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L’imagerie médicale est l’un des piliers de la médecine moderne. Elle permet d’observer et de 

comprendre les mécanismes biologiques, de dresser un diagnostic dans le cas de pathologies, mais 

également d’orienter vers un traitement adapté le cas échéant. La puissance des techniques 

d’imagerie réside dans la possibilité d’avoir accès à une information anatomique ou fonctionnelle 

de manière peu invasive, avec une sensibilité élevée, et permettant d’imager un phénomène à ses 

débuts, avant même les premiers symptômes. 

 

 

L’imagerie médicale est un domaine récent qui repose sur des phénomènes physiques découverts 

pour la plupart entre la fin du XIXème siècle et la première moitié du XXème siècle. Le 8 novembre 

1895, Wilhelm Roentgen découvre l’existence des rayons X et moins d’un an après, 1044 articles 

scientifiques débattent déjà de l’utilisation de ces rayons pour l’étude de fractures.1 L’importance 

de cette découverte est soulignée quelques années plus tard lorsque le premier prix Nobel de 

physique est décerné à Roentgen en 1901.2 La Première Guerre mondiale entraine un 

développement massif de l’utilisation de cette nouvelle technologie. C’est ainsi que peu de temps 

après l’obtention de son prix Nobel de chimie en 1911, Marie Curie conduisit une unité d’imagerie 

par rayons X portable jusqu’au champ de bataille en France, permettant l’étude d’os fracturés 

mais également de montrer les effets de la gangrène gazeuse sur les tissus.3,4 

 

Par la suite, d’autres technologies apparurent telles que l’hydrophone de Paul Langevin basé sur 

l’utilisation des ultrasons, dont l’utilisation permettra de couler un premier U-Boot allemand le 

23 avril 1916.5 

 

La radioactivité est quant à elle découverte par Henri Becquerel en 1896. Ces travaux se soldent 

par l’obtention du prix Nobel de physique en 1903 partagé avec Pierre et Marie Curie, qui mène 

dès 1913 à des expérimentations médicales visant à déterminer l’effet du radium pour le 

traitement de l’arthrose.6 Cette même année, George de Hevesy propose d’utiliser un isotope 

radioactif du radium afin de déterminer le métabolisme du plomb dans les plantes et chez le petit 

animal. C’est ainsi que nait l’idée de l’utilisation de traceurs radioactifs.7 

 

L’imagerie optique, caractérisée par l’invention du microscope optique au cours du XVIIème siècle, 

est la plus ancienne des techniques d’imagerie. Pendant 300 ans cependant, celle-ci a été limité à 

l’étude in vitro de cellules non marquées.8 Il faudra attendre 1911 pour que soit développé le 

premier véritable microscope par fluorescence, 78 ans après l’observation du phénomène de 

fluorescence de la chlorophylle par Sir David Brewster.9,10 C’est ensuite dans les années 1930 que 

seront utilisés pour la première fois des composés fluorescents exogènes au sujet étudié, 

permettant le marquage de tissus.11 

 

Suite aux avancées technologiques majeures, pour certaines motivées par ce premier conflit 

mondial, les technologies d’imagerie commencent à être développées et étudiées massivement 

au cours du XXème siècle. Les décennies suivant la Seconde Guerre mondiale voient l’apparition 

d’une multitude d’appareils et nouvelles techniques permettant d’imager le vivant (Figure 1). 
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Près de 130 ans après la découverte de Roentgen, l’imagerie médicale est devenue incontournable 

dans l’élaboration de diagnostics précis et permet d’identifier une maladie à ses prémices, avant 

même l’apparition des premiers symptômes. Le début de ce siècle a vu un essor fulgurant de 

nouveaux appareils et agents imageants, permettant une utilisation généralisée et plus sûre pour 

les études cliniques de routine. De l’imagerie de fractures au début du XXème siècle à l’étude et au 

diagnostic précoce de cancers de nos jours, l’évolution des techniques a fait de l’imagerie médicale 

l’un des éléments incontournables de la médecine moderne.



 

 

 

 
Figure 1. Dates-clé de l'évolution de diverses techniques d'imagerie.12–23 TDM = tomodensitométrie, IRM = imagerie par résonance magnétique, TEP = tomographie par 

émission de positons, TEMP = tomographie par émission monophotonique. Inspiré de Weissleder et al.24
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Au cours des dernières décennies, un intérêt grandissant a pu être noté pour l’étude et la 

compréhension des mécanismes biologiques aux échelles cellulaire et moléculaire. Les techniques 

telles que l’IRM, l’utilisation de radiotraceurs, ou encore l’imagerie optique ont donné naissance 

à une nouvelle discipline, nommée imagerie moléculaire. Celle-ci est née d’un désir d’imager de 

la manière la plus faiblement invasive possible les mécanismes biologiques. Pour cela, l’imagerie 

moléculaire s’appuie généralement sur l’utilisation de composés exogènes. Dans le cas de 

composés fluorescents, on parle de « marqueurs », alors que pour l’imagerie impliquant des 

radioéléments, le terme de « traceurs » est appliqué.25,26 Plus globalement, ces composés peuvent 

être qualifiés de « sondes ». De nos jours, l’imagerie moléculaire est incontournable dans le milieu 

clinique, tout particulièrement par l’utilisation de la TEP et TEMP pour l’oncologie, la cardiologie 

et la neurologie.27 

 

 

Les techniques d’imagerie abordées en partie 1.1 sont chacune basées sur des phénomènes 

physiques différents. La plupart, hormis les ultrasons qui exploitent la vibration mécanique d’un 

milieu (ondes acoustiques), s’appuient sur l’utilisation d’ondes électromagnétiques (Figure 2). 

 
Figure 2. Spectre électromagnétique et techniques d'imagerie associées. Inspiré de Singh et al.28 

Les propriétés de chacune de ces techniques sont directement liées au phénomène physique sur 

lequel elles reposent (Tableau 1). Ainsi, de fortes différences sont notées sur la résolution spatiale, 

la profondeur de pénétration ou encore la sensibilité (concentration minimale en agent imageant 

pour permettre la détection) de ces techniques. Il est donc nécessaire de choisir sciemment 

l’imagerie à réaliser en fonction des informations que l’on souhaite en tirer. Par exemple, certaines 

techniques telles que les ultrasons, la tomodensitométrie ou encore l’IRM informent davantage 

sur les caractéristiques anatomiques du vivant, par la mise en valeur des organes ainsi que la 

nature et les caractéristiques des tissus. Ceci est particulièrement utile lors de l’étude de 

structures telles le squelette ou encore le système sanguin. Les imageries radioisotopiques et 

optique quant à elles, peuvent apporter des informations sur le métabolisme des éléments 

étudiés. Il est alors possible d’obtenir des informations à l’échelle cellulaire voire moléculaire.29,30 
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Tableau 1. Caractéristiques des principales techniques d'imagerie utilisées en clinique.29,30 

Imagerie Technique 
Résolution 

spatiale 

Profondeur de 

pénétration 
Sensibilité Coût Sécurité 

Ultrasons Ondes sonores 0,01-2 mm mm-cm 10-12 M $ 
Rayonnements 

non-ionisants 

TDM Rayons X 0,5-1 mm Pas de limite N/A $$ 
Rayonnements 

ionisants 

IRM Ondes radio 1 mm Pas de limite 10-3-10-5 M $$$ 
Rayonnements 

non-ionisants 

TEP 

Emission de rayons γ 

par annihilation de 

positons 

5-7 mm Pas de limite 10-11-10-12 M $$$ 
Rayonnements 

ionisants 

TEMP 
Emission directe de 

rayons γ 
8-10 mm Pas de limite 10-10-10-11 M $$ 

Rayonnements 

ionisants 

Optique 
Ondes visibles et 

infrarouges 
2-3 mm < 1 cm 10-9-10-12 M $ 

Rayonnements 

non-ionisants 

 

Les lignes suivantes ont pour objectif de rappeler le principe des techniques majeures d’imagerie 

telles que les ultrasons, la tomodensitométrie, l’IRM ou encore l’imagerie radioisotopique. 

L’imagerie optique sera quant à elle abordée avec plus de détails en partie 3. 

 Échographie 

Les ultrasons sont utilisés pour l’imagerie et en particulier en gynécologie depuis les années 50.31 

Cette technologie se base sur l’étude de la réflexion d’ondes acoustiques. Une sonde (appelée 

transducteur) va produire des ultrasons, qui vont ensuite se propager au sein des tissus à imager 

(Figure 3). L’impédance acoustique du tissu traversé, c’est-à-dire sa résistance au passage de 

l’onde, est dépendante de la nature du tissu. Une réflexion des ondes, un écho, a alors lieu 

lorsqu’une interface, entre deux milieux d’impédances acoustiques significativement différentes, 

est sur le trajet de l’onde. Le transducteur reçoit alors ces ondes réfléchies par les tissus et les 

transforme en signaux électriques, permettant de reconstruire une image 2D voire 3D des tissus 

observés. La résolution de l’image obtenue peut être augmentée par l’utilisation de fréquences 

plus élevées, mais au détriment de la profondeur de pénétration.30 Ainsi, les paramètres d’analyse 

doivent être adaptés selon ce que l’on souhaite observer chez l’individu. 

 
Figure 3. Principe d’utilisation des ultrasons chez une souris. Adapté de Gambhir et al.30 
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Les avantages majeurs de l’utilisation des ultrasons pour l’imagerie sont la facilité d’utilisation, le 

coût particulièrement modéré, ainsi que l’absence d’un quelconque danger pour le patient ou le 

personnel réalisant l’imagerie. De plus, l’obtention d’image étant quasi-immédiate, il est possible 

de réaliser l’analyse en temps réel. D’une sensibilité excellente, cette méthode est toutefois 

limitée par sa résolution spatiale, dépendante de la profondeur de pénétration. L’utilisation 

d’agents de contraste tels que les microbulles peut permettre d’améliorer les images obtenues. 

La publication récente de résultats dans un modèle murin mais également du premier test clinique 

a pu démontrer le potentiel de cette technique pour la détection de tumeurs.32,33 

 Tomodensitométrie (TDM) 

La tomodensitométrie repose sur la différence d’absorption des rayons X par les tissus. Ainsi, la 

source de rayons X, placée d’un côté de l’individu, émet un faisceau de rayons qui sont ensuite 

récupérés par une série de détecteurs situés à l’opposé du sujet. Cette technologie permet 

l’obtention d’une image en coupe (2D) de l’individu et il est alors possible de reconstruire 

numériquement une image complète 3D par la mise en corrélation des différentes coupes 

obtenues. Les rayons X étant plus ou moins absorbés par les tissus traversés (forte absorption par 

les os qui apparaissent blancs et faible absorption pour les tissus mous et l’air qui apparaissent 

noirs), il est alors possible d’obtenir une image présentant un contraste important (Figure 4). 

L’utilisation d’un agent de contraste peut permettre d’améliorer la qualité des images obtenues. 

Les agents imageants utilisés ont pour rôle d’absorber fortement les rayons X et c’est dans cette 

optique que la plupart des agents de contraste TDM présentent un atome lourd tel l’iode,34,35 

l’or36,37 ou un lanthanide.38,39 

 
Figure 4. Principe d’une tomodensitométrie chez une souris. Adapté de Gambhir et al.30 

La tomodensitométrie présente plusieurs avantages majeurs, ce qui explique en particulier qu’il 

s’agit de l’une des techniques d’imagerie les plus utilisées en clinique.40 L’excellente résolution 

spatiale proposée par cette technique, sa rapidité en termes de temps d’analyse ou encore sa 

profondeur de pénétration illimitée expliquent l’utilisation clinique de cette technique. 

Cependant, les rayons X sont ionisants et peuvent induire une éventuelle augmentation de risques 

de cancers à long terme pour le patient tout comme pour les praticiens si des mesures de 

protection efficaces ne sont pas mises en place. De plus, lorsque l’utilisation d’un agent de 
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contraste est nécessaire, de grandes quantités doivent être utilisées, certaines études ayant 

montré que des effets secondaires tels des œdèmes, hypotensions ou encore pertes de 

conscience, bien que rares, peuvent être de gravité élevée.41 

 Imagerie par résonance magnétique (IRM) 

Le développement de l’IRM, plus tardif que ceux de l’échographie et de la tomodensitométrie, a 

révolutionné la médecine. Comme le décrivent Bercovich et al., l’IRM est le fer de lance de 

l’imagerie médicale, étant utilisée dans tous les domaines de la médecine (oncologie, cardiologie, 

imagerie du système nerveux entre autres).1 Le principe de l’IRM est similaire à celui de la RMN 

utilisée en recherche et se base généralement sur l’étude du spin des atomes d’hydrogène. L’être 

humain étant composé à environ 63 % d’eau, riche en hydrogène, l’imagerie du proton est ainsi 

adaptée. L’étude du comportement des spins de ces atomes au sein d’un champ magnétique 

permet de dresser une image des tissus cartographiés (Figure 5). Afin d’augmenter le contraste 

entre tissus mous, il est alors possible d’avoir recourt à l’utilisation d’un agent de contraste. 

En 1988, le premier agent de contraste, le gadopentétate diméglumine (de nom clinique 

Magnevist®) est approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) pour une utilisation 

clinique.42 Quasiment trente ans plus tard, pas moins de 8 autres composés au gadolinium sont 

disponibles cliniquement et il est estimé alors que 30 millions d’analyses IRM sont réalisées 

chaque année à l’aide d’agents de contraste.43 

 
Figure 5. Principe d’une analyse IRM. Adapté de Gambhir et al.30 

Les avantages de l’IRM sont multiples. Outre sa résolution spatiale excellente et l’absence de 

rayonnements ionisants, cette technique d’imagerie peut être réalisée sans agent de contraste si 

nécessaire (grossesse, allergies). Cependant, la sensibilité de l’IRM est faible et requiert souvent 

l’utilisation d’une grande quantité d’agent de contraste, ce qui peut provoquer des réactions 

secondaires chez le patient, due à la forte toxicité du gadolinium lorsque celui-ci est coordiné par 

des ligands linéaires.44 De plus les temps d’analyse et de traitement des données sont longs. 
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 Imagerie radioisotopique 

Seulement trente ans après la découverte de Henri Becquerel en 1896, nommée radioactivité 

l’année suivante par Marie Curie, les premières expériences d’imagerie à l’aide de radiotraceurs 

tels le 210Pb ou le 210Bi sont réalisées, permettant d’observer la circulation sanguine chez 

l’humain.45 Une quarantaine d’années plus tard, au cours des années 70, naissaient alors la 

tomographie par émission de positons (TEP) et la tomographie par émission monophotonique 

(TEMP).46 Ces deux techniques d’imagerie reposent sur la désintégration d’éléments radioactifs 

injectés au sein des tissus à imager. Dans le cas de la TEP, la désintégration radioactive mène à 

l’émission d’une particule β+, qui parcourt alors une courte distance (≈ 1 mm) avant d’être 

annihilée par interaction avec un électron, menant à l’émission de deux rayonnements γ de 

directions opposées et d’énergie de 511 keV.30,47 La détection de ces deux rayonnements 

coïncidents est à l’origine du signal, mais la résolution spatiale reste relativement faible, de par le 

trajet parcouru par la particule avant annihilation. En ce qui concerne la TEMP, le rayonnement γ 

détecté provient directement de l’atome radioactif. Un seul signal est donc récupéré par le 

détecteur contrairement à la TEP (Figure 6). 

 
Figure 6. A : Principe d’une analyse TEP. B : Principe d’une analyse TEMP. Adapté de Gambhir et al.30 

L’utilisation de la TEP ou de la TEMP n’est donc pas possible sans l’utilisation d’un radionucléide. 

