2-
yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethan-1-ol ((OH)A4):

O O A mixture of 106 (2.25 g, 3.85 mmol, 1

. NN/\ eg.),and 110 (1.0 g, 3.85 mmol, 1 eq.) in
? Bu Bu \\/OH

(OH)A, THF/EtsN (385 mL, 4:1 viv) was

degassed with argon for 20 min, then PdCI>(PPhz)2 (54 mg, 77 pmol, 2 mol%) and Cul (14.7

mg, 77 umol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. TBAF (1M

solution in THF, 5.8 mL, 5.8 mmol, 1.5 eq.) was finally added, and the reacting mixture was
then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature and evaporated. The
crude was purified by column chromatography of silicagel (eluent: CH2Cl> 100%) to give
(OH)A4 as a dark yellow solid (1.44 g, 54%).
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IH NMR (CD:Clz, 400 MHz) & (ppm): 7.66 (d, J = 7.8 Hz, 2H, He13), 7.51 — 7.44 (m, 4H,
H131012), 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Has.20), 7.36 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H1s2), 6.73 (d, J = 8.9 Hz,
2H, Ha626), 6.62 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Hig21), 3.79 (q, J = 5.9 Hz, 2H, Has), 3.50 (t, J = 5.9 Hz,
3H, Hap), 3.45 (t, J = 7.1 Hz, 2H, Hay), 3.35 — 3.26 (M, 4H, Hag52), 2.06 — 1.96 (M, 4H, Hag 43),
1.67 (t, J = 5.7 Hz, 1H, Hzs), 1.65 — 1.51 (M, 4H, Haz51), 1.37 (h, J = 7.3 Hz, 4H, Ha741), 1.18
(t, J = 7.1 Hz, 3H, Ha3), 1.11 (h, J = 7.5 Hz, 4H, Hags0), 0.97 (t, = 7.3 Hz, 6H, Hasag), 0.69 (1,
J = 7.3 Hz, 6H, Has.40), 0.66 — 0.54 (M, 4H, Hss4). 3C NMR (CD2Cl, 101 MHz) 5 (ppm):
151.6, 148.8, 148.7, 140.8, 140.6, 133.3, 133.3, 130.7, 130.7, 126.2, 126.1, 123.5, 123.2, 120.3,
112.5,111.8, 110.3, 109.0, 91.8, 91.4, 88.8, 88.5, 60.7, 55.6, 52.9, 51.2, 46.0, 40.8, 29.9, 26.6,
23.7, 20.9, 14.3, 14.2, 12.3. HRMS (FD): m/z = 692.47213, calcd for CagHeoN20 (M*):
692.47056.



N,N-dibutyl-4-((9,9-dibutyl-7-((4-(ethyl(2-iodoethyl)amino)phenyl)ethynyl)-9H-fluoren-
2-ylethynyl)aniline ((1)A4):

B O O _ Imidazole (98.2 mg, 1.44 mmol, 2 eq.) and
BUZNN/\I iodine (366 mg, 1.44 mmol, 2 eq.) were
" A | dissolved in dry CHCl (20 mL) and PPh;

(378.5 mg, 1.44 mmol, 2 eq.) was added. The reaction mixture was stirred for 15 min under
argon atmosphere, then (OH)A4 (500 mg, 0.721 mmol, 1 eq.) in dry CH2Cl, (20 mL) was added

to the mixture and the solution was stirred for 3 h at room temperature. The solution was filtered

over Celite® and evaporated. The resulting crude was purified by a short column
chromatography of silicagel (gradient eluent: Petroleum Ether:CH>Cl,, 10:0 to 7:3) to give
(1As as a bright yellow solid (566 mg, 97%).
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IH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.62 (d, J = 7.7 Hz, 2H, Heus), 7.53 — 7.42 (m, 4H,
H1310,12), 7.44 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Has29), 7.40 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H1s22), 6.62 (d, J = 9.0 Hz,
2H, Hzs.26), 6.59 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H1o21), 3.77 — 3.65 (M, 2H, Haz), 3.45 (q, J = 7.1 Hz, 2H,
Hs), 3.35 — 3.23 (M, 4H, Hags2), 3.29 — 3.16 (M, 2H, Haa), 2.04 — 1.91 (m, 4H, Hao.43), 1.66 —
1.52 (m, 4H, Ha751), 1.37 (h, J = 7.3 Hz, 4H, H3s7.41), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H, Hs3), 1.09 (h, J =
7.8 Hz, 4H, Hasso), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 6H, Hasa), 0.68 (t, J = 7.3 Hz, 6H, Has o), 0.64 — 0.52
(M, 4H, Has 42). °C NMR (CDCls, 75 MHz) 6 (ppm): 151.1, 148.1, 146.5, 140.4, 140.1, 133.3,
133.0, 130.5, 130.5, 125.7, 125.7, 123.0, 122.5, 119.8, 111.5, 111.4, 110.8, 108.9, 91.3, 90.6,
88.8, 88.3, 55.2, 53.6, 50.8, 45.2, 40.5, 29.5, 26.0, 23.3, 20.5, 14.2, 14.0, 12.9, 2.07. HRMS
(FD): m/z = 802.37504, calcd for CasHssIN2 (M*): 802.37229.



N-(2-azidoethyl)-4-((9,9-dibutyl-7-((4-(dibutylamino)phenyl)ethynyl)-9H-fluoren-2-
yl)ethynyl)-N-ethylaniline ((N3)A4):

O O NaN3z (84.3 mg, 1.30 mmol, 3 eq.) was

Bu,N O = . = O N/\N added to a solution of (I)A4 (347 mg,
3

E(;:ac,)i: — 0.432 mmol, 1 eq.) in dry DMF (2.5 mL)

under argon atmosphere. The resulting mixture was stirred for 15 min at room temperature,

then it was filtered over Celite®, washed with Et,O and concentrated under vacuum. The
resulting crude was further purified by filtration over a short pad of silicagel (eluent: Et.O
100%) to give (N3)Aas as a bright yellow solid (188 mg, 61%b).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.62 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.51 — 7.42 (m, 6H), 7.40 (d,
J=8.9 Hz, 2H), 6.67 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.59 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.57 — 3.42 (m, 6H), 3.35 —
3.24 (m, 4H), 2.03 — 1.93 (m, 4H), 1.66 — 1.51 (m, 4H), 1.36 (h, J = 7.3 Hz, 4H), 1.21 (t, J =
7.0 Hz, 3H), 1.09 (h, J = 7.4 Hz, 4H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.68 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.65 —
0.53 (M, 4H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz) 5 (ppm): 151.1, 148.1, 147.1, 140.4, 140.1, 133.2,
133.0, 130.5, 130.5, 125.7, 125.7, 123.0, 122.6, 119.8, 111.8, 111.4, 110.7, 108.9, 91.3, 90.7,
88.8, 88.3, 55.2, 50.8, 49.6, 49.1, 45.7, 40.5, 29.6, 26.0, 23.3, 20.5, 14.2, 14.0, 12.4. HRMS
(FD): m/z = 717.47655, calcd for CagHssNs (M*): 717.47705.

N2-((1-(2-((4-((9,9-dibutyl-7-((4-(dibutylamino)phenyl)ethynyl)-9H-fluoren-2-
yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-Né-(prop-2-yn-1-
yl)pyridine-2,6-dicarboxamide (111):

(0]
=
N
= H
LN 111
/
NH
aye
W =00=
\/\ p— —
N NBu,
_ Bu Bu

To a stirred solution of P2 (253 mg, 1.05 mmol, 4 eq.), sodium ascorbate (10.4 mg, 52
pumol, 20 mol%) and copper sulfate pentahydrate (13.1 mg, 52 pmol, 20 mol%) in degassed
DMSO (1 mL) was added a solution of (N3)A4 (188 mg, 1.15 mmol, 1 eq.) in THF:DMSO (5
mL, 4:1 v:v) dropwise over 4 h. The resulting mixture was stirred at r.t. under argon atmosphere
for 16 h, then solvents were removed under high-vacuum. The residue was directly purified by



column chromatography of silicagel (dry load, gradient eluent: CH2Cl»:acetone, 95:5 to 75:25)
to give 111 as a bright yellow powder (171 mg, 68%).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 9.03 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.32 (ddd, J = 7.9, 4.5, 1.2
Hz, 2H), 7.99 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.65 — 7.59 (m, 2H), 7.50 — 7.44 (m, 4H), 7.40 (dd, J = 8.8,
2.0 Hz, 4H), 6.63 — 6.55 (m, 4H), 4.69 (s, 2H), 452 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.22 (d, J = 2.4 Hz,
2H), 3.80 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.31 — 3.26 (M, 4H), 3.23 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 2.23 (t, J = 2.4 Hz,
1H), 2.03 — 1.92 (m, 4H), 1.62 — 1.53 (M, 4H), 1.36 (h, J = 7.4 Hz, 4H), 1.09 (h, J = 7.4 Hz,
1H), 1.05 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 6H), 0.67 (t, J = 7.4 Hz, 6H), 0.64 — 0.56 (m,
4H). 3C NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 163.9, 163.4, 151.1, 151.0, 148.6, 148.6, 148.0,
146.6, 140.5, 140.0, 139.1, 133.2, 132.9, 130.5, 130.4, 125.7, 125.6, 125.4, 125.1, 123.0, 122.3,
119.8,111.9,111.3,111.3,108.8, 91.4, 90.3, 89.0, 88.3, 79.8, 71.5, 55.2, 50.8, 50.4, 48.0, 45.7,
40.4, 34.8, 29.5, 29.2, 26.0, 23.2, 20.4, 14.1, 14.0, 12.2. MS (FD): m/z = 958, calcd for
Cs2H70NgO2 (M)*: 959.

N2-((1-(3-((1-acetyl-5,7-dinitroindolin-4-yl)oxy)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-N°¢-
((1-(2-((4-((9,9-dibutyl-7-((4-(dibutylamino)phenyl)ethynyl)-9H-fluoren-2-
yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)pyridine-2,6-
dicarboxamide (°N'PDCs-[Ac]):

NAc
NO,
QN
N NN NO,

—

\ N DNIppC,{Ac]
NH
Ty
W =
N O O NBu,
_ Bu Bu

To a stirred solution of 111 (80 mg, 83.4 umol, 1 eq.) and 113 (43.8 mg, 125.1 pumol, 1.5 eq.)
in degassed DMSO (1 mL) was added sodium ascorbate (1.7 mg, 8.3 umol, 10 mol%) and
copper sulfate pentahydrate (2.1 mg, 8.3 umol, 10 mol%). The resulting mixture was stirred at
r.t. under argon atmosphere in the dark for 16 h, then solvents were removed under high-
vacuum. The residue was purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent:
toluene:AcOEt, 8:2 to 2:8), then further purified by recrystallization from AcOEt. PN'PDCa-

[Ac] was obtained as yellow powder but was too unstable for proper characterization (89 mg).



MS (FD): m/z = 1309, calcd for C75HgaN140g (M)*: 1310.

I1L.3. Chapter IIl: compounds and procedures

7-(diethylamino)-4-(2-dimethylamino)vinylcoumarin (117):

<N~ | To astirred solution of 7-(diethylamino)-4-methylcoumarine 114 (20 g,
86.5 mmol, 1 eq.) in dry DMF (10 mL) under argon atmosphere was added

=
o DMFDMA (11.7 mL, 86.7 mmol, 1 eq.). The mixture was heated to
N

NK © °' 140°C and heavily stirred for 8 h, then more DMFDMA (0.46 mL, 34.6

17

mmol, 0.4 eq.). Heating was maintained for 8 h, then the solvent was
removed under vacuum. The residue was then suspended in cyclohexane (40 mL), filtered,
washed with Et2O (40 mL) and dried under vacuum to afford 117 as a bright yellow powder.
(24.6 g, quant.).

'H NMR (CDCls, 200 MHz), & (ppm): 7.52 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.21 (d, J = 13.0 Hz, 1H),
6.54 (dd, J=9.0, 2.7 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 2.7 Hz, 2H), 5.84 (s, 1H), 5.21 (d, J = 13.0 Hz, 1H),
3.39(q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.99 (s, 6H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz),
(ppm): 163.6, 156.5, 152.5, 150.2, 146.7, 124.9, 108.2, 108.0, 98.2, 93.5, 87.5, 53.6, 44.8, 12.6.
HRMS (ESI): m/z = 287.1760, calcd for Ci7H2sN,0, (M+H)*: 287.1754. FTIR v (cm™):
2970.3, 2929.0, 2867.0, 1671.9, 1599.6, 1565.1, 1375.7, 1358.5, 1231.1, 1110.5, 814.3, 766.1.
Melting point: 145-153 °C.

7-diethylamino-4-formylcoumarin (115):

The enamine 117 (24.6 g, 85.9 mmol, 1 eq.) was dissolved in a mixture of

_0
O&L THF and CH2Cl2 (300 mL, 5/1, v/v). A solution of NalO4 (55.1 g, 258
/\IL o So| mmol, 3 eq.) in H20 (250 mL) was then added, and the resulting mixture

the mixture was filtered on Celite®, and the filtrate was partially concentrated under vacuum.

115 was stirred at room temperature for 2 h. Upon completion of the reaction,

The aqueous layer was then extracted with CH2Cl2 (5 x 100 mL), and the combined organic
layers were washed with brine (200 mL), dried over Na.SOa, filtered and evaporated.
Compound 115 was obtained as a dark red solid, and pure enough to be used without further
purification. (21.0 g, quant.).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 8 (ppm): 10.03 (s, 1H), 8.30 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.63 (dd, J =
9.2, 2.7 Hz, 1H), 6.52 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.45 (s, 1H), 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.22 (t, J= 7.1



Hz, 6H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 192.7, 162.0, 157.5, 151.1, 144.0, 127.2,
117.5, 109.6, 103.8, 97.7, 44.9, 12.6. MS (ESI): m/z = 278, calcd for CisH2oNO4
(M+H+MeOH)*: 278. FTIR v (cm™): 3056.4, 2966.9, 2935.9, 2863.6, 1720.1, 1699.5, 1616.8,
1578.9, 1520.4, 1344.7, 1072.6, 797.1. Melting point: 70 °C.

7-diethylamino-4-hydroxymethylcoumarin (116):

on ) Sodium borohydride (3.90 g, 103 mmol, 1.2 eq.) was added portionwise
/@ﬁ to a stirred solution of the aldehyde 115 (21.0 g, 85.6 mmol, 1 eq.) in dry
/\NK o”o| methanol (400 mL) at 0 °C and under argon atmosphere. The resulting

h. The reaction was carefully quenched with an HCI solution (1M), and MeOH was partially

116 mixture was allowed to warm up to room temperature and stirred for 16

evaporated. The pH was adjusted to 6 by addition of an aqueous saturated NaHCOj3 solution,
then the aqueous layer was extracted with CH2Cl2 (4 x 100 mL). The combined organic layers
were dried over Na>SOs, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product
was purified by filtration over a pad of silica gel (eluent: CH2Cl., then CH2Cl2:acetone, 90:10),
to give 116 as a pale greenish solid (15.0 g, 71%b).

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.30 (d, J =9.0 Hz, 1H), 6.54 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H),
6.45 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.27 (t, J = 1.1 Hz, 1H), 4.82 (dd, J =5.7, 1.1 Hz, 2H), 3.38 (q, J = 7.1
Hz, 4H), 2.96 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C NMR (CDCls, 50 MHz), &
(ppm): 163.1, 156.2, 155.3, 150.6, 124.5, 108.7, 106.4, 105.3, 97.8, 61.0, 44.8, 12.5. HRMS
(ESI): m/z = 270.1109, calcd for C14H17NOsNa (M+Na)*: 270.1100. FTIR v (cm™): 3435.3,
2970.3, 2929.0, 1678.8, 1599.6, 1523.8, 1324.1, 1086.4, 831.6. Melting point: 149 °C.

4-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-7-diethylaminocoumarin (118):

oteoms) Following a procedure modified from literature.['*? To a stirred
@ﬁ solution of 116 (1.60 g, 6.47 mmol, 1 eq.) and DMAP (39 mg, 0.32
/\NK 0~ ~o mmol, 0.05 eq.) in CH2Cl> (75 mL) under argon atmosphere were

mmol, 1.2 eq.) and EtsN (1.35 mL, 9.71 mmol, 1.5 eq.). The resulting mixture was stirred at r.t.

118 added successively tert-Butyldimethylsilyl chloride (1.17 g, 7.76

for 16 h, then it was quenched with a saturated NH4Cl solution, and extracted with CH2Cl2. The
combined organic layers were washed with water, dried over Na>SOs, filtered and concentrated
under reduced pressure. The crude was purified by flash column chromatography of silica gel
(eluent: CH2Cl, 100%), to give 118 as a pale yellow solid (2.08 g, 89%).



IH NMR (CDCls, 200 MHz), 8 (ppm): 7.25 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.60 — 6.47 (m, 2H), 6.28 (t,
J=15Hz, 1H), 4.81 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 0.95
(s, 9H), 0.14 (s, 6H).

(7-(diethylamino)-4-acetoxymethylcoumarin (DEAC-[Ac]):

oac | Following the general procedure for acetylation (Proc. A) with ACO8

/©\L\AL (450 mg, 1.81 mmol, 1 eq.), the product was further purified by a column
N oo | chromatography of silicagel (gradient eluent: Toluene:AcOEt, 100:0 to

DEAC-[Ac]

80:20) to give DEAC-[Ac] as a bright yellow powder (520 mg, quant.).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.27 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.57 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H),
6.51 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.13 (t, J = 1.2 Hz, 1H), 5.21 (d, J = 1.2 Hz, 2H), 3.41 (g, J = 7.1 Hz,
4H), 2.19 (s, 3H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), 5 (ppm): 170.4, 162.0,
156.3, 150.7, 149.5, 124.5, 108.7, 106.4, 106.0, 97.9, 61.4, 44.9, 20.9, 12.5. FTIR v (cm1):
2966.9, 2925.6, 1744.2, 1699.5, 1603.0, 1523.8, 1406.7, 1227.6, 1069.2, 821.2. Melting point:
108 °C.

7-diethylamino-4-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)- 3-bromocoumarin (119):

oteoms] Following the general procedure for bromination (Proc. B) with 118

@&Br (1.0 g, 2.77 mmol, 1 eq.), the crude was then purified by column
N 0o

L chromatography of silica gel (eluent: Petroleum Ether:CH2Cl> 1:9), to
119 give 119 as a pale yellow solid (1.15 g, 94%0).

IH NMR (CDCl3, 200 MHz), & (ppm): 7.76 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.62 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz, 1H),
6.49 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.00 (s, 2H), 3.42 (g, J = 7.1 Hz, 3H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 5H), 0.90
(s, 7H), 0.14 (s, 5H).

7-diethylamino-4-acetoxymethyl-3-bromocoumarin (120):

OAc Following the general procedure for bromination (Proc. B) with DEAC-

@\L\L& [Ac] (62.2 mg, 0.215 mmol, 1 eq.), the crude was purified by flash
N oo

column chromatography of silica gel (eluent: CH.Cl, 100%), to give 120
2d as a bright yellow solid (68 mg, 86%b).




IH NMR (CDCls, 200 MHz), 5 (ppm): 7.44 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.61 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H),
6.50 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.39 (s, 2H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.12 (s, 3H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz,
6H).

7-diethylamino-4-hydroxymethyl-3-bromocoumarin (121):

OH Following the general procedure for bromination (Proc. B) with 116
/@\);LBr (100 mg, 0.404 mmol, 1 eq.), the crude was purified by a short column
AN o Yo | chromatography of silica gel (eluent: CH2Cl2: AcOEt, 95:5), to give 121

k 121 as a yellow solid (79 mg, 57%).

IH NMR (CDCls, 200 MHz), & (ppm): 7.66 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.63 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H),
6.50 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.97 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 3.42 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.24 (t, = 7.1 Hz,
6H).

7-diethylamino-4-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)- 3-iodocoumarin (123):

OTBDMS

/@\/&I To a stirred solution of 118 (200 mg, 0.55 mmol, 1 eq.) in CHCI3
N 0o (20 mL) under argon atmosphere at 0 °C were added successively N-
~ 123 iodosuccinimide (137 3g, 0.61 mmol, 1.1 eq.) and BF3.Et20 (48%, 0.08

mL, 0.275 mmol, 0.5 eq.). The resulting mixture was allowed to warm
up to room temperature, and stirred in the dark for 2 h. The pink mixture was quenched with an
aqueous Na»S>03 saturated solution, then extracted with AcOEt (3 x 20 mL). The combined
organic layers were washed with water, dried over NaxSOs, filtered and concentrated under
reduced pressure. The crude was purified by a short column chromatography of silica gel
(eluent: toluene: AcOEt, 90:10), to give 123 as an orange solid (137 mg, 51%0).

IH NMR (CDCl3, 300 MHZ), & (ppm): 7.77 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz, 1H),
6.49 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.00 (s, 2H), 3.41 (g, J = 7.1 Hz, 4H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 0.91
(s, 9H), 0.16 (s, 6H).

7-diethylamino-4-methyl-3-iodocoumarin (124):

| To a stirred solution of 7-diethylamino-4-methylcoumarin (3.0 g, 13.0
O\)I mmol, 1 eq.) in dioxane (150 mL) under argon atmosphere was added a

L solution of iodine (16.5 g, 65.0 mmol, 5 eq.) in dioxane (60 mL) and

pyridine (12 mL). Upon completion of the addition, the resulting mixture



was stirred in the dark for 3 h, then it was quenched with an aqueous Na»S,0O3 saturated solution,
and extracted with AcOEt (3 x 75 mL). The combined organic layers were washed with water,
dried over Na,SQyg, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude was purified
by recrystallization from hexane:acetone (99:1) to give 124 as a dark orange solid (4.46 g,
96%0).

IH NMR (CDCl3, 200 MHz), & (ppm): 7.45 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.57 (dd, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H),
6.49 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.59 (s, 3H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 6H).

7-diethylamino-4-hydroxymethyl-3-iodocoumarin (125):

oH | Toastirred solution of 116 (17.2 g, 69.6 mmol, 1 eq.) in CHCI3 (350 mL)
Q\)%\[I under argon atmosphere at 0 °C were added successively N-
/\NK 0~ ~o| iodosuccinimide (17.2 g, 76.5 mmol, 1.1 eq.) and BF3.Et20 (48%, 9.2 mL,

room temperature, and stirred in the dark for 2 h. The pink mixture was quenched with an

125 34.8 mmol, 0.5 eq.). The resulting mixture was allowed to warm up to

aqueous Na»S>03 saturated solution, then extracted with AcOEt (3 x 75 mL). The combined
organic layers were washed with water, dried over Na>SOs, filtered and concentrated under
reduced pressure. The crude was purified by a short column chromatography of silica gel
(eluent: toluene: AcOEt, 80:20), to give 125 as a bright yellow solid (18.1 g, 70%).

IH NMR (acetone-ds, 300 MHz), 5 (ppm): 7.85 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.74 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz,
1H), 6.52 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.97 (d, J =5.9 Hz, 2H), 4.67 (t, J=5.9 Hz, 1H),3.52 (q,J=7.1
Hz, 4H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 6H). *C NMR (acetone-ds, 75 MHz), & (ppm): 159.0, 157.7,
156.6, 151.7, 128.3, 109.7, 108.6, 97.2, 83.4, 67.6, 45.3, 12.8. HRMS (ESI): m/z = 396.0069,
calcd for C14H16INO3sNa (M+Na)*: 396.0067. FTIR v (cm™): 3379.5, 2969.9, 2928.0, 1677.6,
1611.7, 1561.3, 1503.7, 1414.5, 1356.2, 1140.9, 830.7, 801.5, 761.2. Melting point: 146 °C.

tert-butyl  (E)-3-(4-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-7-(diethylamino)-coumarin-3-
yhacrylate (126):

TBDMSO o Following the general procedure for Heck coupling (Proc. C),

X X"y | With 119 (131 mg, 0.297 mmol, 1 eq.) and tert-butyl acrylate

<N 0o~ ~o (0.13 mL, 0.892 mmol, 3 eq.). Upon cooling down to room

126 . .
temperature, the reaction was quenched with water, and

concentrated to near-dryness. Water was then added, and the mixture was extracted with AcOEt



(3x 20 mL). The combined organic layers were washed with water, dried over NaSOg, filtered
and concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column chromatography
of silicagel (eluent: Petroleum Ether:AcOEt, 9:1) to give 126 as an orange solid (116 mg, 80%b).

Analytical data was in accordance with literature.[*6?]

IH NMR (CDCls, 200 MHz), 8 (ppm): 7.75 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
7.00 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 6.62 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.90 (s, 2H),
3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.52 (s, 9H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 9H), 0.90 (s, 9H), 0.15 (s, 6H). 13C
NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 167.0, 160.7, 155.8, 151.3, 151.0, 134.8, 127.5, 124.8,
113.7, 109.1, 108.3, 97.1, 80.1, 57.7, 44.9, 28.2, 25.8, 18.3, 12.5, -5.1.

tert-butyl (E)-3-(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin-3-yl)acrylate (127):

OH Following the general procedure for Heck coupling (Proc. C),

N X"y | With 121 (106 mg, 0.325 mmol, 1 eq.) and tert-butyl acrylate

<N 0" "o (0.15 mL, 0.975 mmol, 3 eq.). Upon cooling down to room
127

temperature, the reaction was quenched with water, and
concentrated to near-dryness. Water was then added, and the mixture was extracted with AcOEt
(3x 20 mL). The combined organic layers were washed with water, dried over Na;SOa, filtered
and concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column chromatography
of silicagel (eluent: Toluene:AcOEt, 85:15) to give 127 as an orange solid (90 mg, 75%0).

IH NMR (CDCls, 200 MHz), & (ppm): 7.78 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
7.09 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.65 (dd, J = 9.2, 2.5 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.97 (s, 2H),
3.44 (g, J = 7.1 Hz, 4H), 1.52 (s, 9H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 6H).

N-(4-hydroxyphenethyl)acrylamide (129):

o oH) A stirred solution of tyramine (1.45 g, 10.6 mmol, 1 eq.) in methanol
\)J\N/\/Q/ (20 mL) was placed under argon at 0 °C. Triethylamine (2.5 mL, 18.0
H
129

mmol, 1.7 eq.) and a solution of acryloyl chloride (1.05 mL, 12.7

mmol, 1.2 eq.) in anhydrous THF (1 mL) were then simultaneously added dropwise over 15
minutes. Upon completion of the addition, the resulting mixture was allowed to warm up to
room temperature, and stirred for 1 h. The solvents were then removed under vacuum, and the

residue was dissolved in AcOEt and washed with brine, then dried over Na>SQOy, filtered and



concentrated under reduced pressure. The resulting white solid was pure enough to be used
without further purification (1.61 g, 80%0).

'H NMR (acetone-d6, 300 MHz), & (ppm): 8.27 (s, 1H), 7.37 (br s, 1H), 7.04 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 6.75 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.22 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 6.19 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 5.54 (dd, J =
9.3, 3.1 Hz, 1H), 3.49 — 3.36 (m, 2H), 2.75 — 2.67 (m, 2H). 13C NMR (acetone-d6, 75 MHz),
6 (ppm): 165.6, 156.7, 132.7, 131.0, 130.4, 125.2, 116.0, 41.8, 35.5. HRMS (ESI): m/z =
214.0832, calcd for C11H13NO2Na (M+Na)*: 214.0838.

(E)-3-(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin-3-yl)-N-(4-
hydroxyphenethyl)acrylamide (130):

OH oH) Following the general procedure for Heck coupling
/@\)%:\/N\N/\/@/ (Proc. C), with 125 (150 mg, 0.402 mmol, 1 eq.) and
H
/\NK 0”0 129 (76.8 mg, 0.402 mmol, 1 eq.). Upon cooling down
130

to room temperature, the reaction was quenched with

water, and concentrated to near-dryness. Water was then added, and the resulting precipitate
was collected by filtration, washed with a large amount of water (250 mL), dried under vacuum,
and then finally extracted using a Soxhlet apparatus under argon atmosphere with distilled THF

for 24 h. The solvent was evaporated to give 130 as a brown solid (136 mg, 77%).

IH NMR (DMSO-ds, 300 MHz), & (ppm): 9.18 (s, 1H), 8.25 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.75 (d, J =
9.3 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.76
(dd, J=9.3, 2.5 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.52 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.57 (t, J =5.4 Hz,
1H), 4.72 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 3.52 — 3.39 (m, 6H), 2.64 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.13 (t, J = 7.0 Hz,
6H). 13C NMR (DMSO-ds, 75 MHz), & (ppm): 165.7, 159.9, 155.6, 155.2, 152.4, 150.8, 130.9,
129.6, 129.5, 128.0, 125.2, 115.1, 109.4, 107.6, 96.3, 55.2, 44.1, 34.4, 12.4. HRMS (ESI): m/z
=459.1871, calcd for C2sH2sN20sNa (M+Na)*: 459.1890.

di-tert-butyl acryloyl-L-aspartate (132):

co,tBu) A stirred solution of di-tert-butyl L-aspartate (1.0 g, 3.55 mmol, 1 eq.) in

O
\)LH/ECOZBU dry CH2Cl> (36 mL) was placed under argon at 0 °C. Triethylamine (1.05

132 mL, 7.45 mmol, 2.1 eq.) was added and the mixture was stirred for 10 min,

then acryloyl chloride (0.29 mL, 3.55 mmol, 1 eq.) was added dropwise over 5 minutes. Upon

completion of the addition, the resulting mixture was allowed to warm up to room temperature,



and stirred for 4 h. The solvents were then removed under vacuum, and the residue was
suspended in THF. The white precipitate was filtered off over a pad of Celite®, and the filtrate
was evaporated. The resulting white solid was pure enough to be used without further

purification (1.1 g, quant.).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 6.60 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.29 (dd, J = 17.0, 1.6 Hz,
1H), 6.13 (dd, J = 17.0, 10.1 Hz, 1H), 5.67 (dd, J = 10.1, 1.6 Hz, 1H), 4.81 — 4.69 (m, 1H), 2.84
(ddd, J = 42.6, 17.2, 4.3 Hz, 2H), 1.46 (s, 8H), 1.43 (s, 9H). 3C NMR (CDCls, 151 MHz), &
(ppm): 170.5, 169.9, 165.1, 130.7, 127.0, 82.6, 81.7, 49.2, 37.5, 28.2, 28.0. FTIR v (cm™):
3426.9, 2982.8, 1732.3, 1665.9, 1525.2, 1369.9, 1155.2, 845.8.

di-tert-butyl (E)-(3-(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin-3-yl)acryloyl)-L-
aspartate (133):

HO ° /[COZtBu Following the general procedure for Heck coupling (Proc.
/@?I\)LN cou| C), with 125 (500 mg, 1.34 mmol, 1 eq.) and 132 (441 mg,
H
/\NK 0" o 133 1.47 mmol, 1.1 eq.). The reaction was quenched with H20,

and solvents were removed under vacuum. The residue was

extracted with AcOEt, dried and evaporated. The crude was then purified by column
chromatography of silicagel (gradient eluent: CH2Cl2:acetone, 98:2 to 70:30). Brown solid (257
mg, 57%0).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), 8 (ppm): 7.85 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
7.27 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.62 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz, 1H), 6.45 (d, J =
2.5 Hz, 1H), 4.95 (s, 4H), 4.82 — 4.76 (m, 1H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.90 (dd, J = 17.1, 4.4
Hz, 1H), 2.74 (dd, J = 17.1, 4.4 Hz, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.43 (s, 9H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C
NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 170.4, 169.9, 166.9, 160.8, 156.0, 152.0, 151.3, 133.0,
127.6, 124.0, 113.3, 109.6, 108.4, 97.2, 82.4, 81.6, 56.5, 49.5, 45.0, 37.7, 28.2, 28.0, 12.6.
HRMS (FD): m/z = 544.27724, calcd for CaoHaoN20g (M)*: 544.27846. FTIR v (cm'l):
3428.1, 2976.2, 2922.6, 1726.6, 1607.5, 1510.7, 1354.3, 1148.7, 845.1.



di-tert-butyl (E)-(3-(4-(acetoxymethyl)-7-(diethylamino)-coumarin-3-yl)acryloyl)-L-
aspartate ((Asp)DEAC450-[Ac)):

cotBu) Following the general procedure for acetylation (Proc. A)

J@?I\)L /[CoztBu with 133 (50 mg, 91.8 umol, 1 eq.), the product was further
/\N - gu ags -

purified by a column chromatography of silicagel (gradient
(Asp)DEAC450-[Ac]

eluent: CHCly:acetone, 100:0 to 75:25) to give
(Asp)DEACA450-[Ac] as an orange powder (47 mg, 87%).

'H NMR (CDClIs, 600 MHz), & (ppm): 7.80 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
7.30 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.63 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz, 2H), 6.49 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 5.39 (s, 2H), 4.82 (dt, J = 8.4, 4.4 Hz, 1H), 3.42 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.93 (dd, J =
17.1, 4.3 Hz, 1H), 2.75 (dd, J = 17.1, 4.4 Hz, 1H), 2.08 (s, 3H), 1.46 (s, 9H), 1.44 (s, 9H), 1.21
(t,J=7.1 Hz, 6H). *C NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 170.5, 170.4, 169.9, 166.1, 160.3,
155.7,151.2, 146.8, 132.3, 126.8, 125.2, 115.2, 109.8, 108.2, 97.5, 82.4, 81.6, 57.5, 49.4, 45.1,
37.7,28.2, 28.0, 20.9, 12.6. HRMS (FD): m/z = 609.2787, calcd for C31H42N20O9Na (M+Na)™:
609.2782.

O-(4-(2-((E)-3-(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin-3-
yl)acrylamido)ethyl)phenyl) (2-((E)-4-methoxybenzylidene)-1-
methylhydrazinyl)phosphonochloridothioate (130-PSCI):

er*w@f

130-PSCI

\/©/0Me

P1(23.8 mg, 80.2 umol, 1 eq.), and Cs2CO3 (104.5 mg, 0.321 mmol, 4 eq.) were suspended in
anhydrous THF (1 mL) under argon atmosphere, then 130 (35 mg, 80.2 umol, 1 eq.) was added
in three portions over 45 min. The resulting mixture was stirred at room temperature for 16 h.
The suspension was then filtered over Celite®, and the solvent evaporated. The crude was
purified by column chromatography of silicagel pre-neutralized with 3% of EtsN (eluent:
Petroleum Ether:AcOEt, 2:8) to give 130-PSCI as a bright yellow powder (27 mg, 48%0).



IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.88 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 7.78 — 7.68 (m, 4H), 7.28 —
7.18 (m, 4H), 7.06 — 6.94 (m, 3H), 6.68 (dd, J = 9.3, 2.5 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.02
(s, 2H), 4.11 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.62 (g, J = 6.8 Hz, 2H), 3.53 — 3.41 (m, 6H),
2.93-2.83 (M, 2H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3P NMR (CDCls, 121 MHz),  (ppm): 69.1 (s).
HRMS (ESI): m/z = 719.1823, calcd for CasHasN4OsNaPSCI (M+Na)*: 719.1830.

(E)-1-((9H-fluoren-9-yl)methyl) 5-((7-(diethylamino)-3-(3-((4-hydroxyphenethyl)amino)-
3-oxoprop-1-en-1-yl)-coumarin-4-yl)methyl)  (((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-
glutamate ((Ty)DEAC450-[GluFmoc]):

NHFmoc Following the general procedure for esterification
(Proc. D), with Fmoc-Glu-OFm (130 mg, 0.237
@?I\/\L N@ mmol, 1.1 eq.) and 130 (100 mg, 0.215 mmol, 1
/\N eq.). The product was purified by a column
(Ty)DEACA50-[GluFmoc] chromatography of silicagel (gradient eluent:

CHCly:acetone, 1:0 to 85:15), to give (Ty)DEAC450-[GluFmoc] as a bright yellow powder
(146 mg, 68%0).

FmocO

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.80 — 7.64 (m, 4H), 7.71 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 7.62 —
7.44 (m, 4H), 7.48 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.43 — 7.26 (m, 8H), 7.15 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.97 (d,
J=8.3Hz, 2H), 6.75 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.59 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.47 (s, 1H), 6.25 — 6.14 (m,
1H), 5.96 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.71 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.35 (s, 2H), 4.55 (ddd, J = 32.9, 10.8,
6.2 Hz, 1H), 4.25 — 4.10 (m, 2H), 3.34 (q, J = 14.1, 7.0 Hz, 4H), 2.72 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.41
—2.27 (m, 2H), 2.26 — 2.10 (m, 2H), 2.01 — 1.84 (m, 2H), 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 6H). HRMS
(ESI): m/z =988.3781, calcd for CsoHs5N3010Na (M+Na)*: 988.3779.

(E)-1-(tert-butyl)  5-((7-(diethylamino)-3-(3-((4-hydroxyphenethyl)amino)-3-oxoprop-1-
en-1-yl)-coumarin-4-yl)methyl)  (tert-butoxycarbonyl)-L-glutamate ((Ty)DEACA450-
[GluBoc]):

NHBoc Following the general procedure  for
esterification (Proc. D), with Boc-Glu-OtBu

N@f (30.6 mg, 0.100 mmol, 1.1 eq.) and 130 (40 mg,
91.6 mmol, 1 eq.). The product was purified by a

(TV)DEA°45° [GluBoc] column chromatography of silicagel (gradient




eluent: CH>Cl2:acetone, 1:0 to 75:25), to give (Ty)DEAC450-[GluBoc] as a bright yellow
powder (40 mg, 60%0).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.80 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
7.22 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.16 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.65 (d, J = 8.8
Hz, 1H), 6.48 (s, 1H), 5.44 — 5.36 (m, 2H), 5.15 (s, 2H), 4.29 — 4.17 (m, 1H), 3.62 (q, J = 5.6
Hz, 2H), 3.42 (q, J = 6.8 Hz, 4H), 2.87 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.63 (tdd, J = 16.5, 12.4, 6.6 Hz,
2H), 2.31 — 2.23 (m, 1H), 2.05 — 1.96 (m, 1H), 1.89 — 1.84 (m, 1H), 1.48 (s, 9H), 1.44 (s, OH),
1.21 (t, J = 6.8 Hz, 6H). 3C NMR (CDCls, 151 MHz), 8 (ppm): 172.3, 171.6, 171.4, 166.6,
160.5, 155.6, 151.1, 149.4, 146.5, 136.7, 131.9, 129.9, 126.9, 125.7, 121.8, 115.7, 115.4, 109.9,
108.3, 97.5, 82.5, 80.0, 58.0, 53.5, 45.2, 41.2, 35.4, 29.8, 28.5, 28.1, 12.6. HRMS (ESI): m/z
= 744.3475, calcd for CaoHsiN3O1oNa (M+Na)*: 744.3466.

Ethyl (3-hydroxyphenyl)carbamate (141):

o Q Compound 141 was synthesized according to a procedure described in
/\OJ\N OH

N literature,[*>* and obtained as a white solid (8.3 g, quant.). Analytical
141

data were in accordance with literature.

IH NMR (DMSO-ds, 200 MHz), 8 (ppm): 9.45 (s, 1H), 9.29 (s, 1H), 7.07 — 6.96 (m, 2H), 6.84
(ddd, J = 8.1, 2.0, 1.0 Hz, 1H), 6.37 (ddd, J = 8.1, 2.0, 1.0 Hz, 1H), 4.10 (g, J = 7.1 Hz, 2H),
1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

Ethyl (4-(chloromethyl)-coumarin-7-yl)carbamate (142):

Cl Compound 142 was synthesized according to a procedure described

o /Q\L\AL in literature,*>*land obtained as a grey solid (5.77 g, 84%). Analytical
/\OJL N 0~ ~o| data were in accordance with literature.
142

IH NMR (DMSO-ds, 200 MHz), 8 (ppm): 10.19 (s, 1H), 7.76 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.59 (d, J
= 2.1 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 4.97 (s, 2H), 4.18 (g, J = 7.1 Hz,
2H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H).