Un vaste choix d’isotopes est disponible pour de telles analyses (Figure 7). Certains radioéléments 

peuvent ainsi être utilisés dans une optique de thérapie, par l’exploitation du caractère fortement 

ionisant des rayonnements qu’ils émettent (particules α, β-, électrons Auger). 
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Figure 7. Éléments utilisés ou pouvant potentiellement être utilisés dans le cadre d'imageries TEP ou TEMP voire 

pour une utilisation thérapeutique.48–57 

Le choix du radionucléide à utiliser pour l’analyse est dépendant de ses propriétés telles que le 

type d’émission à la suite de la désintégration radioactive, mais également le temps de demi-vie 

ou encore la disponibilité (nécessité de produire l’élément radioactif à l’aide d’un réacteur ou d’un 

cyclotron). Il faut également considérer le mode de marquage utilisé, qui peut être direct 

(radioélément lié de manière covalente au reste de la molécule) ou indirect (utilisation d’agents 

chélatants). Les éléments les plus couramment utilisés en clinique pour la TEP et la TEMP sont 

donnés dans le Tableau 2. 

Tableau 2. Éléments utilisés pour la TEP et la TEMP en clinique. L’élément le plus utilisé à ce jour pour chaque 

type d’imagerie est surligné en jaune.46,58,59 

TEP    TEMP 
    

 

Radioélément Demi-vie (h)    Radioélément Demi-vie (h) 

18F 1,8    99mTc 6,0 

68Ga 1,1    123I 13,2 

82mRb 6,3    111In 67,9 

64Cu 12,8    201Tl 73,1 

89Zr 78,4    67Ga 78,3 

 

La TEP et la TEMP proposent toutes deux une sensibilité excellente (bien que légèrement plus 

élevée pour la TEP) ainsi qu’une profondeur de pénétration illimitée, ce qui leur procure une place 

de choix en utilisation clinique. Cependant, deux inconvénients majeurs sont à souligner. La 

résolution spatiale relativement faible, mais également la nécessité d’utilisation d’un 

radioélément, soumettant le patient et le personnel médical à des rayonnements ionisants non 

négligeables. De plus, les éléments radioactifs doivent être au préalable produits dans un réacteur 

ou générateur, voire dans un cyclotron, ce qui en fait une technique coûteuse et contraignante. 
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 Généralités 

L’imagerie optique se base sur la détection de photons ultraviolets, visibles, ou infrarouges. 

Diverses techniques existent, telles que l’utilisation de composés bioluminescents (production de 

lumière par réaction enzymatique) ou l’usage de composés luminescents.29,30 Dans cette partie, 

nous nous intéresserons plus particulièrement à cette seconde technique. L’idée est d’injecter un 

composé qui peut être excité par des photons de longueur d’onde appropriée, amenant à 

l’émission de photons de longueur d’onde différente (fluorescence ou phosphorescence) lors de 

la désexcitation (Figure 8). 

 
Figure 8. A : Principe d’une analyse par imagerie optique de fluorescence. Adapté de Gambhir et al.30 

L’imagerie optique est unique par le fait qu’elle présente à la fois une sensibilité élevée, une 

résolution spatiale relativement bonne, une facilité d’utilisation mais également un coût limité. 

De plus, elle peut permettre de suivre en temps réel des modifications physiologiques.60,61 

 

En revanche, le problème majeur de l’imagerie optique est sa profondeur de pénétration très 

faible des tissus (< 1 cm). En effet, la lumière, lors de sa traversée des tissus, est soumise à 

différents phénomènes. D’une part, la lumière émise par le fluorophore est impactée par 

l’absorption et la diffusion des tissus et circulants traversés (Figure 9 - A).62–64 La lumière incidente, 

nécessaire à l’excitation du fluorophore, est également soumise à ces phénomènes de diffusion 

par les tissus traversés. De plus, un phénomène d’autofluorescence des tissus est à mentionner, 

dont l’intensité est dépendante de la longueur d’onde d’excitation de la lumière incidente (Figure 

9 - B). Le phénomène d’autofluorescence est ainsi particulièrement intense à des longueurs 

d’onde situées dans la partie visible du spectre électromagnétique. 

 

Cependant, certaines régions du spectre électromagnétique, en particulier dans le proche 

infrarouge (650 à 2000 nm), présentent une atténuation minimale de la lumière. Ces zones sont 

découpées en trois zones distinctes : 650-950 nm (NIR-I), 1050-1350 nm (NIR-IIa) et 1600-1800 nm 

(NIR-IIb).65–67 Certains fluorophores destinés à une imagerie in vivo ont donc été développés afin 

d’émettre dans ces zones, appelées fenêtres de transparence optique. Ce sujet sera abordé dans 

la partie 3.3. 
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Figure 9. A : Courbes de tendance des coefficients d'absorption des principaux tissus entre 0,2 et 1,8 µm. Inspiré 

de Hemmer et al.63 et Vogel et al.64 B : Courbes de tendance de l’intensité d’autofluorescence de tissus 

hépatiques par excitation laser à 658 nm (courbe bleue), 785 nm (courbe rouge) et 808 nm (courbe noire). Inspiré 

de Diao et al.68 Les intervalles adaptés à une imagerie dans le proche infrarouge sont identifiés par les zones 

bleues. 

À ce jour, l’imagerie optique est limitée à l’étude des tissus de « surface » (accessibles par voies 

naturelles ou par incision), que ce soit dans le cadre de l’endoscopie par fluorescence (dont les 

débuts remontent aux années 2000)69,70 ou en chirurgie assistée par fluorescence, un domaine 

ayant pris une ampleur particulièrement importante ces dix dernières années. Le début des 

années 2010 a mené aux premières preuves de concept de la chirurgie assistée par fluorescence 

chez l’homme (Figure 10).71,72 Le principe est que la cible, par exemple une tumeur ou les tissus 

sains alentours tels que les nerfs, puisse être marquée, permettant au chirurgien de déterminer 

plus précisément les marges chirurgicales à appliquer lors de l’ablation. Ceci apporte donc un 

avantage significatif lors d’opérations chirurgicales. Le chirurgien n’est alors plus obligé de se fier 

seulement à la texture et l’apparence des tissus à l’œil nu, les petites zones tumorales ou 

métastatiques étant clairement apparentes. Ceci diminue le risque de rechute, la tumeur pouvant 

alors être enlevée dans sa totalité, mais améliore également la récupération du patient après 

l’opération, une quantité minimale de tissus sains étant retirée. 

 
Figure 10. Principe de la chirurgie assistée par fluorescence. Adapté de Vahrmeijer et al.72 
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 Rappels sur les principes de fluorescence et phosphorescence 

Tout composé organique est caractérisé par un état énergétique stable, nommé S0, dans lequel il 

se trouve lorsqu’il n’est pas excité. À la suite de l’absorption d’un photon, un électron de la 

dernière orbitale moléculaire remplie de plus haute énergie, ou highest occupied molecular orbital 

(HOMO) est transféré sur l’un des états vibrationnels de l’orbitale basse vacante, lowest 

unoccupied molecular orbital (LUMO). La molécule est alors dans un état excité instable S1, 

d’énergie plus élevée que l’état fondamental. L’électron se situant sur l’un des états vibrationnels 

de l’état excité singulet S1 relaxe alors très rapidement vers l’état vibrationnel le plus bas en 

énergie de S1. Suite à cela, afin de retourner à un état énergétiquement plus stable, un phénomène 

de fluorescence (désexcitation rapide avec émission d’un photon) ou de phosphorescence 

(désexcitation lente par passage à un état excité triplet T1 plus bas en énergie, puis retour à l’état 

fondamental par émission d’un photon) peut avoir lieu. Le diagramme de Perrin-Jablonski illustre 

ces phénomènes de luminescence (Figure 11). 

 
Figure 11. Diagramme de Perrin-Jablonski simplifié et spectres d’absorption et d’émission en fluorescence ou 

phosphorescence résultants. Les temps des phénomènes impliqués sont également renseignés. Inspiré de page 

web73 et d’articles.74,75 

Dans les lignes suivantes, nous nous focaliserons plus particulièrement sur les propriétés des 

composés émettant de la fluorescence. 

 

Une caractéristique des fluorophores est soulignée par ce diagramme. Le déplacement de Stokes 

est la différence de longueur d’onde entre le maximum en fluorescence et le maximum en 

absorbance. Cette différence est due à la perte énergétique subie lors du retour à l’état 

fondamental d’une molécule excitée. En effet, à la suite de l’absorption d’un photon, la molécule 

se trouve dans un état excité qui, par conversions internes (relaxations vibrationnelles en 

particulier), perd une petite quantité d’énergie. Le retour à l’état fondamental émet alors un 

photon, d’énergie légèrement inférieure à celui qui a été absorbé initialement. L’énergie étant 

inversement proportionnelle à la longueur d’onde, la lumière émise subit donc un effet 

bathochrome (décalage du maximum d’émission vers de plus hautes longueurs d’onde). 

 

Le coefficient d’absorption molaire ε, généralement exprimé en M-1.cm-1, représente la capacité 

d’une solution ou d’un composé en solution à absorber la lumière. Il est donné par la loi de 
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Beer-Lambert, reliant le coefficient d’absorption molaire à l’absorbance A de la solution, sa 

concentration C et la longueur du trajet optique L. Ainsi, il est possible de déterminer la valeur du 

coefficient d’absorption molaire expérimentalement par mesure de l’absorbance à diverses 

concentrations, le coefficient directeur de la droite obtenue étant alors égal au produit de ε par L. 

 

Une autre caractéristique des fluorophores est le rendement quantique. Celui-ci est caractérisé 

par le rapport entre le nombre de photons émis et le nombre de photons absorbés. Sa valeur est 

donc comprise entre 0 et 1. Il est généralement déterminé par comparaison de l’intensité de 

fluorescence du composé étudié avec une référence et est donné par l’équation suivante : 

𝛷𝑋 =  𝛷𝑟𝑒𝑓 (
𝐺𝑟𝑎𝑑𝑋

𝐺𝑟𝑎𝑑𝑟𝑒𝑓
) (

𝜂𝑋
2

𝜂𝑟𝑒𝑓
2

) 

Où les indices X et ref désignent respectivement le composé étudié et le composé de référence, 

φ est le rendement quantique, Grad est le gradient de l’intégration de l’intensité de fluorescence 

en fonction de l’absorbance à la longueur d’onde d’excitation et η est l’indice de réfraction du 

solvant dans lequel est réalisé la mesure.76 

 

La brillance, exprimée en M-1.cm-1, est donnée par le produit du coefficient d’absorption molaire 

par le rendement quantique. Une valeur élevée témoigne de l’efficacité de l’absorption et de 

l’émission du fluorophore. 

 

Enfin, un fluorophore peut être également caractérisé par sa durée de vie, notée τ, qui correspond 

à la durée de vie moyenne de l’état excité. Cette valeur est généralement de l’ordre de la 

nanoseconde, une valeur faible témoignant de la capacité du fluorophore à revenir rapidement 

dans son état fondamental. Cette donnée peut être calculée par une étude de fluorimétrie résolue 

en temps. 
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 Systèmes luminescents utilisés en imagerie médicale 

Le phénomène de luminescence peut avoir lieu à partir d’une excitation qui peut être électrique, 

mécanique, chimique ou lumineuse. Dans la suite de cette partie, nous nous focaliserons tout 

particulièrement sur les systèmes photoluminescents développés pour une utilisation médicale. 

 

À ce jour, trois grandes familles de systèmes photoluminescents existent, à savoir les 

quantum dots, les lanthanides et les fluorophores organiques. Dans cette partie, nous évoquerons 

succinctement le sujet des quantums dots et des lanthanides, avant d’aborder plus en détail les 

fluorophores organiques. 

 Quantum dots 

 Une première grande famille de composés luminescents est constituée par les quantum dots 

(QDs). Ces structures, généralement sphériques, présentent un cœur typiquement composé de 

sulfure ou de séléniure de cadmium (Figure 12).77 Les propriétés photophysiques de ces structures 

sont directement dépendantes de la 

taille de ce cœur métallique. Autour de 

celui-ci est disposée une coquille 

zincique ou cadmique, dont le rôle est à 

la fois de réduire le risque de relargage 

de métaux lourds, tout en protégeant le 

cœur de l’oxydation. Enfin, la surface de 

la nanoparticule peut être 

fonctionnalisée, dans le but d’y ajouter 

des groupements la rendant 

hydrosoluble ou permettant sa 

vectorisation. 

 

Les quantum dots présentent de multiples avantages pour l’imagerie : des coefficients 

d’absorption molaire entre 10 et 50 fois plus élevés que pour des molécules organiques, des 

rendements quantiques élevés ou encore une excellente photostabilité notamment.78 Une 

première utilisation in vitro des QDs a été publiée par Wu et al. en 2002, suivie par plusieurs 

travaux aux cours des dernières années, qui confirment l’intérêt que les quantum dots peuvent 

avoir pour un marquage de cellules cancéreuses.79–82 Cependant, l’avantage majeur des QDs 

réside dans leur capacité d’émettre à des longueurs d’onde situées dans la fenêtre de 

transparence optique. Il est ainsi possible d’atteindre le NIR-I voire NIR-II, zones du spectre 

électromagnétique où, comme nous l’avons vu précédemment, peu de fluorophores organiques 

sont à ce jour capables d’émettre.83 De par cette caractéristique des QDs, des utilisations in vivo 

ont été envisagées, mais sont encore aujourd’hui limitées par les inconvénients inhérents aux 

quantum dots. Ces sondes sont pour la plupart constituées de métaux lourds tels que le tellure, le 

plomb ou le cadmium et un large nombre d’études ont pu montrer que ces éléments peuvent 

s’avérer cytotoxiques.84,85 De plus, certaines études ont pu démontrer que les quantums dots ont 

une durée de vie dans les cellules pouvant aller jusqu’à plusieurs semaines in vitro, caractéristique 

Figure 12. Représentation schématique de la configuration 

coeur/coquille d'un quantum dot. Adapté de Nasirzadeh et al.77 
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qui augmente de fait le risque de relargage d’atomes lourds au cours du temps.86 De nouvelles 

générations de quantum dots ont ainsi pu être développées, impliquant l’utilisation d’autres 

éléments tels que l’argent, le cuivre ou encore l’indium, mais ce sont surtout les QDs dont le cœur 

est constitué de carbone, de germanium ou de silicium qui s’avèrent être les plus prometteurs en 

termes d’innocuité.83,87 Le groupe de Prasad a ainsi décrit en 2010 un quantum dot de silicium qui 

s’est avéré être non toxique chez la souris pour des concentrations de 380 mg/kg, valeur quinze 

fois supérieure à la limite de toxicité de QDs à base de plomb et dix fois supérieure pour des QDs 

à base de cadmium.88 À ce jour, l’utilisation en imagerie des quantum dots, bien que présentant 

d’intéressantes propriétés photophysiques, est encore freinée par leur toxicité. 

 Lanthanides 

Une autre grande famille de luminophores a été développée à partir d’ions lanthanide(III) (noté 

Ln(III)). Les lanthanides possédant un coefficient d’absorption molaire faible, deux stratégies 

peuvent être employées pour surmonter cette limitation : l’utilisation d’un laser (source 

lumineuse d’énergie très localisée) ou l’utilisation d’un tandem antenne-lanthanide (Figure 13).78 

Pour cette seconde stratégie, l’objectif est que l’antenne 

(chromophore fortement absorbant) absorbe les photons 

incidents, dont l’énergie est ensuite transférée au lanthanide. 

Cette classe de luminophore permet de couvrir une large gamme 

spectrale selon la nature de l’élément employé (du visible au 

proche infrarouge), tout en présentant des déplacements de 

Stokes larges et des raies d’émission fines.89 À titre d’exemple, 

deux structures antenne-lanthanide sont données Figure 14, la 

première étant basée sur une antenne de type rhodamine, la 

seconde utilisant la fluorescéine comme chromophore. 

 

La première utilisation d’un lanthanide(III) pour la détection in vivo d’une tumeur remonte à 

1989.90 Au cours des vingt dernières années, plusieurs équipes de recherche se sont intéressées à 

la synthèse de sondes à base de lanthanide(III) pour des études in vivo. Bien que les lanthanides 

émettent dans la partie proche infrarouge du spectre électromagnétique, le principal handicap 

réside dans la longueur d’onde d’absorption de l’antenne, qui est, quant à elle, située en deçà de 

550 nm, hors de la fenêtre de transparence optique.91–94 De plus récents travaux décrivent la 

synthèse de nanoparticules de lanthanides, capables d’absorber dans le NIR-I et d’émettre dans 

le NIR-I voire NIR-IIa.95 Cependant, malgré ces succès prometteurs, aucune étude clinique 

impliquant des nanoparticules de lanthanides n’a été lancée, la notion de toxicité (identiquement 

aux quantums dots) étant l’un des principaux freins.96 

 

 

Figure 13. Principe du 

fonctionnement du tandem 

antenne-lanthanide(III). 
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Figure 14. Exemples de deux structures antenne-lanthanide publiée respectivement par Huang et al. (gauche) et 

Werts et al. (droite).91,92 L’antenne est identifiée dans chaque structure par la couleur rouge. 

 Fluorophores organiques 

La dernière famille de sondes luminescentes qui sera détaillée dans ce manuscrit sont les 

fluorophores organiques. Un large éventail de molécules est aujourd’hui disponible (Figure 15). 

 
Figure 15. Corrélation entre brillance et maximum d’absorption de quelques fluorophores utilisés en imagerie 

médicale. Les composés dont le nom est souligné sont autorisés actuellement en utilisation clinique par la FDA. 

Inspiré de Lavis et al.97 Les données photophysique ont été tirées des sources citées ci-après et sont données 

lorsque cela est possible dans le dichlorométhane.98–111 

Jusqu’au début des années 2010, seuls deux fluorophores avaient été autorisés par la FDA pour 

une utilisation clinique (angiographie en particulier), à savoir la fluorescéine, approuvée en 

1976,106 et le vert d’indocyanine, dont l’utilisation a été autorisée dès 1959.105 Par la suite, le bleu 

de méthylène ainsi que l’acide δ-aminolévulinique 5-ALA (dont la conversion in situ mène à la 

protoporphyrine IX responsable de la fluorescence112) ont été autorisés dans le cadre 

clinique.104,113 
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Au cours des dix dernières années, quelques familles de fluorophores ont été plus 

particulièrement étudiées afin de repousser leurs domaines d’absorption/émission vers des 

longueurs d’ondes plus élevées pour atteindre le domaine du proche infrarouge. En particulier, 

les cyanines ont été le sujet d’une recherche intensive, amenant à de nouvelles molécules telles 

que les IRDyes dont l’IRDye 800 CW, d’émission maximale à 800 nm, qui émet alors dans le NIR-I. 

L’intérêt de ce composé par rapport au vert d’indocyanine est la présence de quatre groupes 

sulfonates, qui lui octroient une grande solubilité dans l’eau, mais également la présence d’une 

fonction acide, rendant l’IRDye 800 CW vectorisable. Ce fluorophore a prouvé très récemment son 

efficacité lors de tests cliniques exploitant les propriétés photophysiques de la sonde pour la 

chirurgie assistée par fluorescence (Figure 16).114 Ces travaux montrent l’intérêt de l’utilisation 

d’une telle sonde pour la différenciation des tissus sains des tissus tumoraux. Les tissus sains n’ont 

ainsi pas été endommagés et ont permis l’application d’une marge chirurgicale la plus faible 

possible, permettant la résection complète de la tumeur (résection jugée complète lors de 

l’ablation de plus de 95 % du volume initial de la tumeur). 

 
Figure 16. Ablation d’une tumeur cérébrale chez un patient humain par chirurgie assistée par fluorescence à 

l’aide d’une sonde IRDye 800 CW vectorisée. A : Coupes axiales IRM avant (haut) et 30 minutes après (bas) 

injection intraveineuse d’un agent de contraste au gadolinium. B-D : Images avant (B), pendant (C) et après (D) 

résection de la tumeur en lumière blanche (haut) et par fluorescence (bas). E : Coupes axiales IRM avant (haut) 

et 30 minutes après (bas) injection de gadolinium, montrant la complète résection de la tumeur. Adapté de Li 

et al.114 

 Bilan sur les propriétés des systèmes luminescents actuels 

Trois grandes familles de sondes luminescentes existent aujourd’hui, chacune présentant des 

intérêts et des inconvénients qui limitent leur utilisation in vivo (Tableau 3). Des caractéristiques 

telles que la solubilité, la stabilité en milieu biologique ou encore la stabilité au photoblanchiment 

(perte de fluorescence) sont autant de paramètres à prendre également en compte lorsqu’un 

composé est destiné à être utilisé in vivo. 
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Tableau 3. Caractéristiques principales des familles de sondes luminescentes pour l’imagerie. 

 

Malgré la diversité de luminophores disponibles, l’imagerie optique se limite encore aujourd’hui 

très majoritairement à la microscopie. La principale explication à cela est que les sondes 

développées ne permettent pas encore une utilisation in vivo. Les quantums dots et lanthanides, 

bien que présentant des caractéristiques photophysiques particulièrement attrayantes, 

nécessitent encore d’être optimisés, en particulier dans le but de réduire le risque de toxicité. 

En ce qui concerne les fluorophores organiques, un travail est nécessaire pour leur permettre 

d’être utilisés dans la fenêtre de transparence optique. 

 

Aujourd’hui, de nouvelles technologies émergent (caméras NIR spécialisées) permettant le suivi 

de sondes fluorescentes, que ce soit dans le NIR-I ou le NIR-II. Il existe ainsi une demande de plus 

en plus forte pour des composés pouvant être employés in vivo en préclinique et clinique. Ce désir 

de développer de nouvelles sondes chimiquement stables, aux propriétés photophysiques 

permettant une imagerie in vivo, est peut-être en passe de trouver une réponse dans une famille 

de fluorophores organiques ayant pris une ampleur notable ces dernières années : les BODIPYs. 

 BODIPYs et azaBODIPYs 

Les 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenes, plus communément nommés BODIPYs, sont une 

classe de fluorophores dérivés de cyanines, dont le cœur est rigidifié par un atome de bore. Ces 

molécules, en comparaison à d’autres fluorophores, présentent une bonne stabilité chimique et 

photochimique, de bons rendements quantiques de fluorescence et leur synthèse est 

relativement aisée. Le premier BODIPY a été obtenu par sérendipité par Treibs et al. en 1968.115 

Cet évènement a ouvert la voie vers cette nouvelle famille de molécules fluorescentes, mais il a 

fallu attendre les années 90 pour que la recherche s’intéresse réellement à ces fluorophores, 

menant aujourd’hui à la publication de plus de 1000 articles par an sur le sujet.116 Les dérivés 

azotés des BODIPYs, nommés azaBODIPYs, ont quant à eux commencé à susciter l’engouement 

des laboratoires à partir des années 2010. La présence de multiples sites réactionnels sur les cœurs 

BODIPY et azaBODIPY permet d’y introduire diverses fonctionnalités et leur gamme d’application 

s’en retrouve particulièrement diversifiée, allant de la conception de matériaux luminescents aux 

applications biologiques (Figure 17). À noter que pour les azaBODIPYs, la présence d’aryles en 

positions 1,7 (β-pyrrolique) et 3,5 (α-pyrrolique) est pratiquement systématique. 
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Figure 17. Positions réactives des cœurs BODIPY et azaBODIPY.116–118 

Ces sites permettent l’introduction de divers groupements, dont les objectifs peuvent être 

multiples : vectorisation, solubilisation, chélation d’un métal… Cependant, l’une des propriétés 

majeures de ces sites réactionnels est que leur modification peut directement impacter les 

propriétés photophysiques du fluorophore qui, par l’augmentation de la conjugaison, peut mener 

à un déplacement bathochrome. 

 

De plus, il a pu être démontré que la substitution des fluors sur l’atome de bore par des 

groupements oxygénés ou alcynes n’impacte pas de manière négative la brillance du composé 

(Figure 18 – composés verts).119,120 La fonctionnalisation de l’atome de bore présente alors 

l’intérêt de pouvoir introduire diverses fonctionnalités sans altérer les propriétés photophysiques. 

Cependant, le principal frein à l’utilisation de ces BODIPYs pour une utilisation in vivo est le 

domaine de longueur d’onde dans lequel ils absorbent et émettent, d’un maximum de l’ordre de 

550 nm, bien en deçà de la zone du NIR-I.121 

 

C’est pourquoi les équipes de recherche se sont orientées vers la synthèse de nouveaux BODIPYs 

aux systèmes π étendus (Figure 18 – composés oranges). Les travaux tels que ceux de Swavey 

et al. ou Sarma et al. ont ainsi montré que l’introduction de cycles aromatiques en positions α et β 

pyrroliques permet un décalage bathochromique très important, pouvant aller jusqu’à 200 nm par 

rapport à des BODIPYs classiques.122,123 Nakamura et al. ont également proposé un dimère de 

BODIPY rigide dont l’émission maximale se situe à 781 nm, ce qui place ce fluorophore dans la 

zone du NIR-I.124 Cependant, la structure relativement plane des composés de ce type les rend 

sujets à un π-stacking important, d’où une solubilité en milieux aqueux quasiment inexistante. 

D’autres BODIPYs conjugués ont reçu une attention particulière, les BODIPYs « styryles ». 

L’introduction de groupements styryles en position α pyrrolique a permis d’atteindre des 

maximums en absorption de l’ordre de 700 nm comme en attestent les travaux de Tao et al.125,126 
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Cependant, les principaux inconvénients pour de tels fluorophores résident dans leur faible 

solubilité et stabilité en milieux aqueux, ce qui entrave leur utilisation in vivo. 

 

C’est ainsi que depuis une quinzaine d’années, un intérêt tout particulier a été porté sur les dérivés 

azotés des BODIPYs, les azaBODIPYs. Cette classe de fluorophores, tirant parti de la stabilité et la 

facilité de synthèse des BODIPYs tout en ayant des propriétés photophysiques attrayantes dans le 

proche infrarouge, semble être idéale pour une utilisation in vitro et in vivo. Suite aux travaux 

initiaux du groupe de O’Shea à partir de 2002, plusieurs équipes dont la nôtre se sont intéressées 

à ces molécules (Figure 18 – composés rouges).127,128 Le challenge principal étant le manque 

d’hydrosolubilité de ces fluorophores, plusieurs équipes se sont focalisées sur la problématique 

sans succès, les dérivés obtenus étant trop instables pour être exploités.129 D’autres équipes ont 

reporté la synthèse d’azaBODIPYs dont l’hydrosolubilité n’était possible qu’en présence d’un 

tensioactif.130–132 Récemment, notre équipe a développé une plateforme azaBODIPY, nommée 

WazaBY (pour Water-soluble azaBODIPY) et a pu valoriser le potentiel de ce composé par une 

étude d’imagerie in vivo.133 Les détails concernant ces travaux seront donnés en partie 3.4.1. 

 

Enfin, d’autres azaBODIPYs aux systèmes π étendus ont été développés, d’absorption et émission 

pouvant aller jusqu’à 1000 nm, ce qui en fait des sujets d’étude intéressants pour une utilisation 

dans le NIR-I et le NIR-IIa (Figure 18 – composés gris).134–136 

 

Les BODIPYs et azaBODIPYs ont montré leur versatilité de par leurs domaines d’application variés. 

Ainsi certaines équipes ont notamment montré leur potentiel dans le développement de cellules 

photovoltaïques organiques137–140 ou la fabrication de diodes électroluminescentes organiques 

(OLEDs).141,142 D’autres applications telles que l’étude des organites,143–145 la détection d’ions 

métalliques ou encore le marquage de cibles telles que des cellules cancéreuses (ces deux 

dernières utilisations seront abordées plus en détail dans la suite de ce manuscrit) sont des 

domaines dans lesquels les BODIPYs et azaBODIPYs ont montré des résultats particulièrement 

encourageants. 



 

 

 

 
Figure 18. Corrélation entre brillance et maximum d’absorption de quelques BODIPYs et azaBODIPYs. Les BODIPYs classiques sont identifiés en vert et ceux présentant un 

système π étendu sont donnés en orange. Les azaBODIPYs classiques sont en rouge et ceux présentant un système π étendu sont en gris. Les données photophysiques ont 

été tirées des sources citées ci-après et sont données lorsque cela est possible dans le dichlorométhane.119,120,122–127,134,135,146–149
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 Fonctionnalisation de l’atome de bore 

Comme cela a été abordé précédemment, la question de l’hydrosolubilité des azaBODIPYs est 

importante, car c’est d’elle que dépend leur éventuelle utilisation in vivo. 

 

Au sein de notre laboratoire, les travaux de thèse du Dr Pliquett (mon prédécesseur au sein de 

notre équipe) ont permis, par fonctionnalisation de l’atome de bore porté par le cœur 

azadipyrrométhène, de développer une famille d’azaBODIPYs solubles dans l’eau et en milieu 

physiologique que nous avons nommée WazaBY pour Water-soluble azaBODIPY (exemple d’un 

WazaBY bioconjugable : L1, Figure 19).133 L’augmentation significative de l’hydrosolubilité induite 

par l’introduction d’ammoniums sur l’atome de bore implique que l’azaBODIPY présente une 

tendance à l’agrégation significativement amoindrie en milieu physiologique, tout en permettant 

de conserver les propriétés photophysiques particulièrement intéressantes de cette classe de 

fluorophores (émission proche infrarouge avec une brillance élevée). 

 
Figure 19. WazaBY hydrosoluble bioconjugable L1 publié par notre équipe en 2019.133 

Le composé L1 vectorisé par un anticorps anti-PD-L1 a ainsi pu être testé in vivo. Les résultats ainsi 

obtenus ont souligné l’efficacité de ce composé pour marquer une tumeur sous-cutanée (lignée 

CT26) sur souris BALB/c. Une observation particulièrement importante à prendre en compte est 

l’absence de signes de toxicité du composé L1 comme de l’équivalent vectorisé, aux doses 

étudiées. 
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Un large éventail de fluorophores, dont les principales familles ont été présentées dans ce chapitre 

introductif, sont aujourd’hui disponibles pour des études in vitro.133 Cependant, le passage aux 

études in vivo de ces systèmes est encore grandement freiné par les limitations inhérentes à ces 

sondes luminescentes, qu’il s’agisse de leur toxicité, de leur stabilité chimique et photophysique, 

de leur manque d’hydrosolubilité, ou encore de leur capacité à absorber et émettre dans la fenêtre 

de transparence optique. 

 

Aujourd’hui, une demande grandissante pour le développement de nouvelles sondes 

hydrosolubles, non toxiques et capables d’émettre au-delà de 650 nm se fait ressentir. Les 

azaBODIPYs, dérivés azotés des BODIPYs, ont commencé à faire leurs preuves depuis une 

quinzaine d’années. L’intérêt pour ces fluorophores est multiple. Au-delà de leur relative simplicité 

de synthèse, de leur robustesse et de leurs propriétés photophysiques intéressantes, ces 

composés présentent l’avantage d’être aisément fonctionnalisables. Cependant, le principal frein 

à leur utilisation (en particulier in vivo) est le caractère lipophile de ces composés. 