7-amino-4-chloromethylcoumarin (143):

Cl Compound 143 was synthesized according to a procedure described in

/©\);AL literature,[*>* and obtained as a pale yellow solid (2.1 g, 94%). Analytical
H,N 0" So| data were in accordance with literature.

2
143

IH NMR (DMSO-ds, 200 MHz), & (ppm): 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz,
1H), 6.44 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.23 (s, br, 2H), 6.18 (s, 1H), 4.87 (s, 2H).

7-amino-4-acetoxymethylcoumarin (144):

oac) Compound 144 was synthesized according to a procedure described in

/Q\L\AL literature,[*>* and obtained as a yellow solid (1.07 g, 96%). Analytical data
HoN 0~ ~o| were in accordance with literature.

2
144

IH NMR (DMSO-ds, 200 MHz), 8 (ppm): 7.36 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.56 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz,
1H), 6.43 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.21 (s, br, 2H), 5.96 (s, 1H), 5.24 (s, 2H), 2.16 (s, 3H).

7-ethylamino-4-acetoxymethylcoumarin (145):

oAc) To a stirred mixture of 144 (150 mg, 0.643 mmol, 1 eq.) and sodium

/©\L\AL acetate (79.1 mg, 0.965 mmol, 1.5 eq.) in methanol (4 mL) under argon
N 0" ~o| atmosphere were added successively acetaldehyde (0.22 mL, 3.86 mmol,
6 eq.) and 2 drops of concentrated HCI. The resulting mixture was stirred

at r.t. in the dark for 30 min, then NaBH3CN (80.8 mg, 1.29 mmol, 2 eq.) was added

portionwise, and the reaction was stirred in the dark overnight. The reaction was then quenched

with a saturated NH4Cl solution, and partially concentrated until precipitation occurred. The
resulting solid was filtered off, washed with warm water, then with Et,O, and dried under
vacuum to give 145 as a bright yellow powder (288 mg, 86%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 5 (ppm): 7.24 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H),
6.45 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.15 (t, J = 1.3 Hz, 1H), 5.20 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 3.21 (g, J = 7.2 Hz,
2H), 2.18 (s, 3H), 1.28 (t, J = 7.2 Hz, 4H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 170.4, 161.9,
156.3, 151.8, 149.8, 124.4, 110.7, 107.4, 107.0, 98.2, 61.4, 44.0, 20.9, 14.5.



7-ethyl(prop-2-yn-1-yl)amino-4-acetoxymethylcoumarin (146):

oAc) A stirred suspension of 145 (220 mg, 0.842 mmol, 1 eq.), propargyl

Q\L\AL bromide (0.28 mL, 80% in toluene, 2.53 mmol, 3 eq.), potassium

/\NK 0~ ~o| carbonate (233 mg, 1.68 mmol, 2 eq.), sodium iodide (12.6 mg, 0.084
146

mmol, 0.1 eq.) in acetone (10 mL) under argon atmosphere was refluxed in the dark overnight.

mmol, 0.1 eq.) and tetra-n-butylammonium bromide (27.1 mg, 0.084

Upon cooling down to room temperature, the mixture was filtered over Celite® and evaporated.
The crude was purified by column chromatography of silicagel (eluent: petroleum ether: AcOEt,
75:25) to give 146 as an off-white powder (169 mg, 67%).

IH NMR (CDCl3, 300 MHz), & (ppm): 7.39 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.77 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H),
6.74 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.25 (t, J = 1.3 Hz, 1H), 5.28 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 4.13 (d, J = 2.5 Hz,
2H), 3.58 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.29 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 2.24 (s, 3H), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 4H).

4-azidophenol (148):

oH) To a stirred solution of 4-aminophenol (2.0 g, 18.3 mmol, 1 eq.), in water (25
N /@ mL) and hydrochloric acid (37%, 3.3 mL, 38.5 mmol, 2.1 eq.), vigorously stirred

3

148 and cooled down to 0 °C, was added dropwise a solution of NaNO> (1.27 g, 28.3

mmol, 1 eq.) in water (8 mL), while keeping internal temperature below 5 °C. The mixture was
stirred for 30 min, then a solution of sodium azide (1.19 g, 18.3 mmol, 1 eq.) in water (10 mL)
was added dropwise. The mixture was allowed to warm up to r.t. for 3 h, then it was extracted
with AcOEt (3 x 50 mL). The combined organic layers were dried over Na>SQg, filtered and
evaporated. The crude was purified by filtration over a short pad of silicagel (eluent: petroleum
ether:AcOEt, 8:2) to give 148 as a red oil (2.25 g, 91%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 3 (ppm): 6.94 — 6.87 (m, 2H), 6.86 — 6.79 (m, 2H), 5.25 (s, br,
1H).

7-ethyl((1-(4-hydroxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino-4-
acetoxymethylcoumarin ((CiN3s)EAC-[Ac]):

oAc) To a stirred solution of 146 (230 mg, 0.768 mmol, 1 eq.)
(CNJEACAC @ﬁ and 4-azidophenol (156 mg, 1.15 mmol, 1.5 eq.) in
HO‘QN\;?N/\ NK 0" ~o| degassed DMSO (4 mL) were added sodium ascorbate

(30.4 mg, 20 mol%) and copper sulfate pentahydrate (19.2



mg, 20 mol%). The resulting mixture was stirred in the dark for 12 h, then the solvent was
removed under high-vacuum. The residue was suspended in water, and extracted with CH2Cl»
(5 x 15 mL). The combined organic layers were washed with water, dried over Na>SOs, filtered
and concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column chromatography
of silicagel (gradient eluent: CH.Cl,:acetone, 98:2 to 90:10) to give (CiN3)EAC-[Ac] as a
bright yellow powder (219 mg, 66%0).

IH NMR (DMSO-ds, 600 MHz), & (ppm): 9.90 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.63 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
7.48 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.86 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.73 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 6.02 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 5.26 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 4.71 (s, 2H), 3.61 (g, J = 7.0
Hz, 2H), 2.15 (s, 3H), 1.19 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 'H NMR (DMSO-ds, 151 MHz), & (ppm):
170.0, 160.5, 157.7, 155.5, 150.7, 150.6, 144.7, 128.7, 125.4, 121.8, 121.1, 116.0, 109.4, 105.9,
105.7, 97.8, 61.1, 44.9, 44.8, 29.0, 20.5, 12.0. HRMS (ESI): m/z = 457.1464, calcd for
CasH22N4OsNa (M+Na)*: 457.1482.

7-amino-4-acetoxymethylcoumarin (DEATC-[Ac]):

OAc | Compound DEATC-[Ac] was synthesized according to a procedure

O\& described in literature,*%8! and obtained as an orange solid (352 mg,
<N 07 s | 849%).

K DEATC-[Ac]

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.33 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.04 (t, J = 1.0 Hz, 1H), 6.66
(d, J=2.1Hz, 1H), 6.64 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H), 5.17 (d, J = 1.0 Hz, 2H), 3.42 (g, J = 7.1 Hz,
4H), 2.18 (s, 3H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C NMR (CDCl3, 75 MHz), & (ppm): 197.7, 170.8,
159.5, 151.5, 142.5, 125.0, 120.9, 110.8, 108.6, 97.9, 61.5, 45.5, 21.3, 12.9. FTIR v (cm™) :
3070.2, 2966.9, 2922.1, 2887.7, 1730.5, 1623.7, 1568.6, 1513.5, 1430.8, 1289.6, 1217.3,
1072.6, 848.8, 786.8. Melting point: 118-124 °C.

7-ethyl((1-(4-hydroxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino-4-
acetoxymethylthiocoumarin ((C:N3)EATC-[Ac]):

oAc) To a stirred solution of (CiN3)EAC-[Ac] (80 mg, 0.184

(CiN;JEATC [Ac] Q\L\L mmol, 1 eq.) in dry toluene (2 mL) under argon atmosphere
HO‘Q\N/ﬁ/\N 0 s

L was added Lawesson’s reagent (44.7 mg, 0.110 mmol, 0.6
LN

eg.). The resulting mixture was heated to 110 °C overnight,

then the solvent was removed under vacuum. The residue was purified by column



chromatography of silicagel (gradient eluent: CH2Cl>:acetone, 98:2 to 85:15), then washed with
Et20 to give (CiN3)EATC-[Ac] as an orange powder (41 mg, 50%0).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), 3 (ppm): 7.72 (s, 1H), 7.52 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 8.7
Hz, 1H), 7.06 (t, J = 1.2 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.81 — 6.77 (M, 2H), 5.17 (d, J = 1.2
Hz, 2H), 4.75 (s, 2H), 3.62 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.18 (s, 3H), 1.29 (t, = 7.1 Hz, 3H). 'H NMR
(CDCls, 151 MHz), & (ppm): 197.3, 170.4, 158.9, 156.7, 151.2, 144.9, 141.8, 130.3, 124.9,
122.7,121.4, 120.2, 116.6, 111.0, 109.2, 98.4, 61.1, 46.1, 12.5.

4-(acrylamidomethyl)-1-N-Boc-aniline (153):

o A stirred solution of 4-(aminomethyl)-1-N-Boc-aniline (500 mg,
\)J\N/\@ 2.25 mmol, 1 eq.) in THF (22 mL) was placed under argon at 0 °C.
NHBoc

H

153 Triethylamine (0.375 mL, 2.70 mmol, 1.5 eq.) and acryloyl

chloride (0.20 mL, 2.47 mmol, 1.1 eq.) were then successively added dropwise over 5 minutes.
Upon completion of the addition, the resulting mixture was allowed to warm up to room
temperature, and stirred for 2 h. Triethylamine hydrochloride precipitate was then removed by
filtration over Celite®, and solvents were removed under vacuum. The resulting solid was

precipitated and washed with Et>O to give 153 as a white powder (553 mg, 89%).

IH NMR (DMSO-ds, 300 MHz), & (ppm): 9.28 (s, 1H), 8.50 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.38 (d, J =
8.5 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.26 (dd, J = 17.1, 10.0 Hz, 1H), 6.11 (dd, J = 17.1, 2.4
Hz, 1H), 5.60 (dd, J = 10.0, 2.4 Hz, 1H), 4.26 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H). 3C NMR
(DMSO-ds, 75 MHz), & (ppm): 164.4, 152.7, 138.3, 132.7, 131.7, 127.8, 125.2, 118.1, 78.9,
41.7,28.1.

tert-butyl (E)-(4-((3-(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin-3-
yhacrylamido)methyl)phenyl)carbamate (154):

HO o Following the general procedure for Heck
/@?IVLNm coupling (Proc. C), with 125 (300 mg, 0.804 mmol,

H
/\NK O NHBoc| 1 eq.) and 153 (233 mg, 0.844 mmol, 1.05 eq.).

Upon cooling down to room temperature, the

reaction was quenched with water, and concentrated to near-dryness. Water was then added,

and the resulting precipitate was collected by filtration, and washed with a large amount of



water. The resulting powder was dried under vacuum to give 154 as a brown-greenish solid
(358 mg, 85%).

'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz), & (ppm): 9.29 (s, 1H), 8.66 (t, J =5.9 Hz, 1H), 7.77 (d, J =
9.3 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 7.15
(d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.78 (dd, J = 9.3, 2.5 Hz, 1H), 6.54 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.73 (s, 2H), 4.31
(d, J = 5.9 Hz, 2H), 3.46 (t, J = 6.9 Hz, 4H), 1.47 (s, 9H), 1.14 (t, J = 6.9 Hz, 6H). HRMS
(ESI): m/z = 544.2431, calcd for C29H3sN3OeNa (M+Na)*: 544.2418.

(4-azidophenyl)methanamine (157):

4-(aminomethyl)aniline (1.0 g, 8.19 mmol, 1 eq.) was suspended in water
H,N
’ @N (12 mL) and concentrated hydrochloric acid (37%, 2.1 mL, 25.4 mmol,

3
157 3.1 eq.) was slowly added at 0 °C. To this yellow solution was added

dropwise a solution of NaNO> (565 mg, 8.19 mmol, 1 eq.) in water (4 mL), while maintaining
internal temperature below 5 °C. The resulting mixture was stirred for 30 min at 0 °C, then a
solution of NaN3z (533 mg, 8.19 mmol, 1 eq.) in water (5 mL) was carefully added dropwise
over 15 min. This solution was then allowed to warm up to room temperature and stirred for 2
h. The pH was then carefully adjusted by addition of 2M NaOH, then the mixture was extracted
with AcOEt (4 x 40 mL). The combined organic layers were washed with brine (20 mL), then
dried over NaxSOs, filtered and concentrated under reduced pressure to give 157 as a pale
yellow oil (1.05 g, 87%).

'H NMR (acetone-ds, 300 MHz), & (ppm): 7.40 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
4.40 (s, 1H). 13C NMR (acetone-d6, 75 MHz), & (ppm): 139.2, 138.6, 130.1, 119.5, 54.8.

N-(4-azidobenzyl)acrylamide (mk447):

o A stirred solution of 157 (400 mg, 2.70 mmol, 1 eq.) in THF (27 mL)

VL”“Q\ was placed under argon at 0 °C. Triethylamine (0.45 mL, 3.24 mmol,
N

158 3 1.5 eqg.) and acryloyl chloride (0.24 mL, 2.97 mmol, 1.1 eq.) were

then successively added dropwise over 5 minutes. Upon completion of the addition, the
resulting mixture was allowed to warm up to room temperature, and stirred for 2 h.
Triethylamine hydrochloride precipitate was then removed by filtration over Celite®, and
solvents were removed under vacuum. The resulting solid was washed with Et2O to give 158

as a white powder (540 mg, 99%b).



IH NMR (DMSO-ds, 300 MHZ), 8 (ppm): 8.62 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
7.08 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.27 (dd, J = 17.1, 10.0 Hz, 1H), 6.12 (dd, J = 17.1, 2.4 Hz, 1H), 5.62
(dd, J =10.0, 2.4 Hz, 1H), 4.33 (d, J = 5.7 Hz, 2H). 3C NMR (DMSO-ds, 75 MHz), & (ppm):
164.6, 137.9, 136.4, 131.6, 129.1, 125.5, 119.0, 41.6.

(E)-N-(4-azidobenzyl)-3-(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin-3-
yl)acrylamide (159):

HO o Following the general procedure for Heck coupling
/©\JI\/N\N/\©\ (Proc. C), with 125 (100 mg, 0.268 mmol, 1 eg.) and 158

H
/\NK 070 g Ns| (108.4 mg, 0.534 mmol, 2.0 eq.). Upon cooling down to

room temperature, the reaction was quenched with

water, and concentrated to near-dryness. Water was then added, and the resulting precipitate
was collected by filtration, and washed with a large amount of water. The resulting powder was
dried under vacuum, then purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent:
CH:Clz:acetone 10:0 to 5:5). Compound 159 was not isolated pure (44 mg).

'H NMR (DMSO-de, 300 MHZz),  (ppm): 8.73 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 9.3 Hz, 1H),
7.70 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 6.77 (dd, J = 9.3, 2.4 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.56 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 4.72
(d, J =5.2 Hz, 2H), 4.36 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 3.46 (g, J = 7.0 Hz, 4H), 1.13 (t, J = 7.0 Hz, 6H).
MS (ESI): m/z = 470, calcd for C2sH2sNsOsNa (M+Na)*: 470. FTIR v (cm™?): 3437.3, 3060.4,
2957.9, 2873.0, 2112.6, 1703.2, 1618.8, 1511.1, 1472.9, 1352.6, 1288.7, 1109.6.

tert-butyl (2-(2-(2-acrylamidoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (161):

o BocHN _~ 1 A stirred solution of tert-butyl (2-(2-(2-
\)LN/\/O\) aminoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate!>*4 (2.77 g, 11.1 mmol, 1 eq.) in
H

161 methanol (20 mL) was placed under argon at 0 °C. Triethylamine (2.75

mL, 19.8 mmol, 1.8 eq.) and a solution of acryloyl chloride (1.0 mL, 12.4 mmol, 1.1 eq.) in
anhydrous THF (1 mL) were then simultaneously added dropwise over 15 minutes. Upon
completion of the addition, the resulting mixture was allowed to warm up to room temperature,
and stirred for 1 h. The solvents were then removed under vacuum, and the residue was digested
in ACOEt and filtered. The filtrate was evaporated to give a crude clear oil. This crude was then
purified by flash column chromatography of silicagel (eluent: CH2Cl.:acetone, 7:3) to give 161
as a colorless oil (2.04 g, 61%).



IH NMR (DMSO-ds, 300 MHz), 8 (ppm): 8.15 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 6.74 (t, J = 5.4 Hz, 1H),
6.24 (dd, J = 17.1, 10.0 Hz, 1H), 6.07 (dd, J = 17.1, 2.4 Hz, 1H), 5.56 (dd, J = 10.0, 2.4 Hz,
1H), 3.50 (s, 4H), 3.44 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.41 — 3.33 (m, 2H), 3.28 (g, J = 5.8 Hz, 2H), 3.06
(g, J = 6.0 Hz, 2H), 1.37 (s, 9H). 3C NMR (DMSO-ds, 75 MHz), 8 (ppm): 164.7, 155.6,
131.7,125.0, 77.6, 69.6, 69.5, 69.2, 69.1, 28.2. FTIR v (cm1): 3322.2, 3079.5, 2954.2, 2928.6,
2873.6, 1667.2, 1536.2, 1119.5.

tert-butyl (E)-(2-(2-(2-(3-(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin-3-
yl)acrylamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (162):

HO o BOCHN _~ Following the general procedure for Heck coupling
/Q?I\)LN/\/O\) (Proc. C), with 125 (1.0 g, 2.68 mmol, 1 eq.) and 161

H
/\NK 0770 L6 (810.2 mg, 2.68 mmol, 1 eq.). Upon cooling down to

and concentrated to near-dryness. Water was then added, and the resulting precipitate was

room temperature, the reaction was quenched with water,

collected by filtration, and washed with a large amount of water. The resulting powder was
dried under vacuum, then further purified by flash column chromatography over a short pad of
silicagel (eluent: Et2O 100%, then THF 100%) to give 162 as a dark orange solid (1.12 g, 77%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.82 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
7.21(d, J = 15.2 Hz, 1H), 6.62 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.15 (s, 1H),
4.95 (s, 2H), 3.62 (s, 4H), 3.59 — 3.50 (m, 4H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.32 (m, 4H), 1.42 (s,
9H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz), 8 (ppm): 167.3, 161.0, 156.3, 156.0,
151.9, 151.2, 132.3, 127.6, 109.6, 108.5, 97.2, 70.5, 70.4, 56.6, 45.0, 39.7, 28.6, 12.7. HRMS
(FD): m/z =547.28931, calcd for Ca5H2sN20s (M)*: 547.28936.

N-(2-(4-formylphenoxy)ethyl)acrylamide (165):

To a stirred suspension of 4-hydroxybenzaldehyde (600 mg, 4.91
~_0
BocHN \©\ mmol, 1 eq.) and potassium carbonate (1.02 g, 7.37 mmol, 1.5 eq.)
CHO
165 in acetonitrile (49 mL) under argon atmosphere was added 2-(Boc-

amino)ethyl bromide (1.11 g, 5.40 mmol, 1.1 eq.). The resulting mixture was refluxed under
argon for 6 h, then a second portion of 2-(Boc-amino)ethyl bromide (0.50 g, 2.23 mmol, 0.45
eq.) was added and the reflux was maintained overnight. The resulting mixture was cooled
down to room temperature, and concentrated under reduced pressure. Water (25 mL) was then

added and the mixture was extracted with AcCOEt (3 x 20 mL). The combined organic layers



were washed with saturated aqueous Na,COs (2 x 20 mL) and brine (20 mL), then dried over
Na>SOs, filtered and concentrated under reduced pressure to give 165 as a white solid (1.15 g,
88%0).