 

Notre laboratoire, spécialisé dans le développement de fluorophores pour la chimie médicinale, 

s’est intéressé à cette problématique au cours des dernières années. En 2019, les travaux de thèse 

du Dr Pliquett ont mené à la publication de la synthèse et des études in vitro et in vivo du premier 

azaBODIPY vectorisé hydrosoluble, capable d’émettre dans la fenêtre de transparence optique. 

Conscients que ces travaux pourraient ouvrir la voie vers une sonde utilisable in vivo, nous nous 

sommes focalisés sur l’optimisation, la validation et la valorisation de cette plateforme imageante 

fluorescente hydrosoluble azaBODIPY. 

 

Pour cela, nous avons décidé de tester la versatilité de cette sonde pour plusieurs applications 

distinctes, à savoir : 

- Développement de sondes bimodales vectorisées TEP/optique et TEMP/optique pour une 

utilisation en chirurgie assistée par fluorescence 

- Développement de composés théranostiques à base de complexes métalliques d’or 

- Développement de composés théranostiques présentant un caractère « intelligent » 

permettant d’imager des principes actifs à base de métaux 

 

Les deux derniers points seront abordés dans un même chapitre. Deux grandes lignes directrices 

à ces travaux peuvent alors être tracées avec, d’une part, le développement de bimodaux et, 

d’autre part, le développement d’azaBODIPYs pour une utilisation théranostique (Figure 20). 
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Figure 20. Lignes directrices de ces travaux de thèse. 

Le chapitre I de ce manuscrit abordera le développement de sondes bimodales à partir de la 

plateforme WazaBY. Le chapitre II, quant à lui, sera présenté en deux parties distinctes avec, d’une 

part, le développement de nouveaux théranostiques et, d’autre part, la synthèse de composés 

dits « intelligents ». Pour cette dernière partie, l’objectif est de développer des composés dont la 

fluorescence sera modulée par la coordination ou non d’un métal au fluorophore. 

 

Dans la suite de ce manuscrit, deux numérotations distinctes seront utilisées pour les composés 

présentés. Les composés dont j’ai été amené à réaliser la synthèse seront classiquement identifiés 

par un numéro, alors que les composés issus de la littérature seront précédés de la lettre L. 
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 Intérêt en comparaison à un agent imageant unique 

Chaque technique d’imagerie possède des caractéristiques en termes de sensibilité, résolution 

temporelle et spatiale et de profondeur de pénétration qui lui sont propres. Selon ce que l’on 

souhaite imager (circulation sanguine, système nerveux, processus biologique, organe, os, 

tumeur…), il convient alors de choisir la technique d’imagerie la plus adaptée, tout en gardant à 

l’esprit que chaque technique possède des limitations (Figure 21). 

 
Figure 21. Résumé des caractéristiques principales des techniques d'imagerie couramment utilisées en 

clinique.29,30 TEP : tomographie par émission de positons, TEMP : tomographie par émission monophotonique, 

IRM : imagerie par résonance magnétique, TDM : tomodensitométrie. 

Certaines techniques présentent une résolution spatiale faible telles la TEP ou la TEMP, alors que 

d’autres manquent de sensibilité et nécessitent l’utilisation de larges doses d’agent de contraste, 

ce qui peut être le cas de l’IRM. Des techniques telles l’imagerie optique ou l’utilisation d’ultrasons 

peuvent permettre d’allier une bonne sensibilité à une résolution spatiale élevée, au détriment de 

la profondeur de pénétration. 

 

Afin de combler les lacunes inhérentes à une technique d’imagerie, il est possible d’y associer une 

seconde technique imageante. Cette combinaison est généralement réalisée entre une technique 

d’imagerie ne nécessitant pas d’agent de contraste à une imagerie qui en utilise. Dans un soucis 

d’amélioration du contraste, il peut également être possible d’avoir recourt à l’injection d’un 

agent bimodal qui peut être détecté par deux techniques d’imagerie différentes. Le 

développement d’appareils d’imagerie combinées mais également de sondes multimodales est 

devenu, depuis les années 2000, un sujet particulièrement étudié par les laboratoires.150 

 

Certaines technologies telles que les scanners TEP/TDM ou TEMP/TDM sont aujourd’hui 

couramment utilisées en clinique et ont quasiment supplanté l’utilisation seule de la TEP ou 

TEMP.151 En ce qui concerne l’imagerie TEP/TDM, un prototype de scanner a vu le jour dès 1999,152 

pour être finalement commercialisé trois ans plus tard.153 Les scanners combinant TEMP et 
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tomodensitométrie sont apparus dès les années 90, avant d’être commercialisés à partir de 

1999.154 Ces scanners présentent l’avantage de pouvoir combiner l’imagerie par radionucléide à 

la tomodensitométrie, cette dernière apportant une information anatomique. 

 

La TEP et la TEMP peuvent également être combinées à l’IRM, permettant ainsi de combler les 

lacunes de sensibilité de l’IRM tout en apportant une résolution spatiale excellente et une image 

anatomique précise.155–158 D’autres techniques bimodales ont été développées ces dernières 

années, telles des couplages ultrasons/PET ou encore ultrasons/IRM.159,160 

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous focaliserons plus particulièrement sur les techniques 

d’imagerie bimodale impliquant l’utilisation de l’imagerie optique. 

 Composés bimodaux impliquant l’imagerie optique 

L’imagerie optique est aujourd’hui une technique en plein essor. Le développement de nouveaux 

fluorophores et de techniques permettant une utilisation en préclinique voire en clinique ont 

induit un intérêt croissant pour cette imagerie au cours des dernières années. 

 

Le frein majeur à leur utilisation pour le diagnostic in vivo reste cependant la profondeur de 

pénétration à laquelle l’imagerie peut être réalisée. Au-delà de quelques millimètres de 

profondeur, le signal perçu par le fluorophore n’est plus exploitable. Cette technique est donc 

majoritairement utilisée aujourd’hui in vitro et in vivo chez le petit animal, où l’épaisseur plus 

faible de tissus impacte le signal de manière plus restreinte. 

 

Cependant, un domaine dans lequel l’imagerie optique est en train de prendre une place 

particulièrement importante concerne son utilisation pour la chirurgie assistée par fluorescence. 

Le nombre d’articles publiés sur la chirurgie assistée par fluorescence reflète l’attrait des 

chercheurs pour cette technique, passant de 50 par an en 1995 à 500 en 2015.104 De même, les 

études cliniques et précliniques sur le sujet se sont multipliées au cours des dernières années.161 

Une grande part de ces études (60 %) se focalise sur l’utilisation de vert d’indocyanine.162 

 

L’avantage majeur de l’imagerie optique par rapport à d’autres techniques est sa facilité 

d’utilisation et la nécessité d’un matériel relativement peu onéreux et peu encombrant. De plus, 

il s’agit d’une technique considérée comme étant sûre car non-ionisante contrairement à d’autres 

techniques telles la TEP, la TEMP ou encore la tomodensitométrie, basées sur l’utilisation de 

rayons de haute énergie. D’autres techniques, encombrantes, coûteuses et d’utilisation complexe 

telles que l’IRM ou la tomodensitométrie ne permettent pas une utilisation au bloc opératoire.163 

Ainsi, à ce jour, les chirurgiens doivent alors réussir à opérer et procéder à l’ablation d’une tumeur 

à l’œil et au touché seulement. Plusieurs risques existent alors. Par difficulté de différenciation 

entre tissus sains et tissus tumoraux, une ablation partielle involontaire de la tumeur peut induire 

une rechute. La stratégie généralement employée afin d’éviter cela est l’application de marges 

chirurgicales, qui mènent alors à l’ablation de tissus sains. Dans ce cas, le risque d’erreur 

chirurgicale irréversible (telle que la section d’un nerf) existe lors de l’opération. 
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Les agents bimodaux fluorescents peuvent permettre de réaliser en amont un diagnostic 

préopératoire (par tomodensitométrie, échographie, IRM ou encore imagerie radioisotopique), 

suivi de l’opération, assistée par fluorescence. L’idée est que l’injection d’un seul et unique 

composé permette de réaliser les deux analyses successivement, évitant ainsi d’avoir à injecter un 

cocktail de sondes au patient. Le défi majeur pour le développement d’une telle sonde est que 

son signal de fluorescence doit être suffisamment intense pour être détecté à l’œil nu ou par une 

caméra au bloc opératoire, mais également que celle-ci soit spécifique de la cible à imager. 

 

Ainsi, divers composés bimodaux couplant l’imagerie optique à la tomodensitométrie, 

l’échographie, l’IRM ou encore l’imagerie radioisotopique ont pu être développé. 

 Sonde bimodale optique/tomodensitométrie 

L’utilisation de nanoparticules est le choix le plus courant en ce qui concerne la combinaison entre 

modalité optique et tomodensitométrie. Les sensibilités très différentes pour les deux modalités 

d’imagerie font qu’il est complexe de synthétiser une unique sonde permettant d’obtenir un signal 

satisfaisant pour les deux imageries. Les nanoparticules, par leur fonctionnalisation modulable, 

permettent d’apporter une réponse à cette problématique.164 Différents groupes se sont 

intéressés au développement de telles sondes, en particulier par la combinaison d’huiles iodées 

ou de quantum dots et de différents fluorophores.165,166 D’autres techniques, telles que 

l’utilisation de nanoclusters ou nanorods d’or combinés à des quantum dots, ont également été 

développées récemment.167–169 

 

Diverses contraintes, en particulier en ce qui concerne la toxicité, vectorisation, synthèse et 

caractérisation des nanoparticules, font que cette technique ne s’est pas fortement développée 

contrairement à d’autres techniques bimodales.164 

 Sonde bimodale optique/échographie 

Par l’utilisation de microbulles (structures lipidiques ou biopolymériques enfermant un gaz), il est 

possible de combiner l’imagerie optique à l’échographie et ainsi d’obtenir une sonde exploitant 

les forces des deux techniques d’imagerie. Lv et al. ont ainsi développé en 2018 des 

nanostructures vectorisées et spécifiques de HER2 (récepteur membranaire impliqué dans la 

régulation de la prolifération cellulaire et qui est surexprimé chez certaines cellules 

cancéreuses).170 L’intérêt est de localiser précisément et de manière non invasive la tumeur par 

l’utilisation des ultrasons. Suite à cela, la luminescence de la particule permet la détermination 

des marges chirurgicales à appliquer ainsi que l’identification des ganglions lymphatiques touchés, 

ce qu’il est impossible de réaliser par l’utilisation seule des ultrasons. 

 

Une autre utilisation possible des ultrasons et des microbulles est le suivi et transport de sondes, 

telles que les quantum dots, jusqu’à leur cible. Yang et al. ont montré le potentiel d’un tel système, 

pour lequel l’éclatement des microbulles peut être déclenché in vivo grâce aux ultrasons une fois 

qu’elles ont atteint leur cible (attesté par suivi par imagerie ultrasonique). La libération des 

quantum dots dans la tumeur permet alors le marquage de celle-ci par luminescence. Une visée 
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thérapeutique peut également être envisagée par l’utilisation de quantum dots. Ceci est le cas 

dans les travaux décrits par Yang et al., pour lesquels une thérapie génique par l’utilisation de 

quantum dots porteurs de gêne exogènes est envisagée (Figure 22).171 

 
Figure 22. Imagerie bimodale par fluorescence et ultrasons permettant le suivi de la libération de quantum dots 

pour de la thérapie génique. Adapté de Yang et al.171 

 Sonde bimodale optique/IRM 

Le couplage de l’imagerie optique à l’IRM est une technique qui a intéressé très tôt les équipes de 

recherche. L’intérêt étant alors de coupler une seconde modalité d’imagerie à une imagerie 

pouvant apporter une information anatomique, avec un excellent contraste telle l’IRM. Dès 1998, 

un premier agent bimodal combinant ces deux techniques d’imagerie est publié par l’équipe de 

Meade, montrant ainsi l’intérêt porté à de telles sondes.172 L’alliance d’une tétraméthylrhodamine 

à un DOTA pouvant chélater du gadolinium s’est révélée efficace en étude in vitro. Cependant, les 

études in vivo ont montré un signal inexistant en IRM, alors que le signal fluorescent était 

observable. Un tel résultat peut être expliqué par la différence de sensibilité entre les deux 

modalités, la fluorescence pouvant être détectée à des concentrations particulièrement faibles, 

au contraire de l’IRM, qui requiert des concentrations en sonde jusqu’à 10 000 fois plus élevées 

pour que l’imagerie puisse être réalisée.30 

 

Ainsi, le développement d’une sonde bimodale optique/IRM doit prendre en compte cette 

différence de sensibilité et par la suite, cette notion a été incluse dans le développement de 

nouvelles molécules combinant l’IRM et la fluorescence. Des groupes tels que ceux de Meade ou 

de Hawthorne ont ainsi récemment développé des sondes à base de gadolinium(III)173 ou de 

fluor-19,174 permettant d’obtenir in vivo des images de qualité, à la fois en imagerie optique et 

magnétique, par l’utilisation de structures présentant jusqu’à 66 fonctions IRM par fonction 

fluorescente telle L2 (Figure 23). 
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Figure 23. Sonde bimodale IRM/optique L2 présentant 66 atomes de fluor-19 par molécule fluorescente 

développée par l’équipe de Hawthorne.174 

De nombreuses sondes moléculaires bimodales optique/IRM ont ainsi émergé, la plupart mettant 

en jeu le gadolinium(III) pour l’imagerie IRM, couplé à la fluorescéine,175 coumarine,176 ou des 

dérivés de BODIPYs ou cyanines, pour l’imagerie optique.177,178 

 

Certaines équipes se sont également intéressées à l’utilisation d’azaBODIPYs, permettant 

d’étendre le domaine de fluorescence de la sonde vers le proche infrarouge. Liu et al. ont publié 

fin 2019 une sonde trimodale permettant un diagnostic à la fois par fluorescence et IRM, mais 

également par imagerie photoacoustique (Figure 24).179 

 
Figure 24. AzaBODIPY trimodal L3 pour une imagerie par fluorescence, IRM et photoacoustique. Les images sont 

données pour une souris porteuse d’une tumeur A549 avant (haut) et 5 min après l’injection (bas) de L3. Adapté 

de Liu et al.179 

Ainsi, d’autres équipes se sont focalisées sur l’utilisation d’agents imageants pour l’IRM 

permettant d’obtenir un contraste supérieur. Très récemment, notre équipe a publié ses résultats 

préliminaires sur une sonde azaBODIPY bimodale optique/IRM (Figure 25).180 Cette sonde s’est 

révélée particulièrement intéressante, sa fluorescence présentant des rendements quantiques de 

l’ordre de 10 % dans le PBS, ce qui est élevé pour un fluorophore émettant dans le proche 

infrarouge. De plus, le signal obtenu en IRM présente un meilleur contraste à 150 µM pour le 

bimodal L4 en comparaison avec GdDOTA, agent de contraste usuellement utilisé en clinique. Le 

potentiel de cette sonde sera à confirmer ultérieurement par la réalisation de tests in vivo. Le 
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composé L4 présente l’avantage d’être parfaitement soluble dans l’eau et en milieu biologique, et 

ce sans l’aide d’un tensioactif, ce qui en fait un candidat viable pour une utilisation in vivo. 