'H NMR (CDClIs, 300 MHz),  (ppm): 9.88 (s, 1H), 7.83 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 4.10 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.56 (dd, J = 10.9, 5.2 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H).13C NMR
(CDCls, 75 MHz), & (ppm): 190.8, 163.7, 155.9, 132.0, 130.2, 114.8, 79.7, 67.5, 28.4. MS
(ESI): m/z = 288, calcd for C14H19NOsNa (M+Na)*: 288. Melting point: 88 °C.

N-(2-(4-formylphenoxy)ethyl)acrylamidel?7] (166):

0 To a stirred suspension of 166 (500 mg, 1.88 mmol, 1 eg.) and

\)LH/\/O\Q\ sodium iodide (565 mg, 3.77 mmol, 2 eq.) in acetonitrile (19 mL)
CHO

166 and methanol (153 pL, 3.77 mmol, 2 eq.), under argon and at 0 °C,

was added dropwise acryloyl chloride (0.17 mL, 2.08 mmol, 1.1 eq.). The resulting yellow
mixture was stirred for 10 minutes, then triethylamine (2.1 mL, 15.1 mmol, 8 eg.) and more
acryloyl chloride (0.14 mL, 1.70 mmol, 0.9 eq.) were successively added dropwise over 10
minutes. Upon completion of the addition, the resulting mixture was allowed to warm up to
room temperature, and stirred for 4 h. The reaction was then quenched with 1N HCI (20 mL),
then extracted with AcCOEt. The combined organic layers were washed with saturated aqueous
NaHCOz3 (20 mL) and brine (20 mL), then dried over Na>SOg, filtered and concentrated under
reduced pressure. The resulting white solid was precipitated and triturated in EtOH/Et,0 and

dried under vacuum to give 166 as a white solid (347 mg, 84%).

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 9.88 (s, 1H), 7.84 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.8
Hz, 2H), 6.33 (dd, J = 17.0, 1.5 Hz, 1H), 6.13 (dd, J = 17.0, 10.2 Hz, 1H), 5.68 (dd, J = 10.2,
1.5 Hz, 1H), 4.17 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.79 (dd, J = 10.7, 5.3 Hz, 2H). *C NMR (CDCls, 75
MHz), & (ppm):. 191.0, 166.1, 163.6, 132.2, 130.5, 130.4, 127.3, 114.9, 67.1, 39.0. HRMS
(ESI): m/z =242.0788, calcd for C12H13NOsNa (M+Na)*: 242.0787.



(E)-3-(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin-3-yl)-N-(2-(4-
formylphenoxy)ethyl)acrylamide (167):

HO o Following the general procedure for Heck
/@\)I\/\LN/\/O\QV coupling (Proc. C), with 125 (250 mg, 0.670 mmol,

H
/\NK oo o 0l 1 eg.) and 166 (154.2 mg, 0.703 mmol, 1.05 eq.).

Upon cooling down to room temperature, the

reaction was quenched with water, and concentrated to near-dryness. Water was then added,
and the resulting precipitate was collected by filtration, and washed with a large amount of
water. The resulting powder was dried under vacuum to give 167 as a brown-greenish solid
(293 mg, 949%).

IH NMR (DMSO-ds, 600 MHz), & (ppm): 9.87 (s, 1H), 8.49 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.87 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.16
(d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.77 (dd, J = 9.3, 2.6 Hz, 1H), 6.52 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.72 (s, 2H), 4.18
(t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.58 (dt, J = 5.6, 5.5 Hz, 2H), 3.45 (g, J = 7.0 Hz, 4H), 1.13 (t, J = 7.0 Hz,
6H). 3C NMR (DMSO-ds, 151 MHz), & (ppm): 191.3, 166.2, 163.4, 159.9, 155.3, 152.6,
150.8, 131.8,131.4,129.7, 128.0, 124.8, 115.0, 112.3, 109.4, 107.6, 96.2, 66.8, 55.2, 44.1, 12.4.
HRMS (ESI): m/z = 487.1859, calcd for C2sH2sN20sNa (M+Na)*: 487.1839.

(E)-(7-(diethylamino)-3-(3-((2-(4-formylphenoxy)ethyl)amino)-3-oxoprop-1-en-1-yl)-
coumarin-4-yl)methyl acetate ((CHO)DEAC450-[Ac]):

Following the general procedure for acetylation

/@\JI\/\L \©\/ (Proc. A) with 167 (80 mg, 0.172 mmol, 1 eq.),
/\N the product was purified by filtration over a short
(CHO)DEAC450-[Ac]

pad of silicagel (eluent: CH2Cl>:acetone, 100:0
then 80:20) to give (CHO)DEAC450-[Ac] as an orange powder (70 mg, 80%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 8 (ppm): 5 9.86 (s, 1H), 7.83 (d, J = 15.2, 1H), 7.81 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 7.53 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.63 (dd,
J=9.1,2.2 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.40 (s, 2H), 4.19 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.84 (dt, J
=5.0 Hz, 5.1 Hz, 2H), 3.41 (g, J = 6.9 Hz, 4H), 2.08 (s, 3H), 1.20 (t, J = 6.9 Hz, 6H). 3C NMR
(CDCls, 75 MHz), & (ppm): 190.9, 170.5, 167.0, 163.6, 160.5, 155.8, 151.4, 147.1, 136.4,
132.2, 130.38, 126.9, 125.0, 114.9, 109.8, 108.1, 97.3, 67.3, 57.5, 45.1, 20.9, 12.6. MS (ESI):
m/z = 551, calcd for C29H31N209 (M+HCOO)™: 551.



(3-((E)-3-((2-(4-((E)-(2-(dichlorophosphorothioyl)-2-
methylhydrazono)methyl)phenoxy)ethyl)amino)-3-oxoprop-1-en-1-yl)-7-(diethylamino)-
coumarin-4-yl)methyl acetate (168):

AcO o To a stirred solution of (CHO)DEACA450-

/@\)I\)LN/\/O\@ s [Ac] (35.0 mg, 69.0 umol, 1eq.) indry THF
/\NK 0~ ~o 168H Z N‘rlv/zl\m (1.5 mL) under argon atmosphere was
added dropwise a solution of MMH-PSCI:
in CHCI3 (0.24M, 0.29 mL, 69 pumol, 1 eq.). The resulting mixture was stirred at r.t. overnight,

then it was concentrated to near-dryness and Et,O was added to induce precipitation. The
resulting precipitate was decanted, washed with EtoO and pentane, and dried under high
vacuum. The resulting powder was used without further purification in next step (46 mg,

quant.).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.88 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 7.74 — 7.67 (m, 3H), 7.36
(d, J = 15.1, 1H), 7.03 (m, 1H), 6.98 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.85 (m, 1H), 6.23 (t, J = 5.8 Hz, 1H),
5.46 (s, 2H), 4.17 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.86 (dt, J = 5.8, 5.2 Hz, 2H), 3.51 (d, Jo.n = 14.4 Hz,
3H), 3.49 (g, J = 7.0 Hz, 4H), 2.13 (s, 3H), 1.29 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 3P NMR (CDCls, 243
MHz), 3 (ppm): 63.4. HRMS (ESI): m/z = 689.1131, calcd for C20H3sNsOsNaPSCl, (M+Na)*:
689.1127.

Triad *°T4-[Ac]:

o~ 3=

Q Bu™ By S
Q\)r* @ e

To a stirred solution of 168 (45.0 mg, 67.4 umol, 1 eq.) in dry THF (3.0 mL) under argon
atmosphere were added (HQ)A4 (105.9 mg, 134.8 umol, 2 eq.) and ground Cs.COs (131.7 mg,
404.5 pmol, 10 eq.). The resulting mixture was heated to 35 °C overnight. Upon completion of

the reaction, the mixture was filtered over Celite® and the filtrate was evaporated. The resulting
crude was purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent: toluene:AcOEt, 9:1

to 6:4) to give the final triad as a dark yellow powder (72 mg, 49%b).
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IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.85 (d, J = 15.0 Hz, 1H, Hug), 7.69 (d, J = 8.8 Hz,
2H, Hag), 7.64 — 7.58 (M, 4H, Hzag1), 7.55 (d, J = 9.3 Hz, 1H, Haos), 7.50 — 7.44 (m, 9H,
Hg,69,71,78.80), 7.42 (d, J = 8.9 Hz, 8H, Hgs 909397), 7.33 (d, J =15.0 Hz, 1H, H117), 7.14 (d, J =
9.1 Hz, 4H, Hez64), 6.95 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H13), 6.80 (d, J = 9.1 Hz, 4H, He1¢s), 6.67 (d, J =
8.7 Hz, 4H, Hoags), 6.63 (dd, J = 9.3, 2.6 Hz, 1H, Hio4), 6.59 (d, J = 6.8 Hz, 4H, Hgog7), 6.49
(d, J = 2.6 Hz, 1H, Haiog), 6.18 (t, J = 5.9 Hz, 1H, H1¢3), 5.42 (s, 2H, Hu1s), 4.14 (t, J = 5.5 Hz,
2H, Huo1), 4.08 (t, J = 6.0 Hz, 4H, Heg), 3.83 (q, J = 5.5 Hz, 2H, Hio), 3.72 (t, J = 6.0 Hz, 4H,
He7), 3.48 (g, J = 7.0, 4H, Hg), 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H, Hi21), 3.34 — 3.23 (m, 11H, H12133),
2.09 (s, 3H, Hizs), 2.00 — 1.94 (m, 8H, Hu41), 1.63 — 1.54 (m, 8H, Hisz), 1.40 — 1.17 (m, 12H,
H100.122139), 1.08 (h, J = 7.3 Hz, 8H, Hua1), 0.89 (t, J = 7.2 Hz, 12H, Hiso), 0.67 (t, J = 7.3 Hz,
12H, Hass), 0.63 — 0.56 (m, 8H, Hi40). 3P NMR (CDClz, 243 MHz), 8 (ppm): 64.7 (s, P11).
13C NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 170.6, 166.9, 160.5, 159.8, 156.1, 155.8, 151.5, 151.1,
148.1, 147.5, 147.0, 144.4, 140.3, 140.2, 139.5, 133.1 (m) 132.2, 130.5, 128.7, 128.4, 126.9,
125.7,125.2,122.9,122.7,119.8,115.1, 114.9, 111.6, 111.4,111.0, 110.1, 109.8, 108.9, 108.1,
97.3,91.3,90.9, 88.6, 88.3, 67.0, 65.9, 57.5, 55.2, 50.8, 49.7, 45.8, 45.1, 40.5, 39.3, 34.3, 31.6,
30.4 (m), 29.9, 29.5, 27.2, 26.9, 26.0, 23.2, 22.5, 20.5, 15.4, 14.2, 12.6, 12.4. MALDI-TOF:
m/z = 2163.153 (M)*, calcd for CisoHiseNaO10PS (M)*: 2163.163.



[11.4. Chapter IV: compounds and procedures

(E)-(7-(diethylamino)-3-(3-((2-(4-formylphenoxy)ethyl)amino)-3-oxoprop-1-en-1-yl)-
coumarin-4-yl)methyl  4-((tert-butoxycarbonyl)amino)butanoate  ((CHO)DEAC450-
[GABABOC]):

Following the general procedure for
esterification (Proc. D), with 167 (100 mg, 0.215

/di\)L mmol, 1 eq.) and Boc-GABA (48.1 mg, 0.237
/\N \©V mmol, 1.1 eq.). The product was purified by a
column chromatography of silicagel (gradient

eluent: CH2Clz:acetone, 94:6 to 75:25), to give (CHO)DEAC450-[GABABoOC] as a bright
yellow powder (84 mg, 60%0).

BOCHN (0] (CHO)DEAC450-[GABABoc]

'H NMR (CDClIs, 600 MHz), & (ppm): 9.83 (s, 1H), 7.83 (d, J = 15.2, 1H), 7.81 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 7.50 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.77 (s,
1H), 6.61 (dd, J = 9.2, 2.4 Hz, 1H), 6.42 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.36 (s, 2H), 5.01 (s, 1H), 4.18 (t,
J=5.1Hz, 2H), 3.84 (dt, J = 5.0 Hz, 5.1 Hz, 2H), 3.39 (q, J = 7.0 Hz, 4H), 3.12 (d, J = 6.0 Hz,
2H), 2.39 — 2.33 (m, 2H), 1.79 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.38 (s, 9H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 6H). °C
NMR (CDCls, 151 MHz), 8 (ppm): 190.9, 176.3, 172.7, 167.1, 163.6, 160.5, 155.7, 151.4,
147.0, 132.4,132.1, 130.2, 126.8, 125.0, 114.9, 109.8, 108.0, 97.2, 67.1, 59.4, 57.8, 45.0, 39.9,
31.3,28.5,25.4,22.4,12.5. HRMS (ESI): m/z = 672.2994, calcd for CasHasN20OgNa (M+Na)™:
672.3017.

(3-((E)-3-((2-(4-((E)-(2-(dichlorophosphorothioyl)-2-
methylhydrazono)methyl)phenoxy)ethyl)amino)-3-oxoprop-1-en-1-yl)-7-(diethylamino)-
coumarin-4-yl)methyl 4-((tert-butoxycarbonyl)amino)butanoate (173):

To a stirred solution of
(CHO)DEAC450-[GABABoOc] (83 mg

/©\JI\)L Q 128 pmol, 1 eq.) in dry THF (1.5 mL)
/\N

under argon atmosphere was added

BocHN

dropwise a solution of MMH-PSCI: in
CHCI3 (0.24M, 0.60 mL, 141 pumol, 1.1 eq.). The resulting mixture was stirred at r.t. overnight,
then it was concentrated to near-dryness and Et,O was added to induce precipitation. The

resulting precipitate was decanted, washed with Et,O and pentane, and dried under high



vacuum. The resulting powder was used without further purification in next step (103 mg,
quant.).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.76 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 7.74 — 7.67 (m, 3H), 7.27
(d, J = 15.1, 1H), 6.98 — 6.83 (m, 3H), 6.76 (M, 1H), 5.37 (s, 1H), 5.46 (s, 2H), 4.17 (t, J = 5.2
Hz, 2H), 3.86 (dt, J = 5.8, 5.2 Hz, 2H), 3.51 (d, Jp.1 = 14.4 Hz, 3H), 3.49 (q, J = 7.0 Hz, 4H),
3.12 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 2.39 — 2.33 (m, 2H), 1.79 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.38 (s, 9H), 1.18 (t, J
= 7.1 Hz, 6H). 3P NMR (CDCls, 121 MHz), & (ppm): 63.4. HRMS (ESI): m/z = 832.2072,
calcd for C3sHasNsOgNaPSCl, (M+Na)*: 832.2074.

Triad “°Ts-[GABABoC]:

BocHN” "¢ o\/)N Q = 0.0 -

O DY
(6]
i 3 :
u
NSO o Bu O
H N P S NBu,
/\I\L (o) o) — ‘[\‘j/ \

O,

450T,-[GABABoc] Q ﬁ By Bu O NBu,
T -O=G 0

To a stirred solution of 173 (43.0 mg, 53.0 umol, 1 eq.) in dry THF (3.0 mL) under argon
atmosphere were added (HQ)Aa4 (83.3 mg, 106.0 umol, 2 eqg.) and ground Cs>COs (138.2 mg,

424.3 umol, 8 eq.). The resulting mixture was heated to 35 °C overnight. Upon completion of

the reaction, the mixture was filtered over Celite® and the filtrate was evaporated. The resulting
crude was purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent: toluene:AcOEt, 9:1
to 6:4) to give **°T4-[GABABoC] as a dark yellow powder (51 mg, 42%).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), 8 (ppm): 7.80 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.62 — 7.58 (m, 4H), 7.54 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.48 — 7.44 (m, 9H), 7.42 — 7.38 (m, 9H), 7.14
(d, J=9.1 Hz, 4H), 6.95 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.80 (d, J = 9.1 Hz, 4H), 6.67 (d, J = 8.7 Hz, 4H),
6.63 (dd, J = 9.3, 2.6 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 6.8 Hz, 4H), 6.49 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.30 (t, J = 5.9
Hz, 1H), 5.40 (s, 2H), 4.16 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 4.11 — 4.04 (m, 4H), 3.83 (q, J = 5.5 Hz, 2H),
3.77 — 3.69 (M, 4H), 3.48 (q, J = 7.0, 4H), 3.42 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.33 — 3.25 (m, 11H), 3.18
~3.12 (m, 2H), 2.39 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.81 (p, J = 7.0 Hz, 2H), 2.00 — 1.94 (m, 8H), 1.63 —
1.54 (m, 8H), 1.40 — 1.17 (m, 21H), 1.08 (h, J = 7.3 Hz, 8H), 0.89 (t, J = 7.2 Hz, 12H), 0.67 (t,
J = 7.3 Hz, 12H), 0.63 — 0.56 (m, 8H). 3'P NMR (CDCls, 243 MHz), & (ppm): 64.7 (s). 13C
NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 172.6, 169.5, 169.0, 167.7, 166.8, 160.4, 159.6, 156.1,



156.0, 155.7, 151.3, 150.9, 148.0, 147.4, 146.8, 144.5, 144.4, 140.2, 140.0, 139.3, 133.0, 132.4,
130.9, 130.4, 130.3, 128.8, 128.5, 126.7, 125.6, 125.5, 122.8, 122.5, 119.7, 115.0, 114.7, 111.4,
111.2, 110.9, 109.9, 109.7, 108.8, 108.0, 97.3, 91.2, 90.8, 88.5, 88.2, 66.2, 65.7, 64.7, 55.1,
50.7,49.6, 46.5, 45.7, 44.9, 40.3, 38.7, 33.0, 31.9, 30.6, 29.7, 29.4, 28.4, 25.9, 23.1, 20.3, 19.1,
14.0, 13.9, 12.5, 12.3. MALDI-TOF: in progress.

Triad *°T+-[GABA]:

Is R ) — N
H3NW O\/j\j O — .O
CF3CO, © o Q S
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P H _N_ _R
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To stirred solution of 49T4-[GABABoc] (30.0 mg, 13.0 umol, 1 eq.) in dry CH2Cl> (1.5 mL)

under argon atmosphere was added trifluoroacetic acid (0.5 mL). The resulting mixture was

stirred at r.t. for 1 h, then it was evaporated, then dissolved and co-evaporated in toluene. The
resulting crude was precipitated with Et2O, and the mixture was centrifuged. The powder was
washed with ether and centrifuged three times, to give the final triad “°Ts-[GABA] as a brown
powder (25 mg, 90%0).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.70 — 7.64 (m, 3H), 7.62 — 7.58 (m, 4H), 7.52 — 7.43
(m, 19H), 7.15 — 6.98 (m, 6H), 6.80 — 6.70 (M, 8H), 6.63 (dd, J = 9.3, 2.6 Hz, 1H), 6.59 (d, J =
6.8 Hz, 4H), 6.49 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.30 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 5.45 (s, 2H), 4.16 (t, J = 5.5 Hz,
2H), 4.11 — 4.04 (m, 4H), 3.83 (q, J = 5.5 Hz, 2H), 3.77 — 3.69 (m, 4H), 3.48 (g, J = 7.0, 4H),
3.42 (g, J = 7.1 Hz, 4H), 3.33 — 3.25 (m, 11H), 3.18 — 3.12 (M, 2H), 2.39 (t, J = 7.0 Hz, 2H),
1.81 (p, J = 7.0 Hz, 2H), 2.00 — 1.94 (m, 8H), 1.63 — 1.54 (m, 8H), 1.40 — 1.17 (m, 12H), 1.08
(h, J = 7.3 Hz, 8H), 0.89 (t, J = 7.2 Hz, 12H), 0.67 (t, J = 7.3 Hz, 12H), 0.63 — 0.56 (m, 8H).
3P NMR (CDCls, 243 MHz), & (ppm): 64.8 (s, P11). MALDI-TOF: in progress.

di-tert-butyl 2,2'-((4-methyl-coumarin-7-yl)azanediyl)diacetate (175a):

1754 A mixture of 7-amino-4-methylcoumarin (500 mg, 2.85 mmol, 1
/@\)1 eq.), tert-butyl bromoacetate (4.2 mL, 28.5 mmol, 10 eq.), N,N-
(O]

BuO,C~ N

OB Diisopropylethylamine (2.0 mL, 11.4 mmol, 4 eq.), and sodium
2

iodide (856 mg, 5.71 mmol, 2 eq.) in acetonitrile (28 mL) was



refluxed under argon atmosphere for 3 days. Upon cooling down to room temperature, the
mixture was concentrated under vacuum. The residue was dissolved in AcOEt (30 mL) and
washed with brine. The organic layer was dried over Na,SO4 and filtered and evaporated. The
crude was purified by column chromatography of silicagel (eluent: Petroleum
Ether:AcOEt:CH2Cl,, 85:10:5 to 65:25:10) to give 175a as an off-white powder (323 mg,
28%).