 
Figure 25. Sonde bimodale optique/IRM L4, développée par notre équipe et structure de GdDOTA. Les images 

phantom IRM sont données à 150 µM pour L4 et GdDOTA. Adapté de Florès et al.180 

 Composés bimodaux optiques/TEP et optique/TEMP 

L’utilisation de la TEP ou de la TEMP couplée à la fluorescence semble être un choix judicieux, les 

deux techniques (optique et radioisotopique) présentant des sensibilités très élevées et du même 

ordre de grandeur, tout en étant complémentaires. Il est donc possible de coupler directement un 

agent radiomarqué à une sonde optique tout en ayant un signal convenable pour les deux 

imageries. De plus, la combinaison de ces deux modalités peut permettre de réaliser un diagnostic 

in vivo par TEP ou TEMP préalablement à une intervention chirurgicale guidée par fluorescence. 

Pour tous ces avantages, le développement de sondes bimodales optiques/TEP ou optique/TEMP 

est en pleine expansion. 

 

Quelques agents bimodaux optique/TEP ou optique/TEMP non vectorisés ont été développés, 

principalement basés sur l’utilisation de phtalocyanines,181 porphyrines182 ou cyanines.183 

La biodistribution de ces composés n’est cependant pas avantageuse, par manque d’une 

vectorisation active. Dans le cas d’une étude réalisée par Ranyuk et al., le composé L5, constitué 

d’une phtalocyanine de zinc et d’un NOTA marqué au cuivre-64, présente une accumulation dans 

la tumeur, mais une accumulation non spécifique importante dans le foie est observée. En effet, 

pour les deux tumeurs étudiées MC7-L1 et EMT-6 (lignées cellulaires mammaires cancéreuses 

murines), le rapport de signal foie/tumeur obtenu 3 h après l’injection est alors respectivement 

de 7 et 3,5 (Figure 26). Les reins sont également le lieu d’une accumulation non spécifique élevée, 

le rapport du signal rein/tumeur pour EMT-6 étant alors de 1 et de 2 pour la tumeur de lignée 

MC7-L1. 
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Figure 26. Sonde bimodale optique/TEP L5 développée par Ranyuk et al. Les résultats de biodistribution ex vivo 

sont donnés 3 h post-injection sur souris BALB/c. Adapté de Ranyuk et al.181 

Le composé L6, une porphyrine porteuse d’iode-124, développé par l’équipe de Pandey s’est 

révélé également peu spécifique de la tumeur (Figure 27). Une accumulation spécifique dans 

celle-ci est observée, mais des accumulations non spécifiques significatives sont relevées dans la 

rate, le foie ainsi que les intestins, avec des rapports de signal organe/tumeur allant jusqu’à 4 pour 

la rate à 24 h après l’injection. 

 
Figure 27. Sonde bimodale optique/TEP L6 développé par Pandey et al. Les résultats de biodistribution ex vivo 

sont donnés 24, 48, 72 et 96 h post-injection sur souris C3H. Adapté de Pandey et al.182 

Des résultats similaires ont été obtenus par l’équipe de Achilefu. Leur étude a pu montrer que le 

composé L7 s’accumule principalement dans les organes d’élimination tels que le foie et les reins. 

De plus, ces travaux ont montré que le signal observé pour chaque organe en fluorescence est 

cohérent avec celui obtenu avec un compteur gamma, montrant ainsi la correspondance des deux 

signaux (Figure 28).183 Pour les données obtenues en fluorescence, le composé étudié présentait 

un isotope non radioactif de l’indium, à savoir l’indium-115, afin d’éviter toute contamination 

radioactive des instruments du laboratoire. 
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Figure 28. Sonde bimodale optique/TEP L7 développé par Zhang et al. Les résultats de biodistribution ex vivo 

sont donnés 24 h post-injection sur souris nude. Adapté de Zhang et al.183 

Bien que des sondes non vectorisées ont pu être développées avec succès, la conception de 

sondes intégrant un vecteur est particulièrement pertinente. L’intérêt est de favoriser 

l’accumulation de signal dans les tissus ciblés, augmentant le ratio signal/bruit et permettant ainsi 

d’avoir une image de meilleure qualité, ce qui est primordial pour des applications cliniques. Les 

lignes suivantes mènent à un court rappel des techniques de vectorisation et plus particulièrement 

de l’utilisation d’anticorps. 

 

La vectorisation d’un composé, qu’il s’agisse d’un agent d’imagerie ou d’un médicament, permet 

d’exploiter l’affinité d’un vecteur pour une cible. Deux types de vectorisations sont à distinguer. 

D’une part le ciblage passif, qui est basé sur l’exploitation de caractéristiques physico-chimiques 

d’une molécule menant à une accumulation sur une zone cible et, d’autre part, le ciblage actif, 

pour lequel un groupement spécifique de la cible est greffé à la molécule d’intérêt. Dans la suite 

de ce manuscrit, nous nous concentrerons en particulier sur un ciblage actif. 

 

Cinq familles de vecteurs pour un ciblage actif sont à différencier (Tableau 4). 

 

Les petites molécules présentent des avantages majeurs pour la vectorisation de composés 

d’intérêt. Leur petite taille leur permet de traverser les barrières biologiques, effet qui peut être 

modulé par la charge et la lipophilie de la molécule. Cependant, le principal inconvénient est que 

la petite taille de ces molécules (< 500 Da) implique que leur pharmacocinétique et leur affinité 

pour le récepteur sont toutes deux fortement impactées par le greffage d’un agent imageant ou 

thérapeutique. Ainsi, ces molécules sont généralement imagées via l’utilisation de radioéléments 

tels que le fluor-18 (ce qui est le cas du fluorodésoxyglucose ou FDG) ou le carbone-11.30 
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Tableau 4. Les différents types de vecteurs pouvant être utilisés dans un ciblage actif. Les exemples donnés 

montrent une application pour le design d’un agent d’imagerie vectorisé. Adapté de Gambhir et al.30 

Type 
Petite 

molécule 
Peptide Affibody Aptamère Anticorps 

Taille 
< 1 nm 

< 0,5 kDa 

1-4 nm 

0,5-2 kDa 
5-10 kDa 5-15 kDa 150 kDa 

Exemple 

 
    

 

Les peptides sont une famille ayant pris une place particulièrement importante dans la 

vectorisation d’agents thérapeutiques. Leur synthèse est relativement aisée et au contraire des 

petites molécules (< 500 Da), le greffage d’un agent pharmaceutique altère moins leur 

pharmacocinétique ou leur affinité à la cible. Cependant, le principal inconvénient est leur 

dégradation enzymatique rapide en milieu biologique, pouvant ainsi considérablement réduire la 

quantité de produit capable d’atteindre la cible. 

 

Les aptamères sont quant à eux constitués d’un brin de 20 à 100 nucléotides replié sur lui-même. 

L’intérêt est que ces vecteurs présentent une très forte spécificité et sélectivité de leur cible, tout 

en étant relativement simples et peu coûteux à produire. De plus, il est possible de greffer un 

groupement pharmaceutique de manière site spécifique, c’est-à-dire en une position connue de 

l’aptamère. Cependant, leur instabilité in vivo, couplée à des propriétés pharmacocinétiques 

variables sont des facteurs limitant leur utilisation. 

 

Les anticorps sont de larges protéines en forme de Y. Ils sont constitués de deux chaînes lourdes 

et de deux chaînes légères reliées entre elles par des ponts disulfures. Les extrémités variables de 

la protéine, portant le nom de paratope, sont responsables de la 

reconnaissance de l’anticorps pour sa cible (Figure 29). 

Les anticorps présentent une affinité et une spécificité 

excellentes pour leur cible, ce qui explique leur utilisation 

actuelle dans le domaine clinique. Leur taille imposante 

(~ 150 kDa) induit que leur affinité pour leur cible est peu 

impactée par le greffage d’entités pharmaceutiques à 

l’anticorps. En revanche, ces vecteurs présentent des temps 

d’accumulation généralement longs (de plusieurs heures à 

plusieurs jours), ce qui peut s’avérer problématique lors de 

l’utilisation de radionucléides de courte période. De plus, les 

anticorps présentent un temps de demi-vie in vivo qui peut approcher de la semaine,184 pouvant 

engendrer un risque pour le patient, dans le cas où un radioélément est greffé à l’anticorps. Des 

fragments d’anticorps, aussi nommés affibody, ont été développés dans l’espoir de combiner 

Figure 29. Importance du paratope 

pour la reconnaisse de l'antigène. 
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l’excellente affinité des anticorps à une pharmacocinétique proche de celle de vecteurs de plus 

petites tailles. 

 

Dans le cas d’une vectorisation par anticorps, la technique de greffage de la molécule à l’anticorps 

la plus couramment employée, nommée bioconjugaison aléatoire, consiste à greffer la molécule 

par l’exploitation de sites conjugables à la surface de l’anticorps, à savoir les lysines et cystéines. 

Ces acides aminés étant parmi les plus courants dans le génome humain, la bioconjugaison peut 

alors avoir lieu aléatoirement sur l’un ou plusieurs de ces sites.185 Le résultat obtenu à la suite de 

la bioconjugaison aléatoire est alors une population d’anticorps comportant des sondes en 

nombres et positions variés (Figure 30). 

 

Afin de caractériser la population d’anticorps porteurs de la molécule d’intérêt, la notion de DOL, 

ou degré de greffage moyen, est introduite et permet de déterminer le nombre moyen de 

molécules greffées aux anticorps. La connaissance de cette valeur est essentielle lors du 

développement d’un composé vectorisé par anticorps, car de celle-ci dépend l’efficacité de la 

vectorisation mais également la qualité du signal in vitro et in vivo. 

 
Figure 30. Sites potentiels de greffage sur lysines sur un anticorps humain IgG1. Cas d'un greffage aléatoire, sur 

les 40 positions accessibles à la surface de l’anticorps. Le nombre de régioisomères est donné sur la base de 40 

lysines accessibles. Adapté de Agarwal et al.186 

Diverses stratégies peuvent être adoptées pour l’obtention d’un agent bimodal vectorisé par un 

anticorps (Figure 31). Chaque approche présente des avantages et inconvénients qui lui sont 

propres, mais nous retiendrons tout particulièrement que les approches B, C et D permettent 

toutes trois l’obtention de composés MOMIP (MOnomolecular Multimodal Imaging Probe), dont 

l’intérêt principal est la combinaison en une unique molécule de deux sondes permettant des 

imageries différentes. 

 
Figure 31. Stratégies de greffage de l'anticorps au bimodal. Inspiré de la revue de Ahn et al.187 
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Dès 2008, les équipes de recherche se sont intéressées au développement de bimodaux 

vectorisés. Ainsi, l’équipe de Achilefu a proposé un bimodal peptidique spécifique du récepteur 

de la somatostatine, impliqué dans un grand nombre de cancers.188 Le composé bimodal est 

composé d’un dérivé de cyanine, d’un DOTA chélatant le cuivre-64 et d’un peptide Y3-octreotate. 

Cependant, malgré la présence du vecteur, les études in vivo ont montré une accumulation faible 

dans la tumeur (lignée cellulaire tumorale murine pancréatique AR42J) révélant une accumulation 

dans les reins, la rate et tout particulièrement le foie, pour lequel le rapport de signal 

organe/tumeur est de 9,5. Cette affinité faible pour la tumeur provient alors probablement de la 

présence de la sonde bimodale sur le peptide. Par la suite, plusieurs sondes peptidiques ont été 

développées, bien plus spécifiques et permettant d’identifier plus précisément la tumeur.189–191 

 

Les anticorps, pour leur spécificité et leur affinité pour leur cible souvent élevées, ont également 

intéressé les groupes de recherche pour le développement de sondes vectorisées permettant une 

imagerie TEP ou TEMP et de fluorescence. Ces divers travaux ont ainsi pu montrer que l’utilisation 

de ces vecteurs permet une accumulation satisfaisante dans la tumeur, malgré une accumulation 

souvent élevée dans le foie, principale voie d’élimination des anticorps.192–195 

 

Comme précisé précédemment, l’un des intérêts à l’utilisation de sondes bimodales vectorisées 

optique/radioisotopique est la réalisation du diagnostic en amont d’une opération assistée par 

fluorescence permettant de retirer la tumeur tout en diminuant au maximum les marges 

tumorales à appliquer. Un exemple montrant l’utilité et le potentiel de telles sondes a été publié 

par Rijpkema et al. La sonde bimodale L8, obtenue par le greffage sur un anticorps MN-14 

(anticorps spécifique de l’antigène carcinoembryonique) d’une sonde optique proche infrarouge 

(IRDye 800CW) et d’un agent chélatant l’indium-111 (diethylenetriaminepentaacetic acid, DTPA), 

a permis la réalisation de chirurgie assistée par fluorescence sur souris BALC/c nude (Figure 32).196 

 
Figure 32. Sonde L8 développée par Rijpkema et al. Images TEMP/TDM (A : latérale, B : ventrale) d'une souris 

BALC/c nude présentant deux tumeurs intrapéritonéales. Inspection laparotomique révélant par fluorescence la 

présence des deux nodules tumoraux (C), retirés avec succès par chirurgie assistée par fluorescence (D). Les 

tumeurs sont pointées par les flèches vertes. Extrait de Rijpkema et al.196 
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 Utilisation de BODIPYs et azaBODIPYs pour la conception de sondes bimodales 

optique/TEP ou optique/TEMP 

L’utilisation de BODIPYs en tant qu’agents imageants pour la conception de sondes bimodales 

optique/TEP est particulièrement prometteuse. En effet, le BODIPY peut avoir un double rôle, à la 

fois d’agent fluorescent, mais également de porteur d’un radioélément pour une imagerie TEP. 

Par échange isotopique, il est possible d’introduire un atome de fluor-18 sur l’atome de bore, 

permettant de réaliser l’imagerie TEP en complément de l’imagerie optique. 

 

Ainsi, dès le début des années 2010, certains groupes se sont intéressés à la synthèse de telles 

molécules. En 2011, le groupe de Conti a reporté l’utilisation d’une première sonde BODIPY 

optique/TEP L9 impliquant le fluor-18 sur souris nude (Figure 33).197 Une étude TEP in vivo ainsi 

que les résultats ex vivo en fluorescence et TEP ont montré une accumulation non spécifique, avec 

une haute concentration dans les organes d’excrétion tels que le foie, les reins, ainsi que la rate, 

comme cela peut s’attendre d’une petite molécule hydrophobe non vectorisée. Une bonne 

corrélation entre les images TEP et de fluorescence des organes ex vivo a été mise en évidence par 

ces travaux, qui constituent une preuve de concept de l’utilisation des BODIPYs comme sonde 

bimodale optique/TEP. Dans ce cas, le sonde BODIPY n’est pas une sonde émettant dans le proche 

infrarouge, mais dans la partie visible du spectre électromagnétique. La fluorescence a alors été 

utilisée pour des études in vitro et ex vivo, en complément de la TEP, utilisée elle in vivo. 

 
Figure 33. Premier BODIPY optique/TEP L9 et imagerie optique/TEP ex vivo sur souris nude. Adapté de Li et al.197 

Par la suite, le groupe de Mazitschek a publié en 2012 les résultats de l’incorporation d’un fluor-18 

sur un BODIPY présentant un méthyle en position méso (Figure 34 - composé L10).198 De même, 

ces travaux ont montré une biodistribution non spécifique, ainsi qu’une excrétion rapide du 

composé, de l’ordre de l’heure. Ce groupe s’est également intéressé au greffage de cette molécule 

sur un vecteur de type anticorps (trastuzumab) par le biais de l’introduction d’un groupement NHS 

en position méso du BODIPY (Figure 34 - composé L11). Les résultats par radio-HPLC ont montré 

que le greffage est possible sur le trastuzumab. 

 
Figure 34. BODIPY optique/TEP non vectorisé L10 développé par Hendricks et al. et sa version vectorisable L11.198 
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À la suite de ces travaux, d’autres groupes se sont focalisés sur le développement de BODIPYs 

pouvant être radiomarqués par le fluor-18 et vectorisés par un peptide. L’introduction de sondes 

d’imagerie sur un peptide peut nettement impacter son affinité pour son récepteur. L’intérêt des 

BODIPYs radiomarqués au fluor-18 prend alors tout son sens ici : de par leur faible encombrement 

et leur capacité de combiner deux modalités en une petite molécule, l’impact du greffage de cette 

sonde sur un peptide peut ainsi être minimisé. C’est dans l’optique de démontrer cela que notre 

laboratoire s’est intéressé au greffage d’une telle molécule sur la bombésine (Figure 35).199 Un 

premier BODIPY (composé L12) a été synthétisé et greffé par réaction click sur la bombésine pour 

donner la sonde L13. La présence du groupement N,N-diméthylaminopyridine, groupement 

partant, sur l’atome de bore a pour utilité ultérieure d’introduire un atome de fluor-18 par 

substitution nucléophile. L’affinité pour le récepteur de la sonde greffée à la bombésine et de la 

bombésine seule ne diffèrent pas, ce qui montre un impact non significatif de la présence de la 

sonde sur l’affinité du peptide. De plus, les caractéristiques photophysiques du composé avant et 

après greffage sur la bombésine n’ont pas montré d’impact majeur sur la fluorescence. Ainsi, cette 

étude est la première preuve de concept d’une vectorisation possible d’un BODIPY bimodal. 

 
Figure 35. Greffage du potentiel bimodal L12 à la bombésine (BBN). Les propriétés photophysiques sont données 

à 25 °C. Le graphe indique le couplage de la bombésine (N3-BBN) et de la bombésine marquée par le BODIPY L13 

au récepteur. Adapté de Brizet et al.199 

Ultérieurement, des équipes telles que celles de Li ou de Weber se sont intéressées à 

l’incorporation de BODIPYs bimodaux sur des peptides tels que la bombésine ou le RGD 

(Figure 36).200,201 Pour ces deux études, une bonne incorporation de la sonde dans la tumeur a été 

soulignée et une corrélation satisfaisante des images optique et radioisotopique a été observée. 

Le signal était également détecté dans les reins et le foie, les voies d’élimination classiques des 

peptides. On soulignera que le BODIPY développé par l’équipe de Li émet à la limite entre les 

domaines du visible et du proche infrarouge. 
 

 
Figure 36. BODIPYs bimodaux optique/TEP vectorisés par un peptide RGD (L14)200 ou bombésine (L15).201 
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Par la suite, d’autres travaux ont émergé, valorisant l’utilisation de [18F]-BODIPYs. Carlucci et al. 

ont montré la capacité d’un BODIPY à marquer certaines enzymes telles que PARP1 surexprimées 

dans le cas de certains cancers.202 Plus récemment, Kim et al ont publié en 2019 un BODIPY ayant 

la capacité de passer la barrière hémato-encéphalique, en exploitant la petite taille de la molécule 

et son caractère lipophile.203 

 

L’inconvénient majeur de l’utilisation du fluor-18 en tant que radionucléide est son temps de 

demi-vie relativement court (t1/2 = 109,8 min) nécessitant une injection rapide, quelques heures 

après génération du radioélément. A contrario, l’utilisation d’autres radioéléments tels que le 

cuivre-64 (t1/2 = 12,7 h) ou le zirconium-89 (t1/2 = 78,4 h) pour la TEP, l’iode-123 (t1/2 = 13,3 h) ou 

l’indium-111 (t1/2 = 2,8 j) pour la TEMP permet de réaliser le diagnostic à des temps plus longs 

après l’injection.29,30 Il est important de souligner que l’utilisation de radioéléments aux temps de 

demi-vie longs n’est pas compatible avec l’utilisation de vecteurs tels que les peptides, dont les 

temps de biodistribution sont courts. Il convient alors de choisir une vectorisation adaptée au 

radioélément utilisé, telle que l’utilisation d’anticorps, de temps de biodistribution pouvant aller 

jusqu’à plusieurs jours. 

 

En ce qui concerne l’iode-123, l’équipe de Saji s’est intéressée à l’introduction de ce radioélément 

en position β-pyrrolique du BODIPY (Figure 37).204 Le marqueur radioactif est ainsi porté par la 

sonde fluorescente permettant, comme dans le cas du fluor-18 vu précédemment, d’obtenir une 

sonde de petite taille. La preuve de concept de cette sonde a été donnée par les résultats in vivo, 

montrant que le greffage du BODIPY au vecteur trastuzumab n’induisait pas une perte d’affinité 

pour le récepteur. De plus, l’imagerie TEMP/TDM témoignait d’une excellente accumulation au 

sein d’une tumeur xénogreffée N87 surexprimant HER2. 

 
Figure 37. BODIPY L16 porteur d’un iode-123 et vectorisé par le trastuzumab. Les images TEMP/TDM (haut : 

coupe transversale, bas : coupe coronale) sont obtenues 8 h après l’injection. Les flèches blanches identifient la 

tumeur. Extrait de Ono et al.204 

À l’inverse du fluor-18 ou de l’iode-123, l’utilisation de radioéléments aux temps de demi-vie plus 

longs peut permettre de s’affranchir des signaux parasites obtenus en particulier dans le foie ou 

les reins, organes dans lesquels une sonde va généralement s’accumuler et être éliminée au cours 

des premières 24 h à 48 h suivant l’injection. 

 



Chapitre 1. Bimodalité pour l’imagerie médicale 

43 

 

Les radionucléides non métalliques tels le fluor-18 ou l’iode-123 sont liés de façon covalente à la 

molécule. En revanche, l’utilisation de radiométaux (indium-111, gallium-68, cuivre-64…) 

nécessite la présence d’un agent chélatant sur la sonde. Ainsi, certains laboratoires se sont 

intéressés au développement de BODIPYs présentant un groupement pouvant chélater un 

radionucléide. Le premier exemple d’une telle sonde a été publié par notre laboratoire en 2010 et 

a montré que la chélation d’un centre métallique tel le gallium-68 ou l’indium-111 au sein d’un 

DOTA en position méso du BODIPY ne modifiait pas les propriétés photophysiques de la sonde.205 

L’introduction de cuivre-64 a également été réalisée et a révélé une division par trois du 

rendement quantique dans le DMF par rapport à la version non métallée. La versatilité de la 

stratégie a été reflétée par deux publications ultérieures, qui ont montré possible la synthèse 

d’une molécule similaire présentant un DOTAGA206 ou NODA207 à la place du DOTA, permettant 

l’introduction de radioéléments variés (indium-111 pour le DOTA et DOTAGA, gallium-68 et 

cuivre-64 pour le NODAGA). Le dérivé DOTAGA a été étudié plus en détail en termes de propriétés 

photophysiques et greffage à un peptide octréotide (Figure 38). 

Tout d’abord, il est à noter que le greffage au peptide n’impacte pas significativement les 

propriétés photophysiques. De plus, le marquage à l’indium-111 a permis de montrer une faible 

accumulation tumorale in vivo. Ces images ont également souligné une accumulation non 

spécifique au sein d’organes tels que le foie, la rate ou encore les reins, comme cela a pu être 

confirmé par analyse ex vivo. Une telle accumulation en particulier dans le foie était probablement 

due au caractère lipophile du composé L17, ainsi qu’à la tendance de l’octréotide à s’accumuler 

dans le foie. 

 
Figure 38. BODIPY optique/TEP L17 vectorisé par le peptide octréotide. Les propriétés photophysiques sont 

données pour l’équivalent non métallé dans le DMSO à 25 °C. Les images TEMP sont données 24 h après 

l’injection de 4 nmol de L17 sur une souris présentant une tumeur sous-cutanée AR42J. Adapté de Lhenry et al.207 

Le potentiel des BODIPYs impliqués dans l’élaboration de sondes bimodales a également été mis 

en lumière par l’équipe de Weissleder en 2016, avec l’utilisation de zirconium-89 comme 

radiotraceur TEP.208 Ils ont proposé une méthode particulièrement élégante permettant de 

réaliser un suivi de la réaction click entre le transcyclooctène (TCO) et la tétrazine par une 

augmentation drastique de l’intensité de fluorescence entre les composés L18 et L19 (Figure 39). 
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Ce phénomène permet d’attester lors de la synthèse de la sonde du greffage rapide (< 3 min) de 

la sonde bimodale au vecteur trastuzumab, spécifique des cellules tumorales surexprimant HER2 

(HER2 positives ou HER2+). 

 

La grande spécificité de la sonde pour les cellules surexprimant HER2 (lignée cellulaire BT474) a 

été mis en avant par cette étude, le constat étant le même que ce soit in vivo ou ex vivo. Ces 

travaux ont montré le grand potentiel des BODIPYs comme sondes bimodales, qui peuvent 

apporter de précieuses informations pour le diagnostic, en particulier lorsque leur vectorisation 

permet d’atteindre une spécificité excellente. 

 
Figure 39. A : Réaction click de la sonde bimodale sur le TCO porteur du vecteur. B et C : Images TEP 96 h après 

l’injection de la sonde vectorisée radiomarquée au 89Zr sur souris xénogreffée BT20 (HER2 négative - B) ou BT474 

(HER2 positive - C). D : Résultats ex vivo en fluorescence et TEP 96 h après l’injection. Adapté de Meimetis et al.208 

Comme cela a été abordé précédemment, la principale faiblesse de l’imagerie optique est sa 

profondeur de pénétration limitée, qui est un frein important à une utilisation in vivo. Les tissus 

(peau, circulants, muscles, …) situés sur le trajet optique entre le fluorophore et le détecteur 

induisent des phénomènes de diffusion et d’absorption, diminuant fortement le signal. Ces effets 

peuvent cependant être minimisés par l’utilisation d’un fluorophore émettant dans la fenêtre de 

transparence optique. 

 

L’utilisation de BODIPYs ne permet généralement pas d’exploiter la fenêtre de transparence 

optique du proche infrarouge, les maximums en longueur d’onde d’émission étant généralement 

aux alentours de 550 nm. Comme cela a été vu en introduction, l’extension du système conjugué 

du BODIPY peut permettre d’atteindre des longueurs d’onde plus élevées, rendant possible 

l’exploitation de la fenêtre de transparence optique. Le BODIPY mono-styryle développé par Liu 
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et al. que nous avons abordé précédemment (p.41) ne permet d’atteindre une longueur d’onde 

d’émission qu’à la limite du domaine proche infrarouge.200 

 

C’est dans cet optique que notre équipe a développé le premier bimodal optique/TEMP utilisant 

un BODIPY di-styryle, dont le système π étendu permet une émission au-delà de la limite basse de 

la fenêtre du NIR-I de 650 nm. Le composé L20 résulte de l’introduction de trois DOTA sur un 

BODIPY di-styryle (Figure 40).209 Dans ce cas, la sonde a été vectorisée à l’aide d’un anticorps, le 

trastuzumab, l’objectif étant de cibler les cellules cancéreuses surexprimant HER2. Un test de 

radiométallation et de stabilité de la sonde a été réalisé, révélant une excellente stabilité à 48 h, 

ce qui en fait un potentiel composé bimodal efficace et utilisable in vivo. De plus, par la présence 

des macrocycles, L20 s’est révélé parfaitement soluble en milieu aqueux. Les images in vivo et 

ex vivo de fluorescence sont données pour la version non radiométallée L20. 48 h post-injection, 

une accumulation élevée a été observée dans la tumeur. Les organes d’élimination tels que le foie 

ou les reins présentaient un léger signal, bien inférieur à celui de la tumeur. Enfin, on remarquera 

que ce BODIPY di-styryle permet d’exploiter la fenêtre de transparence optique par une émission 

à 700 nm. 

 
Figure 40. A : BODIPY bimodal optique/TEP L20 vectorisé développé par notre équipe. B : Imagerie optique 

in vivo à 24 h et 48 h après l’injection de 0,3 nmol de L20 sur une souris présentant une tumeur sous-cutanée 

BT474. C : Imagerie optique ex vivo montrant l’accumulation dans divers organes et circulants. Adapté de 

Maindron et al.209 
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Le développement d’agents bimodaux joue un rôle primordial vers l’élaboration d’une médecine 

personnalisée, la combinaison de différentes modalités d’imagerie permettant de réaliser un 

diagnostic plus précis et complémentaire. De plus, par combinaison entre une modalité d’imagerie 

des tissus profonds telle que la TEP ou la TEMP et l’imagerie optique permettant d’identifier lors 

d’une opération la position précise d’une tumeur, il est possible de proposer un composé bimodal 

permettant le diagnostic, directement suivi de l’acte chirurgical. Ce composé peut également 

s’avérer utile lors de biopsies menant à la réalisation d’études ex vivo. 

 

L’objectif du projet présenté dans cette partie est de développer le premier azaBODIPY à 

utilisation bimodale optique/TEP ou optique/TEMP. Les qualités indéniables des azaBODIPYs telles 

que leur robustesse, leur facilité de fonctionnalisation ou encore leur capacité à émettre dans le 

proche infrarouge, sont des atouts considérables dans l’élaboration d’une sonde alliant une 

imagerie optique et radioisotopique. 

 

Nous nous sommes focalisés sur la synthèse d’un azaBODIPY dont le rôle de plateforme est assuré 

par une fonctionnalisation de l’atome de bore permettant de greffer d’une part, une fonction 

pouvant accueillir un radioélément et d’autre part, un groupement permettant la vectorisation de 

la sonde. Deux sondes ont alors été synthétisées, permettant la réalisation d’une imagerie TEP ou 

TEMP (Figure 41). 

 
Figure 41. Plateforme azaBODIPY bimodale vectorisable. 

La vectorisation est assurée par le greffage à un anticorps. Afin de montrer l’efficacité de cette 

sonde bimodale, nous l’avons greffé au trastuzumab, spécifique des récepteurs HER2, surexprimés 

pour certains types de cancers du sein. Des études in vitro, in vivo et également une preuve de 

concept de chirurgie assistée par fluorescence sur souris ont été réalisés, permettant ainsi de 

mettre en avant le potentiel de cette nouvelle plateforme bimodale. 
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 Objectif initial et stratégie de synthèse 

Les azaBODIPYs peuvent être fonctionnalisés sur plusieurs positions et, dans le cadre de ce projet, 

nous avons décidé de nous focaliser sur l’introduction de groupements d’intérêt au niveau des 

bras pendants situés sur l’atome de bore. Il est possible d’introduire deux bras augmentant 

l’hydrosolubilité (par la présence d’ammoniums quaternaires) sur l’atome de bore, pouvant par la 

suite être utilisés pour l’introduction d’autres groupements. De plus, ces groupements 

n’impactent pas significativement les propriétés photophysiques de l’azaBODIPY, qui restent alors 

excellentes. 

 

Dans le cadre des travaux de thèse du Dr Pliquett, un azaBODIPY mono-acide a été développé, 

permettant l’introduction d’un vecteur d’une part et d’un groupement ammonium 

hydrosolubilisant d’autre part (Figure 42). 

 
Figure 42. Stratégie de synthèse de la plateforme azaBODIPY utilisée lors des travaux de thèse du Dr Pliquett et 

stratégie de synthèse choisie pour nos travaux sur le développement d’une sonde bimodale vectorisable. 

L’intérêt de l’utilisation des azaBODIPYs pour une utilisation en tant que sonde bimodale réside 

dans leur stabilité et leur émission dans le proche infrarouge. De plus, la plateforme azaBODIPY 

développée par notre laboratoire, nommée WazaBY (pour Water-soluble azaBODIPY), présente 

une hydrosolubilité accrue et une propension à l’agrégation en milieux aqueux non détectable aux 

concentrations utilisées, facilitant son utilisation in vivo. C’est donc en se basant sur les études 

réalisées sur cette plateforme que nous avons décidé de synthétiser le premier azaBODIPY 

bimodal optique/radioisotopique. 