IH NMR (CDCls, 200 MHz),  (ppm): 7.42 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.52 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H),
6.44 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.02 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 4.05 (s, 4H), 2.34 (d, J = 1.1 Hz, 3H), 1.47
(s, 18H).

4-iodo-N,N-bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)aniline (178):

In a 250 mL round bottom flask, 4-iodoaniline (9.0 g, 41.1 mmol, 1 eq.), 1-
Bromo-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy ethane (18.7 mL, 107 mmol, 2.6 eq.)
and K,CO3 (14,8 g, 107 mmol, 2.6 eq.) were suspended in DMF (50 mL). The
reaction mixture was stirred at 100 °C for 2 days. Upon cooling down to room temperature, the

solution was filtered over Celite® and the solvent was removed under high vacuum. The residue
was then dissolved in DCM and washed 3 times with brine. The organic layer was dried over
Na>SOs, filtered, and concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column
chromatography of silica (gradient eluent: AcOEt:petroleum ether, 1:9 to 10:0) to give 178 as
an orange oil (14.9 g, 71%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) 3 (ppm): 7.31 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.33 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.64
—3.45 (m, 18H), 3.43 — 3.41 (m, 6H), 3.25 (s, 6H).

N,N-bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)-4-((trimethylsilyl)ethynyl)aniline (179):

™S A mixture of 178 (8.14 g, 15.9 mmol, 1 eq.) and trimethylsilyl

/@/ acetylene (2.7 mL, 19.2 mmol, 1.2 eq.) in THF/EtsN (100 mL, 4:1
TEG-y v:v) was degassed with argon for 20 min, then PdCI2(PPhs)2 (134 mg,

|
TEG 179

0.191 mmol, 1.2 mol%) and Cul (39 mg, 0.191 mmol, 1.2 mol%) were
added and the mixture was degassed for 5 min more. The reacting mixture was then stirred at
40 °C overnight, then cooled down to room temperature, filtered over Celite® and evaporated.

The crude was then purified by column chromatography of silicagel (eluent: CH>Cl>: AcOEt,



8:2) to give 179 as an orange oil (4.33 g, 57%). Analytical data were in accordance with

literature.[288]

IH NMR (CDCls, 300 MHz) 5 (ppm): 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.40 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.70
~3.62 (M, 18H), 3.57 — 3.52 (m, 6H), 3.37 (s, 6H), 0.21 (s, 9H).

4-((7-10d0-9,9-bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)-9H-fluoren-2-yl)ethynyl)-N,N-
bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)aniline (181):

O O A mixture of 179 (543 mg, 1.13 mmol, 1 eq.), and 2,7-
TEG\N ! diiodo-9,9-bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)-
TEG TEG TEG

181 9H-fluorene 180 (2.40 g, 3.39 mmol, 3 eq.) in THF/EtsN
(10 mL, 4:1 v:v) was degassed with argon for 20 min, then PdCl>(PPhs)2 (15.8 mg, 22.5 pmol,

2 mol%) and Cul (4.3 mg, 22.5 umol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for
5 min more. TBAF (1M solution in THF, 1.70 mL, 1.70 mmol, 1.5 eq.) was finally added and
the reacting mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature
and evaporated. The crude was purified by column chromatography of silicagel (gradient
eluent: toluene:MeCN, 8:2 to 5:5) to give 181 as a dark orange solid (551 mg, 49%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.74 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H),
7.59 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.43 — 7.35
(m, 3H), 6.68 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.67 — 3.60 (m, 22H), 3.58 — 3.45 (m, 12H), 3.43 — 3.36 (m,
12H), 3.34 (s, 6H), 3.25 — 3.17 (m, 4H), 2.82 — 2.71 (m, 4H).

4-(2-((4-((7-((4-(bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)amino)phenyl)ethynyl)-9,9-
bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)-9H-fluoren-2-
yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethoxy)phenol ((HQ)A4”):

O O A mixture of 181 (356 mg,
TEG\N 0.359 mmol, 1 eq.), and 105

S~
N
0}
TEC T(EH%)XE-G — oH| (140 mg, 0.395 mmol, 1 eq.) in

THF/Et3N (4 mL, 4:1 v:v) was degassed with argon for 20 min, then PdCI>(PPhz)2 (5.0 mg, 7.2
pmol, 2 mol%) and Cul (1.4 mg, 7.2 pmol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed
for 5 min more. TBAF (1M solution in THF, 0.43 mL, 0.43 mmol, 1.2 eq.) was finally added,
and the reacting mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room



temperature and evaporated. The crude was purified by column chromatography of silicagel
(eluent: toluene:acetone, 75:25) to give (HQ)A4” as a brown oil (354 mg, 86%).

IH NMR (CD:Clz, 300 MHz) 8 (ppm): 7.65 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 7.48
(dd, J = 7.8, 1.8 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.78 — 6.75 (m,
4H), 6.71 (d, J = 9.1 Hz, 4H), 4.08 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.72 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.68 — 3.55 (m,
24H), 3.53 — 3.38 (m, 12H), 3.36 — 3.31 (m, 12H), 3.28 (s, 6H), 3.20 — 3.15 (m, 4H), 2.84 —
2.73 (M, 4H), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 3C NMR (CD:Clz, 75 MHz) & (ppm): 153.3, 150.6,
150.0, 148.5, 148.3, 140.0, 133.4, 133.3, 132.6, 131.0, 126.5, 123.6, 120.4, 116.5, 116.1, 112.1,
112.0, 110.1, 110.0, 91.8, 88.5, 72.5, 72.4, 71.3, 71.1, 71.0, 70.9, 70.8, 70.5, 68.9, 67.4, 66.7,
59.2,59.1, 51.8, 51.4, 50.2, 46.1, 40.2, 12.5.

Triad “°T4”-[GABABoOc]:
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To a stirred solution of 173 (41.0 mg, 50.6 umol, 1 eq.) in dry THF (5.0 mL) under argon
atmosphere were added (HQ)A4” (116 mg, 101.1 umol, 2 eq.) and ground Cs>COs3 (131.8 mg,
404.6 umol, 8 eq.). The resulting mixture was heated to 35 °C overnight. The mixture was then
filtered over Celite® and the filtrate was evaporated. The resulting crude was purified by
column chromatography of silicagel (gradient eluent: toluene:MeCN, 5:5 to 0:1, then acetone
100%) to give the final 4°°Ts”-[GABABoC] as a dark yellow powder (44 mg, 29%).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), 5 (ppm): 7.80 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.61 — 7.57 (m, 5H), 7.55 — 7.51 (m, 4H), 7.47 (d, J = 7.8 Hz, 8H), 7.42 — 7.36 (m, 9H), 7.13
(d, J = 8.3 Hz, 4H), 6.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.80 (d, J = 9.1 Hz, 4H), 6.70 — 6.64 (m, 8H), 6.63
(dd, J = 9.3, 2.5 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.35 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 5.40 (s, 2H), 5.11
(t, = 5.9 Hz, 1H), 4.13 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 4H), 3.81 (q, J = 5.4 Hz, 2H),
3.78 - 3.70 (m, 4H), 3.67 — 3.58 (m, 48H), 3.56 — 3.52 (m, 8H), 3.52 — 3.49 (M, 8H), 3.46 (dd,



J=5.7,3.2 Hz, 4H), 3.41 — 3.36 (m, 24H), 3.31 — 3.28 (m, 15H), 3.22 — 3.18 (m, 8H), 3.16 —
3.11 (m, 2H), 2.77 (t, J = 7.5 Hz, 8H), 2.39 (t, J = 6.7 Hz, 8H), 2.03 (q, J = 7.9 Hz, 2H), 1.82 —
1.79 (m, 2H), 1.24 (s, 9H), 1.23 - 1.17 (m, 12H). 3P NMR (CDCls, 243 MHz), & (ppm): 64.7.
13C NMR (CD2Clz, 151 MHz), & (ppm): 173.1, 167.0, 160.7, 160.4, 156.7, 156.3, 151.9,
150.1, 148.5, 148.2, 144.9, 140.3, 140.0, 135.7, 133.4, 133.3, 132.8, 131.1, 129.0, 128.7, 127.3,
126.5, 125.6, 123.6, 123.0, 120.5, 115.6, 115.3, 112.1, 112.0, 110.1, 97.6, 91.8, 88.5, 72.5, 72.4,
71.3,71.1,71.0,70.9,70.8, 70.5, 68.9, 67.4, 66.5, 59.2, 59.1, 51.8, 51.4, 50.1, 46.2, 45.4, 40.2,
30.3,28.7,12.8, 12.5. MALDI-TOF: in progress.

Triad *°T4”-[GABA]:
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To stirred solution of 4°°T4”-[GABABoc] (19.2 mg, 6.33 umol, 1 eq.) in dry CH2Cl, (1.0 mL)
under argon atmosphere was added trifluoroacetic acid (0.25 mL). The resulting mixture was
stirred at r.t. for 1 h, then it was evaporated, then dissolved and co-evaporated in toluene. The
resulting crude was precipitated with Et2O, and the mixture was centrifuged. The powder was
washed with ether and centrifuged three times, to give the final triad “*°T4”-[GABA] as a brown
powder (17 mg, 91%).

'H NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.94 —7.85 (m, 3H), 7.61 — 7.57 (m, 5H), 7.55 - 7.36
(m, 21H), 7.13 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 6.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.80 (d, J = 9.1 Hz, 4H), 6.76 —
6.60 (m, 9H), 6.48 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.40 (s, 2H), 4.13 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 6.0
Hz, 4H), 3.81 (q, J = 5.4 Hz, 2H), 3.78 — 3.70 (m, 4H), 3.67 — 3.45 (m, 64H), 3.46 (dd, J = 5.7,
3.2 Hz, 4H), 3.41 — 3.36 (m, 24H), 3.31 — 3.04 (m, 25H), 2.77 (t, J = 7.5 Hz, 8H), 2.39 (t, J =
6.7 Hz, 8H), 2.03 (g, J = 7.9 Hz, 2H), 1.82 — 1.79 (m, 2H), 1.23 — 1.17 (m, 12H). 3P NMR
(CDCls, 243 MHz), & (ppm): 64.3. MALDI-TOF: in progress.



tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)acetate (183)

To a mixture of tBuOK (20.98 g, 0.187 mol, 6.3 eq.) in dry DMF (50 mL)
under argon atmosphere was added slowly a mixture of 1-bromo-4-

nitrobenzene (6.0 g, 29.7 mmol, 1 eq.) and tert-butylchloroacetate (7.15 mL,

47.5 mmol, 1.6 eq.) in dry DMF (50 mL). The resulting deep blue mixture
was stirred at room temperature and under argon for 2 h, then it was cooled down to 0 °C and
1M HCI (50mL) was added dropwise. The mixture was extracted with AcOEt and the combined
organic layers were dried over Na>SOs, filtered, and concentrated under reduced pressure. The
crude was then purified by column chromatography of silicagel (eluent: petroleum
ether:AcOEt, 9:1) to give 183 as a pale yellow oil which crystallized upon standing (8.86 g,
94%). *H NMR (CDClz, 300 MHz) & (ppm): 7.97 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.57 (dd, J = 8.7, 2.1
Hz, 1H), 7.49 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 3.90 (s, 2H), 1.43 (s, 9H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), 8
(ppm): 168.6, 147.8, 136.3,132.5, 131.6, 128.3, 126.8, 82.3, 40.9, 28.0. FTIR v (cm™): 3063.3,
2980.7, 2929.0, 1709.8, 1596.1, 1523.8, 1344.7, 1227.6, 1148.4, 845.3. Melting point: 85 °C.

tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)propanoate (184)

In an oven dried Schlenk tube under argon atmosphere, NaH (481 mg, 60%
weight in mineral oil, 12.0 mmol, 1 eq.) was suspended in dry THF (40 mL)
and 183 (3.80 g, 12.0 mmol, 1 eq.) was added. The mixture was then cooled
down to 0 °C and Mel (1.45 mL, 23.4 mmol, 1.95 eq.) was added dropwise

under vigorous stirring. After 30 min, the cooling bath was removed and the mixture was stirred

overnight under argon at room temperature. The reaction was then quenched by addition of
water and the mixture was extracted with ACOEt. The combined organic layers were dried over
Na>SOq, filtered, and concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column
chromatography of silicagel (gradient eluent, petroleum ether:CH2Cl,, 9:1 to 7:3) to give 184
as a pale yellow solid (2.45 g, 62%). *H NMR (CDClz, 300 MHz) & (ppm): 7.82 (d, J = 8.6
Hz, 1H), 7.62 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H), 4.21 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 1.57
(d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.40 (s, 9H). 3C NMR (CDCls, 50 MHz), & (ppm): 171.8, 148.0, 137.8,
132.9, 131.1, 128.1, 126.4, 82.0, 42.4, 27.9, 17.5. FTIR v (cm™): 3056.0, 2977.2, 1716.7,
1561.7, 1513.5, 1337.8, 1241.4, 1155.3, 828.1. Melting point: 89 °C.



2-(5-bromo-2-nitrophenyl)propan-1-ol (185)

In an oven dried Schlenk tube under argon atmosphere, DIBAL-H (6.58 mL,

OH | 7,90 mmol, 3 eq.) was added slowly to a stirred solution of 184 (870 mg, 2.63
.5 mmol, 1 eq.) in dry THF (50 mL) at 0 °C. The mixture was stirred for 1 h at 0

” °C, then 1M HCI (20 mL) was added slowly and the mixture was extracted
with AcOEt. The combined organic layers were dried over Na;SOs, filtered, and concentrated
under reduced pressure. The crude was purified by column chromatography of silicagel (eluent:
petroleum ether:AcOEt, 8:2) to give 185 as a red oil (524 mg, 77%). 'H NMR (CDCls, 300
MHz) & (ppm): 7.66 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz,
1H), 3.91 — 3.70 (m, 2H), 3.64 — 3.45 (m, 1H), 1.63 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 1.32 (d, J = 6.8 Hz,
3H). 13C NMR (CDCls, 50 MHz), & (ppm): 149.5, 140.7, 131.7, 130.5, 127.6, 125.9, 67.6,
36.5,17.5. FTIR v (cm™): 3345.7, 2973.8, 2867.0, 1561.7, 1520.4, 1348.2, 1021.0, 852.2.

N-(2-azidoethyl)-N-ethylaniline (186):

- Compound mk61 was synthesized according to a procedure described in
©/N\/\N3 literature,!?"! and obtained as a colorless oil (11.4 g, quant.). Analytical data
186 were in accordance with literature.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7.24 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.77 — 6.67 (m, 2H), 3.56 —
3.36 (M, 4H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 2H).

N!-ethyl-N!-phenylethane-1,2-diamine (187):

- To a stirred solution of the azide 186 (9.0 g, 47.3 mmol, 1 eq.) in dry THF
‘ON\/\NHZ (120 mL) under argon atmosphere was added triphenylphosphine (13.0 g,
187 49.7 mmol, 1.05 eq.). The mixture was stirred at r.t. with an exit needle until

all bubbling has stopped, then H>O (27 mL) was added, and stirring was maintained overnight.
The pH was then adjusted to 14 by addition of KOH pellets, and, after 2 h of additional stirring,
the mixture was concentrated under vacuum. The residue was dissolved in water and acidified
with conc. HCI, then extracted with CH2Cl> to remove any neutral species. The remaining
aqueous layer was then re-basified with KOH and extracted with CH2Cl,. The combined
organic layers were dried over Na>SOs, filtered and concentrated under reduced pressure to give

187 as a pale yellow oil (7.1 g, 91%).



IH NMR (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm): 7.18 — 7.05 (m, 2H), 6.65 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.52
(t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.34 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 3.22 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.66 (t, J = 7.3 Hz, 2H),
1.41 (s, br, 2H), 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

tert-butyl (2-(ethyl(phenyl)amino)ethyl)carbamate (188):

( Neat 187 (2.13 g, 13.0 mmol, 1 eq.) was placed into an open flask in an
@ ~""NHBoc| ultrasonic bath. Di-tert-butyl dicarbonate (2.83 g, 13.0 mmol, 1 eq.) was

added portionwise to the flask, and sonication was maintained for 4 min.

The mixture was dried under vacuum to eliminate residual t-BuOH, and afford 188 as a pale

yellow oil (3.4 g, quant.).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) 5 (ppm): 7.22 (dd, J = 8.9, 7.2 Hz, 2H), 6.73 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
6.68 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 4.73 (s, br, 1H), 3.47 — 3.26 (m, 6H), 1.46 (s, 9H), 1.15 (t, J = 7.0 Hz,
3H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 156.2, 148.0, 129.5, 116.3, 112.4, 79.5, 49.9, 45.4,
38.6, 28.5, 12.2.

tert-butyl (2-(ethyl(4-iodophenyl)amino)ethyl)carbamate (189):

To astirred solution of 188 (3.4 g, 13.0 mmol, 1 eq.) in CH2Cl> (13 mL)
‘ /@(N\/\NHBOC was added NaHCOg3 (1.74 g, 20.8 mmol, 1.6 eq.) in H20 (50 mL). The
mixture was cooled down to 0 °C, and a solution of I, (3.62 g, 14.3

mmol, 1.1 eq.) in CH2Cl> (300 mL) was added dropwise over 2 h. The mixture was allowed to
warm up to room temperature overnight, then the reaction was quenched with a saturated
Na>S203 solution, and extracted with CH2Cl2. The combined organic layers were dried over
Na>SOs, filtered and concentrated under reduced pressure to give a crude brown oil which was
pure enough to be used without further purification (4.87 g, 96%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) 5 (ppm): 7.43 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.50 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.68
(s, br, 1H), 3.42 — 3.17 (m, 6H), 1.45 (s, 9H), 1.13 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

tert-butyl (2-(ethyl(4-((trimethylsilyl)ethynyl)phenyl)amino)ethyl)carbamate (190)

( A mixture of 189 (2.0 g, 5.12 mmol, 1 eq.) and trimethylsilyl
/©/N\/\NHBOC acetylene (1.1 mL, 7.69 mmol, 1.5 eq.) in THF/EtsN (50 mL, 4:1
Z 190 v:v) was degassed with argon for 20 min, then PdCl,(PPhs), (72

T™MS

mg, 0.102 mmol, 2 mol%) and Cul (19.5 mg, 0.102 mmol, 2



mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. The reacting mixture was
then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature, filtered over Celite®
and evaporated. The crude was then purified by column chromatography of silicagel (eluent:
pentane:CHCl», 2:8) to give 190 as an orange oil (1.63 g, 88%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) 5 (ppm): 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.59 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.68
(s, 1H), 3.47 — 3.23 (M, 8H), 1.45 (s, 11H), 1.14 (t, J = 7.0 Hz, 4H), 0.22 (s, 11H). 3C NMR
(CDCls, 75 MHz) & (ppm): 156.1, 147.9, 133.5, 111.5, 109.9, 106.6, 91.3, 79.6, 49.8, 45.3,
38.5,28.5,12.2, 0.4. HRMS (FD): m/z = 360.22291, calcd for C2oH32N202Si (M)*: 360.22330.

tert-butyl(2-(ethyl(4-((3-(1-hydroxypropan-2-yl)-4-
nitrophenyl)ethynyl)phenyl)amino)ethyl)carbamate (191)

NO, A mixture of 189 (415 mg, 1.15 mmol, 1 eq.), and 185 (300 mg, 1.15 mmol,
O o 1 eq.) in THF/EtzN (10 mL, 4:1 v:v) was degassed with argon for 20 min,
191 then PdCl2(PPhs)2 (17 mg, 23.0 umol, 2 mol%) and Cul (5 mg, 23.0 pumol,

2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. TBAF
‘ (1M solution in THF, 1.6 mL, 1.6 mmol, 1.5 eq.) was finally added, and the

N~ umeo|  F€ACtiINg mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to

room temperature and evaporated. The crude was purified by column
chromatography of silicagel (eluent: CH2Cl:acetone, 9:1) to give 191 as a red powder (340 mg,
64%). 'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.76 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 1.7 Hz,
1H), 7.40 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.69 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.81 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.60 (dd, J =
13.5, 6.7 Hz, 1H), 3.44 — 3.39 (m, 4H), 3.35 — 3.28 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.36 (d, J = 6.9 Hz,
3H), 1.19 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

(E)-(7-(diethylamino)-3-(2,2-dimethyl-4,15-dioxo0-3,8,11-trioxa-5,14-diazaheptadec-16-

en-17-yl)-coumarin-4-yl)methyl 4-(4-(bis(2-chloroethyl)amino)phenyl)butanoate
((NHBoc)DEACA450-[CLB]):

0 Following the general procedure for
C'\/\Nm BocHN._~| esterification (Proc. D) with 162 (81.0 mg,

O
H Q}I\/\L HNOJ 0.148 mmol, 1 eq.) and chlorambucil (47.2
cl N 0o

L (NHBoc)DEACAS0-{CLB] mg, 0.155 mmol, 1.05 eq.). The mixture was

directly  loaded onto a  column



chromatography of silicagel (gradient eluent: CHxCls:acetone, 1:0 to 7:3), to give
(NHBoc)DEAC450-[CLB] as an orange powder (146 mg, 68%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 8 (ppm): 7.78 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
7.28 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.59 (dd, J = 9.1, 2.5 Hz, 2H), 6.56 (d, J =
8.7 Hz, 2H), 6.4 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.38 (s, 2H), 5.12 (s, br, 1H), 3.71 — 3.51 (m, 20H), 3.40
(q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.35 - 3.26 (M, 2H), 2.49 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.32 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.86
(p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz),
(ppm): 172.9, 166.6, 160.3, 156.1, 155.6, 151.2, 146.7, 144.3, 131.5, 130.3, 129.7, 126.7,
125.6,114.9, 112.1, 109.6, 108.0, 97.1, 79.2, 70.3, 70.2, 70.2, 69.9, 57.3, 53.6, 44.9, 40.6, 40.3,
39.5, 33.8, 33.3, 28.4, 26.5, 12.5. HRMS (FD): m/z = 832.35714, calcd for CazHssCl2N4Oo
(M)*: 832.35808.

2-(5-((4-((2-((tert-butoxycarbonyl)amino)ethyl)(ethyl)amino)phenyl)ethynyl)-2-
nitrophenyl)propyl 4-(4-(bis(2-chloroethyl)amino)phenyl)butanoate ((NHBoc)NDPA-
[CLB])

NO, Following the general procedure for esterification
(0]
O 71/\/\@ (Proc. D), with 191 (100 mg, 0.214 mmol, 1 eg.) and
(0] N/\/CI ) )
I H chlorambucil (85 mg, 0.28 mmol, 1.3 eq.). The mixture

Cl was directly loaded onto a short column

chromatography of silicagel (gradient eluent:

N~ Boe  (NHBooiNDPACLB] | CH:Clz:acetone,  100:0 to  95:5) to  give
(NHBoc)NDPA-[CLB] as an orange powder (101 mg,

63%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.78 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.46
~7.39(m, 3H), 7.03 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.71 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.61 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.25
(ddd, J = 18.4, 10.9, 6.9 Hz, 2H), 3.81 (dd, J = 13.8, 6.9 Hz, 1H), 3.70 — 3.60 (m, 8H), 3.47 —
3.40 (m, 3H), 3.36 — 3.28 (M, 2H), 2.50 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.28 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.85 (p, J
= 7.5 Hz, 2H), 1.48 (s, 9H), 1.39 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 3H).



(S)-4-ethyl-3,14-dioxo-3,4,12,14-tetrahydro-1H-pyrano[3',4':6,7] indolizino[1,2-
b]quinolin-4-yl 1H-imidazole-1-carboxylate (192):

Di(1H-imidazol-1-yl)methanone (466 mg, 2.87 mmol, 5 eq.) and
DMAP (22 mg, 0.172 mmol, 0.3 eq.) were added to a solution of
camptothecine (200 mg, 0.574 mmol, 1 eq.) in dry CH2Cl, under an

atmosphere of argon. The reaction mixture was stirred for 4 h at room

temperature. CH2Cl, was added to the mixture and the organic layer was
washed with a 0.1 M solution of HCI in water. The organic layer was dried with Na>SOg, filtered
over Celite® and the solvent was removed under reduced pressure to give a pale yellowish
powder. The crude was pure enough to be used without further purification (252 mg, quant.).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 8.38 (s, 1H), 8.21 — 8.18 (m, 1H), 8.16 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 7.91 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.80 (ddd, J = 8.5, 6.9, 1.4 Hz, 1H), 7.64 (ddd, J = 8.1, 5.7, 1.1
Hz, 1H), 7.45 — 7.42 (m, 1H), 7.24 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.03 (s, 1H), 5.74 (d, J = 17.4 Hz, 2H),
5.43 (d, J = 17.4 Hz, 2H), 2.41 (dg, J = 14.9, 7.5 Hz, 2H), 2.27 (dg, J = 14.9, 7.5 Hz, 2H), 1.07
(t, J = 7.5 Hz, 3H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 166.3, 157.2, 154.3, 152.0, 150.1,
149.5, 148.8, 147.2, 146.9, 144.5, 138.7, 137.2, 135.2, 131.3, 131.2, 130.8, 129.9, 129.5, 128.8,
128.7,128.4, 128.2, 120.2, 117.3, 106.6, 95.3, 79.0, 67.3, 53.5, 50.1, 39.0, 31.9, 11.3, 7.7.

tert-butyl (2-(ethyl(4-((3-(2-(((((S)-4-ethyl-3,14-diox0-3,4,12,14-tetra hydro-1H-
pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-4-yl)oxy)carbonyl)oxy)propan-2-yl)-4-
nitrophenyl)ethynyl)phenyl)amino)ethyl)carbamate ((NHBoc)NDPA-[CPT]):

NO2 (vuBoc)NDPA-cpT]| 10 a Stirred solution of 191 (106 mg, 0.226 mmol, 1 eq.)

in CH2Cl> under argon atmosphere were added 192 (100

V
O O)so mg, 0.226 mmol, 1 eq.) and DMAP (cat.). The mixture
LN : N N was stirred in the dark for 24 h at room temperature.
O 7
K\ N = CH2Cl; was added to the reaction mixture and the

organic layer was washed with a 0.1 M solution of HCI
in water. The organic layer was dried over Na2SOg, filtered over Celite® and evaporated under
reduced pressure to give (NHBoc)NDPA-[CPT] as an orange/red powder (136 mg, 71%o).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 3 (ppm): 8.37 (s, 1H), 8.14 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 7.79 (dd, J = 11.2, 4.1 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.65 — 7.60 (m, 1H), 7.38 —
7.28 (m, 2H), 7.25 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 6.65 (dd, J = 8.6, 3.2 Hz, 2H), 5.72 (d, J = 17.3 Hz, 1H),



5.41 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 5.27 (s, 2H), 5.25 (s, 2H), 3.80 — 3.75 (m, 2H), 3.56 (dd, J = 13.1,
6.4 Hz, 1H), 3.38 (dd, J = 13.3, 6.2 Hz, 4H), 3.28 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 2.41 (dt, J = 14.8, 6.9
Hz, 2H), 2.26 (dt, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.32 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.15 (t, J = 6.8 Hz, 3H), 1.08 (t,
J = 7.5 Hz, 3H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), 3 (ppm): 166.3, 157.2, 156.1, 151.9, 148.7,
148.7,148.2, 146.9, 144.6, 138.9, 138.9, 133.9, 133.4, 133.3, 132.1, 132.0, 131.4, 130.8, 129.5,
129.4, 129.3, 129.3, 128.6, 128.4, 128.2, 128.2, 124.5, 120.1, 111.5, 108.3, 95.4, 95.3, 86.3,
86.3, 79.5, 79.1, 67.5, 67.2, 53.5, 50.1, 49.6, 45.2, 38.3, 36.4, 31.9, 29.7, 28.4, 17.5, 12.1, 7.8.

tert-butyl (S,E)-(2-(2-(2-(3-(7-(diethylamino)-4-(((((4-ethyl-3,14-dioxo-3,4, 12,14-
tetrahydro-1H-pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-4-yl)oxy)carbonyl)oxy)
methyl)-coumarin-3-yl)acrylamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate ((NHBoc)DEAC450-
[CPT)):

To a stirred solution of 162 (124 mg, 0.226 mmol, 1 eq.)
in CH2Cl, under argon atmosphere were added 192 (100
mg, 0.226 mmol, 1 eq.) and DMAP (cat.). The mixture

T NHBecl  \was stirred 24 h in the dark at room temperature. CH,Cl,
(0]
was added to the mixture and the organic layer was
L RN H%\/o)z | - g y
N 0o washed with a 0.1 M solution of HCI and water. The
(NHBoc)DEACA50-[CPT] organic layer was dried over NaSOs, filtered over

Celite® and evaporated under reduced pressure to give
(NHBoc)DEAC450-[CPT] as an orange powder (208 mg, quant.).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 8.35 (s, 1H), 8.11 (s, J = 21.9 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 7.80 — 7.70 (m, 2H), 7.59 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.42 (s, 1H), 7.17 (d, J = 18.7 Hz, 1H),
7.08 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 6.43 (s, 1H), 5.70 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 5.39
(d, J = 17.3 Hz, 1H), 5.24 (s, 2H), 4.85 (s, 2H), 3.58 — 3.54 (m, 6H), 3.50 (q, J = 9.7, 4.6 Hz,
4H), 3.30 (dd, J = 15.0, 7.5 Hz, 6H), 2.47 — 2.16 (m, 2H), 1.37 (s, 9H), 1.13 (t, J = 6.9 Hz, 6H),
1.05 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

2-(4'-methoxy-4-nitro-[1,1'-biphenyl]-3-yl)propan-1-ol (194):

In a Schlenk tube were introduced under argon atmosphere 185 (366 mg, 1.4 mmol, 1 eg.) and
Pd(PPh3)s (164 mg, 0.14 mmol, 10 mol%). After purging and refilling with argon 3 times,
toluene (6 mL) and a saturated aqueous solution of Na,COs (6 mL) were then added and the

mixture was heated to 110 °C. A degassed solution of 2-(4-methoxyphenyl)-4,4,5,5-



" No, | ) tetramethyl-1,3,2-dioxaborolane (244 mg, 1.6 mmol, 1.1 eq.) was then added
O o dropwise, and the resulting bright yellow mixture was heated to 110 °C for 6
100 h. Upon cooling down to room temperature, the reaction was quenched with
‘ brine (10 mL), and extracted with AcOEt (3 x 20 mL). The combined organic
OMe layers were washed with water, dried over Na2SOs, filtered and concentrated

under reduced pressure. The crude was purified by column chromatography of silicagel (eluent:
Petroleum ether:CH2Cl>, 1:9 to 0:10) to give 194 as a yellow powder (281 mg, 70%0).

'H NMR (CDCls, 200 MHz), 8 (ppm): 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.57
—7.51 (m, 2H), 7.49 (dd, J = 8.5, 1.9 Hz, 1H), 7.04 — 6.97 (m, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.83 (d, J =
6.6 Hz, 2H), 3.71 — 3.58 (m, 1H), 1.89 (s, 1H), 1.37 (d, J = 6.9 Hz, 3H). 3*C NMR (CDCls, 75
MHz), & (ppm): 160.3, 148.9, 145.6, 139.1, 131.5, 128.6, 126.3, 125.3, 125.2, 114.6, 68.0,
55.5, 36.5, 17.7. FTIR v (cm™): 3497.3, 2925.6, 2877.4, 1596.1, 1575.5, 1499.7, 1327.5,
1241.4,1021.0, 824.7. Melting point: 101 °C.

2-(4'-methoxy-4-nitro-[1,1'-biphenyl]-3-yl)propyl acetate (PMNB-[Ac]):

NO, To a stirred solution of 194 (281.4 mg, 0.696 mmol, 1 eq.) in pyridine
O Oj]/ (1.2 mL) was added dropwise acetic anhydride (1.2 mL). The resulting
mixture was stirred in the dark at r.t. for 4 h, then it was concentrated
‘ PUNBAA under reduced pressure. The residue was co-evaporated with toluene (2 x

OMe 10 mL) and methanol (2 x 10 mL), then it was dissolved in CHCI3 and

washed with a saturated NaHCOz solution (2 x 15 mL). The combined organic layers were

dried over Na>SOg, filtered and evaporated. The crude was purified by column chromatography
of silicagel (eluent: Petroleum ether:AcOEt, 9:1) to give PMNB-[Ac] as a yellow oil (100 mg,
31%).

IH NMR (CDCl3, 300 MHz), 8 (ppm): 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.57
751 (m, 2H), 7.51 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H), 7.05 — 6.96 (m, 2H), 4.33 — 4.19 (m, 2H), 3.92
—3.78 (m, 1H), 3.86 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.40 (d, J = 7.0 Hz, 3H). 3C NMR (CDCls, 75
MHz), & (ppm): 171.0, 160.3, 145.5, 138.2, 131.4, 128.5, 126.1, 125.5, 125.2, 114.6, 77.4,
68.4, 55.5, 33.2, 29.8, 20.9, 17.9. FTIR v (cm'}): 2956.6, 2929.0, 2839.5, 1730.5, 1599.6,
1510.0, 1351.6, 1248.3, 1224.2, 1031.3, 828.1.



4-((7-bromo-9,9-dibutyl-9H-fluoren-2-yl)ethynyl)-N,N-bis(2-(2-(2-
methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)aniline (195):

B O O A mixture of 179 (4.0 g, 8.3 mmol, 1 eq.), and 2,7-
TEG\NBr dibromo-9,9-dibutyl-9H-fluorene 92 (15.2 g, 34.8 mmol,

Te¢ ey 4.2 eq.) in THF/EtsN (100 mL, 4:1 v:v) was degassed with
argon for 20 min, then PdCl>(PPhs) (117 mg, 0.166 mmol, 2 mol%) and Cul (32 mg, 0.166

mmol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. TBAF (1M solution

in THF, 12,5 mL, 12.5 mmol, 1.5 eqg.) was finally added and the reacting mixture was then
stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature and evaporated. The crude
was purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent: CH2Cl»:acetone, 90:1 to
70:30) to give 195 as a dark yellow oil (4.73 g, 75%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.63 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.49
—7.43 (m, 4H), 7.41 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.69 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.66 — 3.60 (m, 18H), 3.58 —
3.54 (m, 6H), 3.40 (s, 6H), 1.98 — 1.90 (m, 4H), 1.15 — 1.03 (m, 4H), 0.70 (t, J = 7.3 Hz, 6H),
0.62 — 0.54 (m, 4H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 153.3, 150.4, 147.9, 139.8, 139.6,
133.0, 130.6, 130.1, 126.3, 125.7, 123.1, 121.4, 121.3, 119.8, 111.6, 109.9, 91.0, 88.4, 72.1,
70.9, 70.8, 70.8, 68.5, 59.2, 55.5, 51.0, 40.3, 26.0, 23.2, 14.0. HRMS (FD): m/z = 763.34415,
calcd for C43HssBrNOs (M™): 763.34475.

2-((4-((7-((4-(bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)amino)phenyl)ethynyl)-9,9-
dibutyl-9H-fluoren-2-yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethan-1-ol ((OH)A4’):

A mixture of 195 (3.0 g, 3.93 mmol, 1
TEG, O = O.O = O 7=~ | eq.),and 110 (1.03 g, 3.93 mmol, 1 e
A N on| S 02 g, S ,1eq)

TEC (E:)H)i; — in THF/EtsN (50 mL, 4:1 viv) was
degassed with argon for 20 min, then PdCl2(PPhs)2 (55 mg, 78.6 pmol, 2 mol%) and Cul (15

mg, 78.6 umol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. TBAF (1M

solution in THF, 5.9 mL, 5.9 mmol, 1.5 eq.) was finally added, and the reacting mixture was
then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature and evaporated. The
crude was purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent: petroleum
ether:acetone, 70:30) to give (OH)A4’ as a dark yellow oil (2.15 g, 63%).

IH NMR (MeOD, 300 MHz) & (ppm): 7.69 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.45 — 7.41 (m, 4H), 7.36 (d,
J=8.9 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.77 — 6.71 (m, 4H), 3.61 (d, J = 1.9 Hz, 12H), 3.54



—3.45 (m, 12H), 3.35 (s, 6H), 2.08 — 1.99 (m, 4H), 1.17 (td, J = 7.0, 5.2 Hz, 5H), 1.10 (dd, J =
14.5, 7.0 Hz, 4H), 1.03 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 0.90 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 0.68 (t, J = 7.3 Hz, 6H),
0.56 (dd, J = 7.5, 3.3 Hz, 4H). 3C NMR (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm): 150.7, 148.3, 147.9,
147.8,139.6, 139.6, 133.5, 132.6, 132.5, 130.1, 125.1, 122.2, 122.1, 120.3, 111.4, 111.2, 111.2,
108.2, 107.6, 105.6, 91.6, 91.4, 88.2, 88.1, 82.9, 72.5, 71.3, 70.0, 69.8, 69.6, 67.8, 58.3, 58.0,
51.9, 50.1, 44.6, 25.8, 22.4, 13.8, 11.9. HRMS (FD): m/z = 872.53436, calcd for CssH72N207
(M*): 872.53395.

2-((4-((7-((4-(bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)amino)phenyl)ethynyl)-9,9-bis(2-
(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)-9H-fluoren-2-yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethan-
1-ol ((OH)A4™):
B O O _ A mixture of 181 (200 mg, 0.202 mmol,
TEG\NN/\ 1 eq.), and 110 (105.4 mg, 0.404 mmol,
TEC oHar = eq.) in THF/EGN (2.5 mL, 4:1 v:v)
was degassed with argon for 20 min, then PdCl2(PPh3). (2.8 mg, 4.0 umol, 2 mol%) and Cul

(0.8 mg, 4.0 umol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. TBAF
(1M solution in THF, 0.40 mL, 0.40 mmol, 2 eq.) was finally added, and the reacting mixture
was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature and evaporated. The
crude was purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent: toluene:MeCN,
60:40 to 10:90) to give (OH)A4™ as a brown oil (201 mg, 95%).