 

Notre stratégie de synthèse a consisté en l’introduction sur la plateforme azaBODIPY bis-acide des 

deux groupements d’intérêt. Les sites acides fonctionnalisables de la plateforme azaBODIPY 

permettent l’introduction de divers groupements par couplage. En ce qui concerne le choix de 

l’agent chélatant pour l’introduction du radioélément, nous nous sommes focalisés sur le DOTA et 

le NODAGA. Ces deux macrocycles permettant de chélater différents radioéléments et en 

particulier l’indium-111 (DOTA) pour la TEMP et le gallium-68 (NODAGA) pour la TEP.210 Pour la 

vectorisation de la sonde, l’objectif est d’introduire, sur la seconde position acide, un espaceur 

permettant l’addition d’une fonction de greffage en son extrémité. Par la suite, la sonde bimodale 

vectorisable sera greffée sur un vecteur type anticorps, puis radiomarquée (Figure 43). 
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Les macrocycles ont été fournis par l’entreprise CheMatech. 

 
Figure 43. Stratégie de synthèse de la sonde azaBODIPY bimodale optique/radioisotopique vectorisée. 

 Choix du vecteur et de la cible 

L’utilisation d’un anticorps comme vecteur est un choix permettant d’avoir une haute spécificité 

pour la cible visée, mais également une excellente affinité. La stratégie de bioconjugaison a été 

inspirée des travaux réalisés au laboratoire par le Dr Pliquett, décrivant l’introduction d’un 

anticorps anti-PD-L1 sur un azaBODIPY présentant un diéthyle squarate comme fonction de 

greffage.60 Une bioconjugaison aléatoire est envisagée. L’intérêt de ce type de bioconjugaison est 

la simplicité de mise en œuvre. Une limitation majeure est que cette technique mène à l’obtention 

d’un échantillon hétérogène non reproductible d’un lot à l’autre, pour lequel la position et nombre 

des sondes sur l’anticorps est variable. 

 

Afin d’apporter une preuve de concept, nous avons décidé de bioconjuguer la sonde bimodale sur 

un autre anticorps, à savoir le trastuzumab, anticorps de référence peu onéreux et connu de notre 

laboratoire, qui présente une bonne affinité pour son récepteur. 

 Synthèse de la plateforme azaBODIPY bis-acide 

La première étape de cette synthèse est la formation de l’azaBODIPY 4. Les conditions utilisées 

lors de cette synthèse en quatre étapes sont directement inspirées des travaux de Rogers et al. 

(pour la synthèse de l’azadipyrrométhène) et de Killoran et al. (pour la boration).127,211 L’intérêt de 

cette voie de synthèse est double : elle permet d’accéder à l’azaBODIPY 4 à l’échelle du gramme 

en une dizaine de jours et cela, en partant de réactifs commercialement disponibles et présentant 

des coûts raisonnables. Tout d’abord, une crotonisation en milieu basique permet d’obtenir la 

chalcone 1. Celle-ci est ensuite soumise à une addition de Michael permettant de former le 

composé 2, engagé sans purification dans la formation de l’azadipyrrométhène 3. À la suite de 

cette opération, la boration est réalisée en milieu basique, en présence d’un large excès de 
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précurseur boré. Le rendement global de cette synthèse est de 30 % et permet d’obtenir 

l’azaBODIPY 4 à l’échelle du gramme (Schéma 1). 

 
Schéma 1. Synthèse du précurseur azaBODIPY BF2 4. 

La substitution des fluors sur l’atome de bore de l’azaBODIPY 4 est réalisée par le biais d’un 

magnésien, permettant l’introduction de la N,N-diméthylpropargylamine (Schéma 2). Une 

purification sur colonne chromatographique permet d’obtenir le composé 5 avec un rendement 

de 58 %. L’addition de 2 équivalents d’acide 4-méthylbenzoïque sur 5 permet d’obtenir le 

bis-acide 6. Cependant, cette étape mène aussi à la formation de deux sous-produits : le dérivé 

mono-acide, en particulier pour des températures de réaction faibles (15 °C) et l’ester résultant 

d’une réaction secondaire dans le cas d’un chauffage au-delà de 40 °C. Les conditions permettant 

d’obtenir le bis-acide ont donc été optimisées au cours de ma thèse. Par réalisation de la réaction 

à 17 °C, en présence d’une base inorganique et d’un mélange THF/eau (7:2) permettant de 

solubiliser à la fois l’azaBODIPY 5 et le carbonate de sodium, il est alors possible d’obtenir le 

bis-acide 6. Le composé est ensuite précipité en milieu acide et centrifugé, permettant d’isoler le 

WazaBY 6 avec une pureté supérieure à 95 % (les impuretés étant principalement le produit issu 

de la réaction secondaire) et un rendement satisfaisant de 66 % pour un taux de conversion 

de 100 %. 

 
Schéma 2. Synthèse du WazaBY bis-acide 6. 
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 Stratégie de synthèse par réactions successives 

La première stratégie envisagée a été d’introduire les divers groupements de manière 

séquentielle, chaque introduction étant suivie d’une étape de purification. Cette voie de synthèse 

permet de contrôler précisément la pureté et la nature des composés obtenus après chaque 

étape. 

 

Tout d’abord, nous avons opté pour l’introduction de l’espaceur avant le macrocycle. L’idée était 

d’engager le macrocycle, composé onéreux, uniquement en dernière étape de synthèse. 

La première étape correspond à l’activation des positions acides de la plateforme azaBODIPY. Pour 

cela, deux agents de couplage ont été envisagés, à savoir le TSTU et le HBTU, couramment utilisés 

lors de réactions de couplage (Figure 44). La seconde étape est focalisée sur l’introduction de 

l’espaceur monoprotégé Boc-TOTA. 
 

 
Figure 44. Structures du TSTU, HBTU et Boc-TOTA. 

Une première purification permettrait d’isoler le composé présentant un seul groupement 

Boc-TOTA. Ensuite, le macrocycle protégé serait introduit, suivi directement par une déprotection 

acide du macrocycle et du Boc-TOTA. Après isolement et caractérisation de cet intermédiaire, 

l’introduction de la fonction de greffage sur le TOTA déprotégé permettrait alors d’obtenir la 

sonde bimodale prête à être bioconjuguée. Enfin, une dernière étape de bioconjugaison donnerait 

accès à la sonde pouvant être radiomarquée. 

 

Pour cette stratégie de synthèse, une attention toute particulière doit être portée à la première 

étape. En effet, il s’agit de dissymétriser la molécule en couplant le bras espaceur TOTA sur l’une 

des deux fonctions acide carboxylique seulement. 

 

Pour l’étape d’introduction du bras espaceur Boc-TOTA, l’activation des positions acides a été 

réalisée au préalable par l’un des deux agents de couplage envisagés dans cette synthèse, à savoir 

le HBTU et le TSTU (Schéma 3). 
 

 
Schéma 3. Introduction du Boc-TOTA sur le bis-acide par couplage peptidique. 
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La difficulté rencontrée lors de cette étape est qu’à température ambiante, en conditions 

stœchiométriques, aucun greffage du Boc-TOTA n’a pu être observé. Le suivi par RP-HPLC-MS 

(reverse phase, high-performance liquid chromatography, mass spectrometry) a montré que seul 

le réactif 6 était présent en solution et qu’aucune évolution n’était observée jusqu’à 2 h après 

l’ajout du Boc-TOTA (Tableau 5). L’addition de 0.5 équivalent supplémentaires de Boc-TOTA a 

alors conduit à la formation du bis-Boc-TOTA 8, ne permettant pas d’isoler le mono-Boc-TOTA 7. 

Nous avons également tenté de réaliser cette réaction à 0 °C afin de favoriser la formation du 

composé 7. Dans ce cas, après introduction de 1,2 équivalent de Boc-TOTA, une analyse 

RP-HPLC-MS a indiqué une faible conversion en 7 (rapport d’aires des composés 6/7 de 97/3 à 

260 nm). L’addition d’un excès (0,7 équivalent) de Boc-TOTA a alors mené à la formation d’un 

mélange de 7 et de 8 (rapport d’aires des composés 6/7/8 de 48/40/12 à 260 nm), de la même 

manière qu’à 25 °C. 

Tableau 5. Conditions réactionnelles testées pour le greffage du Boc-TOTA sur l'une des deux positions acide du 

composé 6. 

Boc-TOTA 
Agent de 

couplage 
Méthode 

Proportions en composés 

6/7/8 après 2 h 

(RP HPLC-MS) 

Proportions en composés 

6/7/8 après ajout de 

Boc-TOTA (RP HPLC-MS) 

1,1 eq. 
TSTU 

(1,1 eq.) 

Addition rapide du 

Boc-TOTA à 25 °C 
100/0/0 - 

1,2 eq. 
HBTU 

(1,2 eq.) 

Addition rapide du 

Boc-TOTA à 25 °C 
100/0/0 33/48/19 

1,2 eq. 
HBTU 

(1,2 eq.) 

Addition lente du 

Boc-TOTA à 0 °C 
97/3/0 48/40/12 

 

Plusieurs tentatives de purification de ces couplages n’ont pas permis d’isoler le mono-Boc-TOTA 

7, la migration des trois espèces étant similaire sur colonnes de silice ou d’alumine. L’addition 

supplémentaire de Boc-TOTA mène à la consommation du réactif 6 mais également à la 

conversion de mono-Boc-TOTA 7 en bis-Boc-TOTA 8. Nous n’avons ainsi pas pu pousser la réaction 

vers une consommation complète du réactif, car l’ajout de Boc-TOTA aurait alors entraîné une 

conversion de 7 en 8. 

 

C’est à la suite de ces tentatives infructueuses que nous avons décidé d’introduire le macrocycle 

au préalable sur le bis-acide. Une stratégie séquentielle aurait, de même que précédemment, pu 

être envisagée, mais nous avons décidé de nous tourner vers une stratégie « one-pot ». L’objectif 

étant alors d’introduire un macrocycle sur l’une des positions acides, directement suivi de 

l’introduction du Boc-TOTA sur la seconde position. 
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 Stratégie de synthèse « one-pot » 

L’intérêt de cette stratégie est que l’introduction du macrocycle et de l’espaceur Boc-TOTA suivi 

par la déprotection sont réalisées en une étape, limitant ainsi les purifications nécessaires et les 

éventuelles pertes de matière qui en résultent. 

 DOTA-azaBODIPY 

 Couplage du DOTA sur la plateforme azaBODIPY bis-acide 

La tentative d’introduction d’un Boc-TOTA sur la plateforme bis-acide 6 a révélé que le couplage 

sur l’un des deux groupements ester activé ne permet pas d’obtenir majoritairement le composé 

désiré, un mélange de mono-Boc-TOTA et de bis-Boc-TOTA étant obtenu lors de cette réaction. 

 

Afin de contourner ce problème, nous avons tenté la stratégie inverse 

ici, impliquant d’abord l’introduction du macrocycle, suivie par le 

greffage du Boc-TOTA.  Le macrocycle choisi a été le  

DO3AtBu-N-(2-aminoéthyl) éthanamide, dont les fonctions acide 

carboxylique sont protégées par des groupements tertio-butyles 

(Figure 45). 

 

Une première étape d’activation de l’acide est réalisée à l’aide de 

l’agent de couplage HBTU, à 17 °C, sous atmosphère d’argon (Schéma 4). 

 
Schéma 4. Couplage peptidique du macrocycle DO3AtBu-N-(2-aminoéthyl) éthanamide (étape 2) puis du 

Boc-TOTA (étape 3) et déprotection (étape 4). 

Cette activation est suivie, après 30 minutes d’agitation, par l’introduction d’une solution de 

1,1 équivalent de macrocycle DO3AtBu-N-(2-aminoéthyl) éthanamide dans le DMF. La réaction est 

contrôlée par RP-HPLC-MS. La formation de l’intermédiaire mono-macrocycle est ainsi notée dès 

60 minutes de réaction, qui coexiste alors avec le dérivé bis-macrocycle (Figure 46). Après 

90 minutes d’agitation à température ambiante, la solution de 1,1 équivalent de Boc-TOTA dans 

Figure 45. DO3AtBu-N-(2-

aminoéthyl)éthanamide. 
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le DMF est alors ajoutée. Une analyse RP-HPLC-MS réalisée à 90 minutes après ajout de la solution 

de Boc-TOTA révèle la coexistence de trois espèces, à savoir le bis-TOTA, le bis-macrocycle et 

également le composé ciblé. Plus aucune trace du dérivé mono-macrocycle/monoester activé 

n’étant décelée par RP-HPLC-MS, le brut réactionnel est évaporé. Le résidu est ensuite solubilisé 

dans l’acétonitrile, puis l’ajout d’une solution aqueuse de HCl 3 M permet, après 2 h sous agitation 

à 40 °C, de déprotéger à la fois les fonctions acide carboxyliques du macrocycle, mais également 

l’amine située sur le TOTA, comme en atteste la RP-HPLC-MS. Le composé ainsi obtenu étant 

soluble en milieu aqueux, une purification par HPLC semi-préparative a pu être réalisée, 

permettant d’isoler l’azaBODIPY 9 avec un rendement de 18 %. La reproductibilité de la méthode 

« one-pot » a été confirmée par la réalisation de plusieurs lots. La présence de contre-ions TFA 

(provenant de la purification par HPLC semi-préparative) est confirmée par RMN du fluor et leur 

nombre est évalué par chromatographie ionique à 3,5 contre-ions TFA par molécule. 

 
Figure 46. Suivi RP-HPLC-MS de la réaction « one-pot » par détection à 260 nm. 

Il est important de souligner l’intérêt de cette méthode, qui permet de réaliser en une seule étape 

le greffage de deux groupements de natures différentes à la plateforme azaBODIPY, leur 

déprotection, ainsi que la purification de la molécule obtenue. 

 

La purification de ce composé par HPLC semi-préparative permet d’isoler à la fois le composé 

d’intérêt 9 avec un rendement de 18 %, mais également l’un des sous-produits, à savoir le 

composé bis-macrocycle 10 avec un rendement similaire de 20 % (Figure 47). 
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Figure 47. Chromatogramme obtenu lors de la purification du composé 9 par HPLC semi-préparative. Les deux 

fractions récupérées sont identifiées par les zones colorées. La détection est réalisée à 220 nm. 

Le dérivé bis-macrocycle 10 ainsi isolé est un analogue du composé L4 (mentionné page 34) ayant 

démontré son efficacité potentielle en tant que sonde bimodale optique/IRM développée au 

laboratoire (Figure 48).110 Ainsi, ce composé peut également être utilisé en tant que sonde 

bimodale optique/IRM. Bien qu’il s’agisse d’un sous-produit, nous avons pu isoler 100 mg du 

composé 10. 

 
Figure 48. Sous-produit bis-DOTA 10 obtenu lors de la synthèse « one-pot » du composé 9 et sonde bimodale 

optique/IRM L4 développée par notre équipe et publiée en 2020.110 

Le sous-produit bis-TOTA n’a pas pu être isolé. Son temps de rétention étant situé entre ceux des 

composés 9 et 10, la fraction contenant le composé bis-TOTA était alors polluée par des traces des 

deux autres composés. 
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 Introduction de la fonction de greffage 

La seconde étape de la synthèse concerne l’introduction de la fonction de greffage. Nous avons 

choisi d’utiliser le diéthyle squarate, pour sa propension à former des liaisons stables avec les 

amines par la formation d’un amide (Figure 49). De plus, ce groupement est 

résistant aux acides et son utilisation au sein de notre laboratoire a pu 

montrer que, contrairement à d’autres fonctions de greffage telles que 

l’isothiocyanate bis-phényle, ce groupement n’affecte pas significativement 

l’hydrosolubilité du composé.212 

 

Pour cette étape, nous nous sommes inspirés des conditions décrites dans les travaux de thèse du 

Dr Pliquett (Schéma 5). L’introduction du diéthyle squarate est relativement aisée, la réaction se 

faisant en 30 minutes à 30 °C. À noter que quelques gouttes d’eau ont dû être ajoutées dans le 

milieu pour permettre une bonne solubilisation de l’azaBODIPY. De même que pour le composé 9, 

une purification par HPLC semi-préparative permet d’obtenir l’azaBODIPY 11 avec un rendement 

satisfaisant de 62 %. 