IH NMR (CD:Cl2, 300 MHz) & (ppm): 7.64 (d, J = 7.9, 2H), 7.56 (d, J = 1.5, 2H), 7.47 (dd, J
=7.9, 1.5 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 9.0, 2H), 7.37 (d, J = 9.0, 2H), 6.71 (d, J = 9.0 Hz, 4H), 3.74 (t,
J=6.2 Hz, 2H), 3.68 — 3.54 (m, 24H), 3.53 — 3.37 (m, 12H), 3.36 — 3.30 (m, 12H), 3.30 — 3.20
(m, 8H), 3.19 — 3.14 (m, 4H), 2.84 — 2.72 (m, 4H), 2.37 (t, = 7.4 Hz, 4H), 1.16 (t, J = 7.0 Hz,
3H). 3C NMR (CD:Cl2, 75 MHz) & (ppm): 149.9, 148.6, 148.4, 139.8, 139.8, 133.2, 133.2,
130.9, 126.3, 126.3, 123.6, 123.5, 120.4, 112.1, 112.0, 110.0, 109.5, 91.9, 91.7, 88.4, 88.3, 72.3,
72.2,71.1,70.9, 70.8, 70.7, 70.7, 70.4, 68.8, 67.3, 59.9, 59.5, 59.1, 59.0, 52.7, 51.7, 51.3, 45.8,
40.0, 30.1, 24.6, 20.2, 13.9, 12.2. HRMS (FD): m/z = 1052.59758, calcd for Ce1HaaN2O13
(M*): 1052.59734.



4-((7-((4-(bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)amino)phenyl)ethynyl)-9,9-dibutyl-
9H-fluoren-2-yl)ethynyl)-N-ethyl-N-(2-iodoethyl)aniline ((1)A4):

Imidazole (78 mg, 1.15 mmol, 2 eq.) and

TEG, O = gi = O v, | iodine (290 mg, 1.15 mmol, 2 eq.) were
. Bu B
TEG A, dissolved in dry CH:Cl, and PPhs

(loaded on resin, 1.6 mmol/g, 720 mg, 1.15 mmol, 2 eq.) was added. The reaction mixture was

stirred for 15 min under argon atmosphere, then (OH)A4” (500 mg, 0.573 mmol, 1 eq.) in dry
CH.CI> was added to the mixture and the solution was stirred for 3 h at room temperature. The
solution was filtered over Celite® and evaporated to give (1)A4’ as a dark yellow oil which was
used without further purification (563 mg, quant.).

IH NMR (CDCls, 400 MHz) 5 (ppm): 7.64 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.52 — 7.37 (m, 8H), 6.69 (d,
J=9.1Hz, 2H), 6.64 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 3.65 (d, J = 3.4 Hz, 16H), 3.58 — 3.55 (m, 4H), 3.49
—3.42 (m, 4H), 3.40 (s, 6H), 1.99 (dd, J = 10.3, 6.0 Hz, 4H), 1.21 (g, J = 7.0 Hz, 6H), 1.15 —
1.02 (m, 6H), 0.70 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.62 (dd, J = 7.6, 3.3 Hz, 4H). HRMS (FD): m/z =
982.43776, calcd for CssH71IN206 (M*): 982.43568.

propyl 3,4,5-tris(2-((4-((7-((4-(bis(2-(2-(2-
methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)amino)phenyl)ethynyl)-9,9-dibutyl-9H-fluoren-2-
yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethoxy)benzoate (196a):

To a stirred solution of (1)A4’ (373 mg, 0.379 mmol, 3.5 eq.) in dry
DMF (4 mL) under argon atmosphere were added propyl gallate (23
mg, 0.108 mmol, 1 eq.) and K.COs3 (60 mg, 0.434 mmol, 4 eq.). The
mixture was stirred for 3 days at 65 °C. The reaction was then

0" "o quenched with water and extracted 3 times with AcOEt. The organic

H 196a layer was dried with Na>SOs, filtered over Celite® and evaporated.

The crude was purified by column chromatography of silicagel
(gradient eluent: toluene:AcOEt, 8:2 to 0:1) to give 196a as a yellow solid (198 mg, 66%0).

IH NMR (CDCls, 600 MHz) & (ppm): 7.67 (d, J = 7.8 Hz, 6H), 7.45 — 7.41 (m, 12H), 7.38 —
7.28 (m, 12H), 7.27 (s, 2H), 6.71 (d, J = 8.0 Hz, 12H), 4.30 — 4.24 (m, 6H), 4.23 — 4.16 (m,
2H), 3.72 — 3.61 (m, 36H), 3.60 — 3.53 (m, 36H), 3.35 (s, 18H), 2.06 — 1.94 (m, 12H), 1.82 —
1.76 (h, J = 7.8 Hz, 2H), 1.51 (h, J = 7.3 Hz, 12H), 0.90 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 0.68 (t, J = 7.3 Hz,
18H), 0.64 — 0.52 (m, 12H). *C NMR (CDCls, 151 MHz) 5 (ppm): 152.4, 151.0, 147.9,



147.5, 140.3,134.0, 133.1, 133.1, 133.0, 130.5, 130.5, 125.7, 122.6, 119.8, 112.0, 111.7, 111.6,
111.5, 110.3, 108.3, 90.8, 88.6, 72.0, 70.7, 70.6, 70.6, 68.6, 66.9, 59.5, 59.2, 55.2, 51.1, 49.4,
45.7,45.5,40.4, 29.8, 26.0, 24.4, 23.2, 22.2, 20.0, 14.0, 14.0, 13.9, 12.4, 10.60. MALDI-TOF:
m/z = 2800.6 (M+Na)*, calcd for C175H222Ns023Na (M+Na)*: 2800.6.

3,4,5-tris(2-((4-((7-((4-(bis(2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)amino)phenyl)ethynyl)-
9,9-dibutyl-9H-fluoren-2-yl)ethynyl)phenyl)(ethyl)amino)ethoxy)benzoic acid (197)

To astirred solution of 196a (80 mg, 28.8 umol, 1 eq.) in THF/MeOH
mixture (3.5 mL, 2/5, v/v) was added NaOH (6.0 mg, 144 umol, 5eq.)
in MeOH (1 mL). The solution was stirred overnight at 50 °C. The
reaction was then quenched with 1N HCI and extracted with CH2Cl».

The combined organic layers were dried over Na;SOa, filtered and

evaporated. The crude was used without purification in next step.
When necessary, it was purified by dialysis (1 kDa membrane) in a mixture acetone/EtOH (1:1,

Vv:V) to give a yellow oil.
MALDI-TOF: m/z = 2758.3, calcd for C172H216NsNaO23 (M+Na)*: 2758.6.

Tetrad NPPATet’s-[CLB]:

_/_CI
NDPATet,'-[CLB]

"N
N

HCI (4N in dioxane, 0.14 mL, 0.536 mmol, 4 eq.) was added dropwise to a solution of
(NHBoc)NDPA-[CLB] (101 mg, 0.134 mmol, 1 eq.) in dioxane (2 mL). The solution was
stirred in the dark at room temperature overnight. The crude was directly evaporated under

vacuum, then co-evaporated several times with THF to give the deproctected uncaging module.

To a stirred solution of 197 (29 mg, 10.6 umol, 1 eq.) and N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-
ethylcarbodiimide hydrochloride (53 mg, 0.28 mmol, 26 eq.) in dry CH2Cl> (1 mL) under argon
were added the deprotected NDPA module (9.0 mg, 12.7 umol, 1.1 eq.) and DMAP (1 crystal).



EtsN (10 pL, 31.8 umol, 3 eq.) was then added and the resulting mixture was stirred in the dark
at room temperature and under argon overnight. The solvent was evaporated and the residue
was purified by dialysis (1 kDa membrane) in an acetone/EtOH mixture (7:3, v:iv) to give
NDPATets’-[CLB] as an orange gummy solid (34 mg, 94%).

IH NMR (CDCls, 600 MHz) & (ppm): 7.73 — 7.71 (m, 4H), 7.66 — 7.57 (m, 8H), 7.55 — 7.52
(m, 7H), 7.48 — 7.42 (m, 13H), 7.38 — 7.28 (m, 8H), 7.27 (s, 2H), 7.09 — 6.94 (m, 2H), 6.74 —
6.62 (M, 12H), 6.57 (d, J = 9.1, 2H), 4.35 — 4.25 (m, 6H), 4.25 — 4.05 (m, 2H), 3.90 — 3.87 (m,
1H), 3.72 - 3.61 (M, 36H), 3.60 — 3.35 (M, 66H), 3.19 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.44 (t, J = 7.1 Hz,
2H), 2.17 (t, = 7.1 Hz, 2H), 2.06 — 1.94 (m, 12H), 1.86 — 1.82 (m, 2H), 1.79 — 1.63 (m, 12H),
1.28 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 1.09 — 1.07 (m, 3H), 0.69 — 0.66 (m, 18H), 0.64 — 0.52 (m, 12H).
MALDI-TOF: m/z = 3395.3, calcd for Cao7H256Cl1aN10NaO26 (M+Na)*: 3394.3.

IIL.5. Chapter V: compounds and procedures
2-vinylbenzo[d]thiazole (200):

. s Compound 200 was synthesized according to a procedure described in
<\Nj© literature.!?’# Pale yellow oil which crystallized upon standing. (977 mg,

200 66%0). Analytical data were in accordance with literature.

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 8.00 (dd, J = 7.9, 0.7 Hz, 1H), 7.84 (dd, J = 7.9, 0.7
Hz, 1H), 7.46 (td, J = 7.7, 1.2 Hz, 1H), 7.37 (td, J = 7.7, 1.2 Hz, 1H), 7.04 (dd, J = 17.5, 10.9
Hz, 1H), 6.18 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 5.75 (d, J = 10.9 Hz, 1H).

2-vinylbenzo[d]oxazole (201):

\ 0 Compound 201 was synthesized according to a procedure described in
<\Nj© literature.™ Pale yellow oil. (913 mg, 66%). Analytical data were in
201

accordance with literature.

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 8 (ppm): 7.70 (ddd, J = 4.9, 2.4, 0.6 Hz, 1H), 7.49 (ddd, J = 4.9,
2.4, 0.6 Hz, 1H), 7.35 — 7.27 (m, 2H), 6.74 (dd, J = 17.6, 11.1 Hz, 1H), 6.46 (dd, J = 17.6, 1.1
Hz, 1H), 5.83 (dd, J = 11.1, 1.1 Hz, 1H).



4-vinylbenzo[c][1,2,5]thiadiazole (203):

A stirred suspension of 4-bromobenzo[c][1,2,5]thiadiazole (400 mg, 1.86 mmol, 1
eq.) and potassium vinyltrifluoroborate (299 mg, 2.23 mmol, 1.2 eq.) in iPrOH (19
mL) and EtzN (0.26 mL, 1.86 mmol, 1 eq.) was degassed with argon for 20 min,

then PdCl2(dppf) (30.4 mg, 37 umol, 2 mol%) was added. The resulting mixture
refluxed overnight under argon atmosphere. Upon cooling down to room temperature, the
mixture was filtered over Celite®, and solvents were removed under vacuum. The resulting

yellow oil was used crude in next step (300 mg, quant.)

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.94 — 7.87 (m, 1H), 7.63 — 7.52 (m, 2H), 7.24 (dd, J
=17.7,11.3 Hz, 1H), 6.54 (dd, J = 17.7, 1.3 Hz, 1H), 5.64 (dd, J = 11.3, 1.3 Hz, 1H).

2-vinylthiazole (205):

Argon was bubbled into a stirred suspension of methyltriphenylphosphonium
bromide (3.47 g, 9.72 mmol, 1.1 eq.) in dry THF (20 mL) for 15 min, then
potassium tert-butoxide (1.09 g, 9.72 mmol, 1.1 eq.) at 0 °C. The resulting yellow

mixture was stirred at 0 °C for 1 h, then a solution of thiazole-2-carbaldehyde (1.0 g, 8.84 mmol,
1 eq.) in dry degassed THF (20 mL) was added dropwise. The resulting purple mixture was
allowed to warm up to r.t. overnight, then it was quenched with brine and extracted with Et,O
(3 x 20 mL). The combined organic layers were washed with water, then dried over Na>SOa,
filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by column
chromatography of silicagel (gradient eluent: pentane:Et>0O, 95:5 to 80:20) to give 205 as a pale
yellow oil (624 mg, 64%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.78 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.94
(ddd, J = 17.5, 10.9, 0.7 Hz, 1H), 6.06 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 5.55 (d, J = 10.9 Hz, 1H). 3C
NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 167.4, 143.4, 130.6, 119.9, 118.6.

Ethyl 2-vinyloxazole-4-carboxylate (209):

To a stirred suspension of acrylamide (1.0 g, 14.07 mmol, 1 eq.) and
powdered NaHCOs (4.73 g, 56.3 mmol, 4 eq.) in dry THF (50 mL) under

argon atmosphere was added ethyl bromopyruvate (2.15 mL, 15.5 mmol,

0/\>\
\/gN CO,Et

209

1.1 eq.). The resulting mixture was heated to 60 °C overnight, then additional ethyl

bromopyruvate (2.15 mL, 15.5 mmol, 1.1 eq.) was added, and the reaction was heated for 8



more hours. Upon cooling down to r.t., the mixture was filtered over Celite® and the filtrate
was evaporated. The crude was immediately dissolved in dry THF (20 mL), and treated with
trifluoroacetic anhydride (7.9 mL, 56.3 mmol, 4 eq.) at 0 °C, then stirred at r.t. overnight. Upon
completion of the reaction, a saturated aqueous NaHCOs3 solution was slowly added, and the
mixture was extracted with AcOEt. The combined organic layers were washed with water, then
dried over Na>SOQg, filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified
by column chromatography of silicagel (eluent: petroleum ether:AcOEt, 7:3) to give 209 as a
pale yellow oil (1.46 g, 62%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 8.17 (s, 1H), 6.65 (dd, J = 17.8, 11.1 Hz, 1H), 6.29
(dd, J = 17.7, 0.8 Hz, 1H), 5.75 (dd, J = 11.2, 0.8 Hz, 1H), 4.40 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.39 (t,
J=7.1Hz, 6H).

(E)-7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-3-(2-(thiazol-2-yl)vinyl)coumarin (210):

HO s\ Following the general procedure for Heck coupling (Proc. C),
X \} with 125 (200 mg, 0.536 mmol, 1 eqg.) and 205 (89.4 mg, 0.804

N o Yo 21 mmol, 1.5 eq.). Upon cooling down to room temperature, the

\

precipitate was collected by filtration, washed with a large amount of water, then with

reaction was quenched with water, and evaporated. The resulting

acetonitrile (5 mL). The resulting powder was dried under vacuum to give 210 as an orange
solid (171 mg, 90%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 8 (ppm): 7.82 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.29
(d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.61 (d, J = 12.3
Hz, 1H), 6.51 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.76 (s, 2H), 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz,
6H). 13C NMR (CDCls, 101 MHz), 8 (ppm): 143.1, 142.5, 128.1, 127.6, 125.6, 125.4, 120.5,
119.1, 109.2, 109.0, 97.9, 97.5, 83.6, 72.7, 59.9, 44.9, 12.6. FTIR v (cm'}): 3437.5, 2961.3,
2922.6,1700.8, 1618.8, 1595.7, 1568.2, 1415.4, 1354.1, 1282.4, 1145.8, 778.2.



(E)-3-(2-(benzo[d]thiazol-2-yl)vinyl)-7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)coumarin
(2112):

HO S@ Following the general procedure for Heck coupling (Proc. C),
/@?I\/K\N with 125 (120 mg, 0.322 mmol, 1 eq.) and 200 (51.8 mg,
/\Nk oY M 0.322 mmol, 1 eq.) The crude residue was precipitated in H20.

The precipitate was collected by filtration, washed with a

large amount of water, then with acetonitrile (5 mL) and dried under vacuum. Dark purple solid
(125 mg, 96%0).

IH NMR (DMSO-ds, 600 MHz), 8 (ppm): 8.08 (ddd, J = 8.1, 1.2, 0.6 Hz, 1H), 7.97 (d, J =
15.8 Hz, 1H), 7.97 (ddd, J = 8.1, 1.2, 0.6 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 9.3
Hz, 1H), 7.51 (ddd, J = 8.1, 7.2, 1.2 Hz, 1H), 7.42 (ddd, J = 8.1, 7.2, 1.2 Hz, 1H), 6.80 (dd, J =
9.3, 2.6 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.69 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 5.6 Hz, 2H),
3.48 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.15 (¢, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (DMSO-ds, 151 MHz), & (ppm):
167.4,159.9, 155.3, 153.6, 152.7, 151.0, 134.0, 130.4, 127.9, 126.5, 125.3, 124.2, 122.5, 122.2,
112.4, 109.6, 107.7, 96.4, 55.4, 44.2, 12.4. HRMS (ESI): m/z = 429.1244, calcd for
CasH2oN20sNaS (M+Na)*: 429.1243. FTIR v (cm™): 3452.2, 2969.6, 1707.0, 1620.4, 1589.4,
1567.0, 1417.4, 1353.3, 1281.1, 1146.0, 752.0.

(E)-3-(2-(benzo[d]oxazol-2-yl)vinyl)-7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)coumarin (212):

HO O@ Following the general procedure for Heck coupling (Proc. C),
/@\)I\/K\N with 125 (120 mg, 0.322 mmol, 1 eq.) and 201 (46.7 mg,
/\NK oYy 212 0.322 mmol, 1 eq.) The crude residue was precipitated in H20.

The precipitate was collected by filtration, washed with a

large amount of water, then with acetonitrile (5 mL) and dried under vacuum. Orange solid (116
mg, 92%o).

IH NMR (DMSO-ds, 600 MHz), 8 (ppm): 8.03 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 9.3 Hz, 1H),
7.73 - 7.72 (m, 2H), 7.71 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.43 — 7.30 (m, 2H), 6.80 (dd, J = 9.3, 2.4 Hz,
1H), 6.57 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.71 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.47 (q, J = 7.0
Hz, 4H), 1.14 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 3C NMR (DMSO-ds, 151 MHz), & (ppm): 163.2, 159.9,
155.5, 153.1, 151.2, 149.9, 141.9, 132.2, 128.1, 125.3, 124.7, 119.5, 115.6, 112.0, 110.6, 109.7,
107.7, 96.4, 55.2, 44.2, 12.4. HRMS (ESI): m/z = 413.1455, calcd for CasH22N20sNa



(M+Na)*: 413.1471. FTIR v (cm™): 3445.2, 2969.2, 1711.0, 1620.2, 1497.1, 1418.4, 1353.5,
1249.2, 1145.5, 738.3.

(E)-3-(2-(benzo[c][1,2,5]thiadiazol-4-yl)vinyl)-7-(diethylamino)-4-
(hydroxymethyl)coumarin (213):

Following the general procedure for Heck coupling (Proc. C),
with 125 (300 mg, 0.804 mmol, 1 eq.) and 203 (260.8 mg, 1.61

mmol, 2 eq.) The crude residue was purified by column

chromatography of silicagel (eluent: CH2Cl.). Red solid (248 mg,
76%0).

IH NMR (CDCl3, 300 MHz), & (ppm): 8.47 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 16.0 Hz, 1H),
7.88 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.65 — 7.52 (m, 2H), 6.65 (dd, J = 9.2,
2.6 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.10 (s, 2H), 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz,
6H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), 8 (ppm): 161.3, 155.8, 155.2, 153.1, 150.4, 148.0, 131.2,
130.9, 129.9, 129.8, 128.8, 126.9, 126.4, 120.3, 116.9, 109.8, 97.8, 57.7, 45.3, 12.6. HRMS
(FD): m/z = 407.13084, calcd for C22H21N30:S (M)*: 407.13036. FTIR v (cm): 3443.4,
2968.6, 2928.1, 1695.4, 1618.4, 1603.4, 1509.8, 1413.4, 1352.3, 1263.1, 1142.9, 754.4.

(E)-(7-(diethylamino)-2-oxo-3-(2-(thiazol-2-yl)vinyl)-coumarin-4-yl)methyl (((9H-
fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)glycinate (DEAC-vT-[Gly]):

O )OL Following the general procedure for esterification (Proc.
. 0 ﬁ/\fo D), with 210 (35 mg, 98.2 pmol, 1 eq.) and Fmoc-Gly-
O o M| OH (32.1 mg, 108 umol, 1.1 eq.), the product was
X N
purified by a column chromatography of silicagel
N o o
DEAC-vT-[Gly] (gradient eluent: CH2Cl.:acetone, 1:0 to 7:3) to give

DEAC-VT-[Gly] as an orange powder (33 mg, 52%o).

IH NMR (DMSO-ds, 600 MHz), & (ppm): 7.89 — 7.83 (m, 4H), 7.81 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 7.69
(d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.63 — 7.56 (m, 4H), 7.39 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.27 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 6.69
(dd, J = 9.2, 2.5 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.48 (s, 2H), 4.21 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 4.11
(t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.82 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.38 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.08 (t, J = 7.1 Hz, 6H).
13C NMR (CDCls, 101 MHz), 8 (ppm): 169.9, 167.7, 163.6, 160.4, 156.5, 155.4, 151.1, 143.9,
143.3, 141.4, 128.6, 127.9, 127.2, 126.5, 125.2, 120.1, 119.1, 109.7, 109.2, 108.2, 97.7, 97.4,



67.4, 59.1, 47.1, 45.0, 43.1, 12.6. FTIR v (cm™): 3448.2, 3065.9, 2961.5, 2917.6, 2846.2,
1724.1, 1687.3, 1621.0, 1508.9, 1419.5, 1352.6, 1262.1, 1144.1, 1074.2, 754.5. Melting point:
170 °C.

(E)-(3-(2-(benzo[d]thiazol-2-yl)vinyl)-7-(diethylamino)-coumarin-4-yl)methyl (((9H-
fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)glycinate (DEAC-vBT-[Gly]):

Following the general procedure for esterification

(0]
O. Okm/\go (Proc. D), with 211 (60 mg, 147.6 mmol, 1 eq.) and

O - S:@ Fmoc-Gly-OH (48.3 mg, 162 mmol, 1.1 eq.), the

X N
product was purified by a column chromatography
N o Yo - _
DEAC-vBT-[Gly] of silicagel (gradient eluent: CH2Clz:acetone, 100:0

to 94:6). to give DEAC-vBT-[Gly] as an orange
powder (60 mg, 59%0).

IH NMR (DMSO-ds, 600 MHz), & (ppm): 8.04 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.99 — 7.95 (m, 2H), 7.97
(d,J=7.7 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.82 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 15.7 Hz, 1H),
7.65 (d, J =9.3 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 7.5, 0.6 Hz, 2H), 7.52 — 7.48 (m, 1H), 7.43 — 7.40 (m,
1H), 7.38 (t, J=7.5 Hz, 2H), 7.25 (td, J = 7.4, 1.1 Hz, 2H), 6.71 (dd, J = 9.2, 2.5 Hz, 1H), 6.49
(d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.54 (s, 2H), 4.20 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 4.11 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.84 (d, J =
6.1 Hz, 2H), 3.40 (g, J = 7.0 Hz, 4H), 1.09 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C NMR (DMSO-ds, 151
MHz), 6 (ppm): 170.0, 167.2, 159.4, 156.4, 155.0, 153.6, 151.0, 146.1, 143.7, 140.7, 134.2,
129.6,127.6,127.5,126.9, 126.5, 125.4, 125.3, 125.1, 122.6, 122.1, 120.1, 113.7, 109.7, 107.5,
96.4, 65.8, 58.1, 46.4, 44.1, 42.3, 30.7, 12.4. HRMS (ESI): m/z = 708.2108, calcd for
CaoH3sN30sNaS (M+Na)*: 708.2138. FTIR v (cm™): 3420.7, 3060.4, 2967.0, 2923.1, 2868.1,
1721.7, 1712.2, 1620.1, 1599.5, 1513.4, 1419.8, 1354.5, 1267.7, 1147.5, 1050.8, 758.5.
Melting point: 142 °C.



(E)-(3-(2-(benzo[d]oxazol-2-yl)vinyl)-7-(diethylamino)-coumarin-4-yl)methyl (((9H-
fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)glycinate (DEAC-vBO-[Gly]):

O JoL Following the general procedure for esterification
. 0 ﬁ/\o‘fo (Proc. D), with 212 (60 mg, 153.6 mmol, 1 eq.) and
O - O:@ Fmoc-Gly-OH (50.3 mg, 169 mmol, 1.1 eq.), the
X N
product was purified by a column chromatography
N o0 o

§ DEAC-vBO-[Gly] of silicagel (gradient eluent: CH>Cl:acetone, 1:0 to

9:1). to give DEAC-vBO-[Gly] as an orange powder (71 mg, 69%b).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.96 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 15.8 Hz, 1H),
7.74 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.73 — 7.70 (m, 1H), 7.54 — 7.51 (m, 2H), 7.51 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.38 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.34 — 7.30 (m, 1H), 7.32 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.26 (t, J = 7.5 Hz, 2H),
6.61 (dd, J = 9.2, 2.2 Hz, 1H), 6.39 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.56 (s, 2H), 5.41 (t, J = 5.8 Hz, 1H),
434 (d,J = 7.3 Hz, 2H), 4.12 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.09 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 3.36 (g, J = 7.2 Hz,
4H), 1.19 (t, J = 7.2 Hz, 6H). 3C NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 169.9, 163.6, 160.1,
156.5, 155.7, 151.4, 150.7, 144.6, 143.9, 142.5, 141.4, 130.4, 127.9, 127.2, 126.7, 125.4, 125.2,
124.6, 120.1, 120.1, 119.4, 115.8, 110.6, 109.8, 108.0, 97.4, 67.5, 58.9, 47.1, 45.0, 43.0,
12.6.HRMS (ESI): m/z = 692.2340, calcd for CsoH3sN3O7Na (M+Na)*: 692.2367. FTIR v
(cm™): 3446.0, 3324.2, 3065.9, 2972.5, 2923.1, 1721.7, 1694.5, 1615.3, 1542.8, 1507.9,
1419.8, 1351.6, 1274.4, 1151.1, 1059.4, 739.8. Melting point: 226 °C.

(E)-(3-(2-(benzol[c][1,2,5]thiadiazol-4-yl)vinyl)-7-(diethylamino)-coumarin-4-yl)methyl
(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)glycinate (DEAC-vBTD-[Gly]):

Following the general procedure for esterification
(Proc. D), with 213 (76 mg, 186.5 mmol, 1 eq.) and
Fmoc-Gly-OH (61 mg, 205 mmol, 1.1 eq.), the product

was purified by a column chromatography of silicagel

\_  Dpeac~etpqely] | (gradient eluent: CH.Clz:acetone, 100:0 to 98:2) to
give DEAC-vBTD-[GIly] as a red powder (74 mg, 58%b).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 8.32 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 16.0 Hz, 1H),
7.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 7.58 — 7.52 (m, 1H),
7.51 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.36 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.25 (t, J = 7.3 Hz,
2H), 6.56 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.39 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 5.52 (t, J = 5.5 Hz, 1H),



4.33 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 4.13 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.11 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.34 (g, J = 6.9 Hz,
4H), 1.17 (t, J = 6.9 Hz, 6H). 3C NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 169.9, 160.8, 156.4,
155.8, 155.1, 153.2, 150.5, 143.8, 142.3, 141.3, 131.0, 129.8, 128.3, 127.8, 127.1, 126.2, 126.1,
125.1, 120.5, 120.1, 118.7, 109.4, 108.4, 97.4, 67.4, 59.7, 47.1, 44.9, 43.1, 12.6. HRMS (FD):
m/z = 686.21931, calcd for CagH3aN4OsS (M)*: 686.21990. FTIR v (cm): 3445.9, 3060.4,
2969.6, 2923.1, 2862.6, 1715.9, 1703.4, 1618.8, 1602.2, 1512.0, 1416.2, 1355.0, 1265.1,
1146.0, 1078.7, 803.9, 748.9. Melting point: 116 °C.

(7-(diethylamino)-coumarin-4-yl)methyl (((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)glycinate
(DEAC-[Gly]):

i Following the general procedure for esterification (Proc. D),
O. 0 ”/\fo with 116 (400 mg, 1.62 mmol, 1 eq.) and Fmoc-Gly-OH (962
O mg, 3.24 mmol, 2 eq.), the product was purified by a column
X
PR chromatography of silicagel (gradient eluent: CH.Cl,:acetone,
N Oo” "0
DEAC-[Gly] L_ 1:0to 9:1), to give DEAC-[Gly] as a bright yellow powder (511

mg, 60%6).

'H NMR (DMSO-de, 600 MHz), 8 (ppm): 7.89 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.88 (t, J = 6.2 Hz, 1H),
7.69 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.44 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.41 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.32 (td, J = 7.6, 1.1
Hz, 2H), 6.66 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.52 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.04 (t, J = 0.9 Hz, 1H), 5.34
(d, J=0.9 Hz, 2H), 4.32 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 4.23 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 3.95 (d, J = 6.2 Hz, 2H),
3.40 (q, J = 7.0 Hz, 4H), 1.10 (t, J = 7.0 Hz, 6H).13C NMR (DMSO-ds, 151 MHz), & (ppm):
169.8, 160.6, 156.6, 155.8, 150.4, 150.3, 143.8, 140.7, 127.6, 127.1, 125.5, 125.2, 120.1, 108.7,
105.2, 105.1, 96.8, 65.8, 61.6, 46.6, 44.0, 42.3, 12.3. HRMS (ESI): m/z = 549.2013, calcd for
Cs1H30N206Na (M+Na)*: 549.1996. FTIR v (cm™): 3435.1, 3065.9, 2971.7, 2928.6, 2868.1,
1714.5, 1618.7, 1604.6, 1528.0, 1422.2, 1355.7, 1273.9, 1184.4, 1071.2, 760.9, 742.7. Melting
point: 139 °C.



di-tert-butyl (E)-(3-(4-((((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)glycyl)oxy)methyl)-7-
(diethylamino)-coumarin-3-yl))acryloyl)-L-aspartate ((Asp)DEAC450-[Gly]):

Following the general procedure for
esterification (Proc. D) with 133 (26 mg, 47.7
CO,tBu

‘\ /@\JI\)L /E pumol, 1 eq.) and Fmoc-Gly-OH (15.6 mg, 52.5

CO,tBu umol, 1.1 eq.), the product was purified by a

(Asp)DEAC450-[Gly] column chromatography of silicagel (gradient

eluent: CHxClz:acetone, 1:0 to 8:2) to give
(Asp)DEACA450-[Gly] as a dark yellow powder (25 mg, 65%0).

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 7.80 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 7.3 Hz, 2H),
7.52 (dd, J=7.3, 1.5 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.38 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.32 (d, J =
15.1 Hz, 1H), 7.27 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 6.72 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 9.2, 2.4 Hz, 1H),
6.35 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.52 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 5.47 (s, 2H), 4.83 (dt, J = 8.5, 4.4 Hz, 1H),
4.36 —4.27 (m, 2H), 4.10 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 3.33 (q, J = 7.1 Hz, 3H),
2.93(dd, J=17.1,4.4 Hz, 1H), 2.77 (dd, J = 17.1, 4.5 Hz, 1H), 1.47 (s, 9H), 1.45 (s, 9H), 1.16
(t, J=7.1 Hz, 5H). 13C NMR (CDClz, 151 MHz), & (ppm): 170.4, 169.9, 169.7, 166.3, 160.2,
156.5, 155.7,151.4, 145.9, 143.9, 141.3, 141.3, 132.3, 127.8, 127.1, 126.6, 125.3, 120.1, 115.0,
109.7,107.9, 97.3, 82.5, 81.7, 67.5, 58.8, 49.5, 47.0, 45.0, 43.0, 37.8, 28.2, 28.1, 12.6. Melting
point: 132 °C.

2-((trimethylsilyl)ethynyl)thiazole (215):

A mixture of 2-bromothazole (1.0 g, 6.10 mmol, 1 eq.) and trimethylsilyl
acetylene (1.3 mL, 9.15 mmol, 1.5 eq.) in THF/EtsN (50 mL, 4:1 v:v) was
degassed with argon for 20 min, then PdCI>(PPhz)2 (86 mg, 0.122 mmol,

2 mol%) and Cul (23 mg, 0.122 mmol, 2 mol%) were added and the mixture was degassed for
5 min more. The reacting mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to
room temperature, filtered over Celite® and evaporated. The crude was then purified by column
chromatography of silicagel (gradient eluent: pentane:CH.Cl,, 75:25 to 60:40) to give 215 as a
colorless oil (397 mg, 36%0).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.80 (s, 2H), 7.26 (s, 2H), 0.27 (s, 9H).13C NMR
(CDCls, 75 MHz), & (ppm): 148.7, 143.5, 120.8, 100.9, 96.6, -0.4.



2-ethynyl)thiazole (217):

To a stirred solution of 215 (100 mg, 0.61 mmol, 1 eqg.) in MeOH (3 mL) was
added an aqueous solution of KOH (1M, 0.3 mL, 0.31 mmol, 0.5 eq.). The

mixture was stirred at r.t. for 1 h, then it was partially evaporated, poured onto

brine and extracted with Et.O. The combined organic layers were dried over Na>SOg, filtered
and evaporated to give 217 as a colorless oil (66 mg, quant.).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.86 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.40 (s, 1H), 3.50 (s, 1H).

7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-3-((trimethylsilyl)ethynyl)-coumarin (218):

HO ™S A mixture of 125 (500 mg, 1.33 mmol, 1 eq.) and trimethylsilyl

N Z acetylene (0.47 mL, 3.35 mmol, 2.5 eq.) in THF/EtsN (15 mL, 4:1

N o0 o v:v) was degassed with argon for 20 min, then PdCl2(PPhs), (94
218 mg, 0.134 mmol, 2 mol%) and Cul (25.5 mg, 0.134 mmol, 2

mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more. The reacting mixture was
then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room temperature, filtered over Celite®
and evaporated. The crude was then purified by column chromatography of silicagel (eluent:
CH:Clz:acetone, 99:1) to give 218 as an orange solid (260 mg, 57%b).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.65 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.62 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz,
1H), 6.48 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.95 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 3.42 (g, J = 7.1 Hz, 4H), 2.29 (t,
J=6.1Hz, 1H), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 7H), 0.28 (s, 9H). 13C NMR (CDCl3, 75 MHz), & (ppm):
160.9, 155.8, 155.4, 151.2, 127.0, 109.4, 107.2, 104.2, 103.6, 98.0, 97.6, 60.2, 45.0, 12.6, 0.1.

7-(diethylamino)-3-(3-hydroxy-3-methylbut-1-yn-1-yl)-4-(hydroxymethyl)-coumarin
(219):

HO A mixture of 125 (400 mg, 1.07 mmol, 1 eq.) and trimethylsilyl

Q = OH| acetylene (0.16 mL, 1.61 mmol, 1.5 eq.) in THF/EtsN (10 mL,

A~ SN 4:1 v:v) was degassed with argon for 20 min, then PdCl2(PPhs)2
K 219 (37.6 mg, 53.6 pmol, 5 mol%) and Cul (10.2 mg, 53.6 pumol, 5

mol%) were added and the mixture was degassed for 5 min more.
The reacting mixture was then stirred at 40 °C overnight, then cooled down to room

temperature, filtered over Celite® and evaporated. The crude was then purified by column



chromatography of silicagel (gradient eluent: CH2Cl,:acetone, 10:0 to 9:1) to give 219 as an
orange solid (300 mg, 85%).

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.69 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz,
1H), 6.43 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.90 (s, 2H), 3.39 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.62 (s, 6H), 1.19 (t, J =
7.1 Hz, 6H).

4,7-divinylbenzol[c][1,2,5]thiadiazole (224):

A stirred suspension of 4,7-dibromobenzo[c][1,2,5]thiadiazole (1.0 g, 3.40
mmol, 1 eq.), Cs2COs (4.43 g, 13.6 mmol, 4 eq.), and potassium
vinyltrifluoroborate (1.37 g, 10.2 mmol, 3.0 eqg.) in dioxane (20 mL) was
degassed with argon for 20 min, then Pd(PPhsz)s (393 mg, 0.34 mmol, 10

mol%) was added. The resulting mixture refluxed for 4 h under argon atmosphere. Upon

cooling down to room temperature, the mixture was filtered over Celite®, and solvents were
removed under vacuum. The crude was purified by column chromatography of silicagel (eluent:
pentane:CH>Cly, 1:0 to 75:25) to give 224 as a yellow oil (314 mg, 49%)

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.60 (s, 2H), 7.30 (dd, J = 17.7, 11.3 Hz, 2H), 6.57
(dd, J = 17.7, 1.4 Hz, 2H), 5.66 (dd, J = 11.3, 1.3 Hz, 2H).

2,6-divinylbenzo[1,2-d:4,5-d"]bis(thiazole) (226):

/NJCES/ »| The mixture of 2,6-dimethylbenzo[1,2-d:4,5-d]bis(thiazole) (1.0 g,
7 s N 4.54 mmol, 1 eq.), formaldehyde solution (1.11 g, 13.6 mmol, 3 eq.),
226

diethylamine hydrochloride (1.49 g, 13.6 mmol, 3 eq.), and
trimethylamine (0.1 mL, 0.68 mmol, 0.15 eq.) in dioxane (6 ml) was heated at 100 °C for 16 h.
The solvent was then removed under reduced pressure, and the residue was dissolved in CH2Clo,
and washed with water. The organic layer was dried over Na>SOg, filtered and evaporated. The
crude was purified by column chromatography of silicagel (gradient eluent: petroleum
ether:CH.Cl2, 9:1 to 5:5) to give 226 as a colorless oil (110 mg, 10%o)

IH NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 8.41 (s, 2H), 7.07 (dd, J = 17.5, 10.9 Hz, 2H), 6.22 (d,
J =175 Hz, 2H), 5.83 (d, J = 10.8 Hz, 2H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 168.4,
152.0, 133.7, 131.5, 124.3, 115.6.



3,3'-((1E,1'E)-(9,9-dibutyl-9H-fluorene-2,7-diyl)bis(ethene-2,1-diyl))bis(7-
(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-coumarin) (230):

Following the general procedure for
Heck coupling (Proc. C), with 125 (249
mg, 0.666 mmol, 2.2 eq.) and 227 (100
mg, 0.303 mmol, 1 eq.) The crude residue

was purified by column chromatography
of silicagel (gradient eluent: CH>Cl.:AcOEt, 10:0 to 8:2). Orange solid (87 mg, 35%b).

IH NMR (DMSO-ds, 300 MHz), & (ppm): 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 9.3 Hz, 2H),
7.68 (d, J = 16.2 Hz, 2H), 7.65 — 7.53 (m, 4H), 7.37 (d, J = 16.2 Hz, 2H), 6.76 (dd, J = 9.3, 2.5
Hz, 2H), 6.55 (d, J = 2.5 Hz, 2H), 5.55 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 4.81 (d, J = 4.6 Hz, 4H), 3.45 (q, J
= 7.0 Hz, 8H), 2.16 — 1.99 (m, 4H), 1.14 (t, J = 7.0 Hz, 12H), 1.04 (p, J = 7.6 Hz, 4H), 0.64 (t,
J=7.1Hz, 6H), 0.61 — 0.47 (M, 4H). 3C NMR (DMSO-ds, 75 MHz), & (ppm): 160.9, 155.1,
151.6, 150.4, 149.2, 140.6, 137.4, 133.8, 127.9, 125.8, 121.5, 120.7, 115.6, 109.6, 108.6, 96.9,
56.3, 55.1, 44.5, 26.4, 23.0, 14.3, 14.2, 12.9.

7-diethylamino-4-acetoxymethyl-3-iodocoumarin (231):

OAc Following the general procedure for acetylation (Proc. A) with 125 (1
Q\L\Ll eq.), compound 231 was obtained as a dark yellow solid without
N o” o | purification (330 mg, quant.).

IH NMR (CDCls, 200 MHz), 5 (ppm): 7.44 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.58
(dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.49 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.38 (5, 2H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.12
(s, 3H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 7H). 3C NMR (CDCls, 50 MHz), & (ppm): 170.5, 158.9, 155.8,
151.9, 151.1, 126.1, 109.3, 107.9, 97.2, 85.6, 67.3, 45.0, 20.8, 12.6.
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