 
Schéma 5. Introduction de la fonction de greffage sur 9 pour obtenir le composé bioconjugable 11. 

 Caractérisation du composé 11 

Le MOMIP 11 a pu être caractérisé en RMN du proton et du carbone. Plusieurs signaux permettent 

de confirmer la nature du composé 11 (Figure 50). On observe tout d’abord une importante 

dissymétrisation des signaux tels que ceux des protons proches des amines quaternaires. En ce 

qui concerne les méthyles portés par ces amines, le pic correspondant est large, ce qui tend à aller 

dans le sens de la présence de deux signaux très proches. La présence des signaux caractéristiques 

de l’éthyle de l’acide squarique monoamide monoester porté par le TOTA montre également que 

l’introduction de la fonction de greffage a fonctionné. 

Figure 49. Structure 

du diéthyle squarate. 
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Figure 50. Spectre RMN du proton (CD3OD, 600 MHz) du composé 11 montrant la dissymétrisation des protons 

sur chaque bras porté par l’atome de bore. 

La nature du composé est également confirmée par masse exacte et une indication de sa pureté 

est donnée par RP-HPLC-MS (Figure 51). 

 
Figure 51. Chromatogramme RP-HPLC-MS du composé 11 après purification par HPLC semi-préparative 

(détection UV à 260 nm). 

Le composé a été analysé en chromatographie ionique et a révélé la présence de deux contre-ions 

TFA, provenant de la purification par HPLC semi-préparative. 
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 Test de métallation du composé 11 

Un test de métallation à l’aide d’indium non radioactif a été réalisé afin d’évaluer l’impact de 

l’introduction du métal dans le macrocycle sur les propriétés photophysiques (Schéma 6). 

Pour cela, 1,05 équivalent de chlorure d’indium(III) sont introduits en solution acide, le mélange 

étant tamponné par l’acétate d’ammonium pour atteindre un pH de 5,7, optimal pour la 

complexation. L’ajout du composé 11 à 37 °C mène à la chélation de l’indium. 

 
Schéma 6. Métallation du composé 11 par introduction d’indium(III) non radioactif. 

Le composé a pu être purifié via HPLC semi-préparative. Sa nature a pu être confirmée par masse 

exacte et RP-HPLC-MS et sa pureté est confirmée par RMN. 

 

Ce test montre que l’introduction du centre métallique n’est pas entravée par la présence proche 

du fluorophore et que le radiomarquage réalisé ultérieurement est réalisable. 

 NODAGA-azaBODIPY 

 Introduction du NODAGA sur la plateforme azaBODIPY bis-acide 

Nous avons également envisagé de faire la synthèse d’un second composé bimodal, comportant 

un macrocycle dérivé d’un NODAGA. Pour se faire, nous avons utilisé 

le NODAGA-NH2 (Figure 52). Nous nous sommes placés dans les 

mêmes conditions que celles utilisées pour la formation de 

l’azaBODIPY-DOTA 9 (Schéma 7). Pour le DOTA-NH2, un suivi 

RP-HPLC-MS avait permis de montrer la réalisation avec succès de 

chaque étape. L’introduction du macrocycle était alors faite en 

moins de 30 minutes. Cependant, dans le cas du NODAGA-NH2, on 

observe après 2,5 h de réaction la formation faible du 

mono-NODAGA, de bis-NODAGA ainsi que d’une autre espèce non 

identifiée. Une grande part de réactif de départ reste dans le brut réactionnel. Aucune évolution 

n’étant notée après une nuit, une tentative de purification par HPLC semi-préparative est réalisée, 

aboutissant à un mélange non séparable d’espèces de nature inconnue.  

Figure 52. Structure du 

NODAGA-NH2. 
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Schéma 7. Greffage du NODAGA-NH2 sur l'un des deux esters activés du composé 6. 

Une première hypothèse pouvant expliquer un tel résultat a été que la présence de fonctions acide 

carboxylique non protégées sur le macrocycle entraîne une inactivation de la DIPEA 

(7 équivalents). Un test impliquant un plus large excès de base, à savoir 15 équivalents, s’est 

cependant soldé par un constat similaire, moins de 30 % du réactif étant convertis après 6 heures 

à 17 °C. 

 

Une autre hypothèse pouvant être émise s’appuie sur des travaux similaires réalisés au sein de 

notre laboratoire et impliquant l’utilisation de groupements NODAGA. Nous pouvons supposer 

que la présence de charges (ammoniums quaternaires) gêne le greffage du macrocycle sur la 

position acide de la plateforme azaBODIPY 26. Ainsi, afin de contourner cette limitation, nous 

avons opté pour le greffage d’un espaceur, sur lequel serait ensuite introduit le macrocycle, 

permettant de l’éloigner des charges situées à proximité du cœur azaBODIPY. 

 Introduction du NODAGA sur le bis-TOTA 

Afin d’éloigner le macrocycle NODAGA des charges positives, nous avons opté pour l’introduction 

d’un espaceur TOTA entre la position acide de la plateforme azaBODIPY et le macrocycle. Pour se 

faire, l’azaBODIPY bis-TOTA 14 a donc été synthétisé, par couplage d’un Boc-TOTA sur chaque 

position ester activé puis déprotection (Schéma 8). Le composé 14 étant hydrosoluble, il a pu être 

purifié par HPLC semi-préparative, permettant de l’isoler avec un rendement de 37 %. 

 
Schéma 8. Greffage de deux Boc-TOTA sur le composé 6 et déprotection. 
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Le bis-TOTA-NH2 14 ainsi isolé, celui-ci a d’abord été mis à réagir avec le NODAGA ester activé en 

présence de base. Le couplage peptidique a alors été réalisé en moins de 2 h comme cela a pu être 

confirmé par RP-HPLC-MS. Cependant, et ce malgré l’excellente hydrosolubilité du composé 

mono-NODAGA obtenu, une tentative de purification par HPLC semi-préparative n’a pas permis 

d’isoler proprement le composé, un mélange d’espèces étant obtenu. Des traces du réactif 14 

ainsi que l’espèce bis-NODAGA n’ayant pas pu être éliminées du produit, nous avons donc décidé 

d’introduire directement le diéthyle squarate sur le brut réactionnel obtenu suite au greffage du 

macrocycle (Schéma 9). Après une purification par HPLC semi-préparative, le composé 

bioconjugable 15 est obtenu avec un rendement de 15 %, valeur qui reste satisfaisante étant 

donné que cette étape conduit à l’introduction de deux groupements différents menant à la 

dissymétrisation de la molécule. 

 
Schéma 9. Couplage peptidique du macrocycle et introduction du diéthyle squarate sur le composé 14. 

 Caractérisation du composé 15 

De la même façon que pour la caractérisation du DOTA-azaBODIPY 11, le composé 15 a pu être 

caractérisé en RMN, indiquant la dissymétrisation du composé lors de l’étape d’introduction du 

macrocycle et de la fonction de greffage (Figure 53). Contrairement au DOTA-azaBODIPY 11 qui 

ne présentait pas d’espaceur TOTA au niveau du macrocycle, la dissymétrisation des signaux des 

protons proches de l’ammonium quaternaire est moins marquée. En effet, la présence de deux 

groupements TOTA sur le NODAGA-azaBODIPY 15 implique que les protons proches de l’atome de 

bore sont moins impactés par la présence de deux groupements de nature différente. 
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Figure 53. Spectre RMN du proton (CD3OD, 600 MHz) du NODAGA-azaBODIPY 15 montrant la dissymétrisation 

des protons sur chaque bras porté par l’atome de bore. 

Nous soulignerons également la pureté excellente de 98 % indiquée par analyse RP-HPLC-MS 

(Figure 54). 

 
Figure 54. Chromatogramme RP-HPLC-MS de 15 après purification (détection UV à 260 nm). 

De même que pour la molécule 11, le composé 15 a été analysé en chromatographie ionique et 

présente deux contre-ions TFA, provenant de la purification par HPLC semi-préparative. 
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 Caractérisation photophysique 

La caractérisation photophysique ont été réalisée dans le DMSO et le PBS. 

 

Les propriétés photophysiques des composés 9, 11, 12, 14 et 15 sont données dans le DMSO 

(Tableau 6) et le PBS (Tableau 7) et sont comparées à celles du précurseur bis-acide 6. 

Tableau 6. Propriétés photophysiques du bis-acide 6 et des composés 9, 11, 12, 14 et 15 dans le DMSO à 25 °C. 

La référence utilisée pour le calcul des rendements quantiques est l’azaBODIPY 4 dans CHCl3.213 

Composé 
λmax,absorption 

(nm) 

ε 

(M-1.cm-1) 

λmax, emission 

(nm) 

Φ 

(-) 

Brillance 

(M-1.cm-1) 

6 694 60 000 727 0,32 19 200 

9 696 56 400 729 0,46 24 700 

11 696 66 200 733 0,43 28 700 

12 696 67 200 729 0,38 26 000 

14 697 75 400 727 0,32 23 800 

15 696 67 500 732 0,38 26 000 

Tableau 7. Propriétés photophysiques du bis-acide 6 et des composés 9, 11, 12, 14 et 15 dans le PBS à 25 °C. La 

référence utilisée pour le calcul des rendements quantiques est l’azaBODIPY 4 dans CHCl3.213 

Composé 
λmax,absorption 

(nm) 

ε 

(M-1.cm-1) 

λmax, emission 

(nm) 

Φ 

(-) 

Brillance 

(M-1.cm-1) 

6 692 34 200 713 - - 

9 689 35 300 721 0,14 4 900 

11 688 48 400 734 0,15 7 500 

12 683 45 500 718 0,10 4 500 

14 677 53 800 716 0,08 4 600 

15 685 40 500 720 0,11 4 600 

 

Dans le DMSO, les longueurs d’onde d’absorption des composés se situent autour de 696 nm, pour 

une émission maximale aux alentours de 730 nm. Dans le PBS, la totalité des composés absorbent 

entre 677 et 692 nm, pour une émission maximale entre 713 et 734 nm. Ainsi, la fonctionnalisation 

des positions acides du composé 6 ne semble pas impacter les maximums en longueur d’onde 

d’émission et d’absorption du fluorophore dans le DMSO, des écarts non significatifs de quelques 

nanomètres étant mesurés. Dans le PBS, ces écarts sont plus élevés, une différence de 20 nm étant 

mesurée entre le bis-acide 6 et le composé 11. 

 

Les rendements quantiques sont particulièrement satisfaisants pour une sonde émettant dans le 

NIR-I, que ce soit dans le DMSO (0,32 < φ < 0,46) ou dans le PBS (0,08 < φ < 0,15). On soulignera 

tout particulièrement l’augmentation du rendement quantique dans le DMSO entre le bis-acide 6 

et les autres composés (en particulier 9 et 11). Ce phénomène peut être associé à la présence de 

groupements acide carboxylique sur l’azaBODIPY 6, qui peuvent induire une désexcitation non 

radiative. 
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Il est à souligner que le coefficient d’absorption molaire du composé 14 est légèrement supérieur 

à ceux des autres composés, que ce soit dans le DMSO ou le PBS. 

 

En ce qui concerne le composé 12, l’introduction d’indium(III) au sein du macrocycle ne semble 

pas impacter les propriétés photophysiques en comparaison avec le DOTA-azaBODIPY 11. Ce 

résultat est en accord avec les études précédemment réalisées sur les systèmes MOMIPs 

développés au laboratoire.209 

 

Une comparaison des spectres d’absorption et d’émission dans le DMSO et le PBS est également 

donnée (Figure 55 & Figure 56). L’aspect des spectres n’est pas impacté par l’introduction de 

groupements sur les positions acides de 6 et les pics en absorption comme en émission restent 

fins. 

 

Enfin, les brillances sont comprises entre 19 000 et 29 000 M-1.cm-1 dans le DMSO et 4 000 à 

8 000 M-1.cm-1 dans le PBS. À titre de comparaison, le vert d’indocyanine, le fluorophore le plus 

couramment utilisé en clinique à ce jour, présente une brillance de 11 000 M-1.cm-1 dans le 

sérum.101 De même, le bleu de méthylène, autre fluorophore utilisé en clinique, présente une 

brillance de 3 000 M-1.cm-1 dans le sérum. On gardera en tête que ces comparaisons sont à titre 

purement informatives, les analyses n’étant pas réalisées dans les mêmes solvants (PBS et sérum). 

En effet, lors d’études précédemment menées au sein de notre laboratoire, nous avons pu voir 

que dans le cas d’autres WazaBYs, la brillance était plus élevée dans le sérum que dans le PBS. 

 
Figure 55. Spectres d’absorption et d’émission des composés 6, 9, 11, 12, 14 et 15 dans le DMSO à 25 °C. Les 

composés ont été excités à 620 nm. 
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Figure 56. Spectres d’absorption et d’émission des composés 6, 9, 11, 12, 14 et 15 dans le PBS à 25 °C. Les 

composés ont été excités à 620 nm.  
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 Bioconjugaison du DOTA-azaBODIPY sur l’anticorps 

Dans le cadre de ce projet, nous avons décidé de nous focaliser dans un premier temps sur une 

étude d’imagerie complète du DOTA-azaBODIPY 11. C’est pourquoi dans la suite de ce chapitre 

nous nous concentrerons tout particulièrement sur la bioconjugaison et les études in vitro et 

in vivo de ce composé. 

 Bioconjugaison sur l’anticorps trastuzumab 

Comme précisé en début de chapitre, nous avons décidé de réaliser la preuve de concept de cette 

sonde vectorisée par le trastuzumab. Les expériences in vitro et in vivo présentées dans la suite 

concerneront donc l’étude de la sonde 11 bioconjuguée au trastuzumab. 

 

La bioconjugaison ainsi que les tests biologiques ont été réalisés au laboratoire par Malorie Privat, 

également en thèse au sein de l’ICMUB et du LIIC (Laboratoire Immunologie et Immunothérapie 

des Cancers). 

 

Une bioconjugaison aléatoire visant les lysines de l’anticorps a été réalisée en milieu tamponné à 

pH 8,9 et à 37 °C (Schéma 10). La purification est réalisée par FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography) et permet d’obtenir le composé 16 avec un rendement de 78 %. À plus grande 

échelle, une dizaine de milligrammes ont ainsi été obtenus en un seul lot, permettant de réaliser 

la totalité des tests in vivo et in vitro présentés dans la suite. 

 
Schéma 10. Bioconjugaison de la sonde 11 sur le trastuzumab. 

Dans la suite, par souci de clarté, on désignera la sonde vectorisée par le trastuzumab 16 par le 

nom DOTA-azaBODIPY-trastuzumab. De même, la molécule 11, non vectorisée, sera quant à elle 

dénommée DOTA-azaBODIPY. 

 Détermination du DOL 

Comme cela a été précisé en introduction, le DOL (degree of labelling), qui traduit le nombre de 

sondes greffées par anticorps, est un élément important à prendre en compte lors de la 

bioconjugaison. Dans le cas d’un DOL faible, ce qui se traduit par un faible nombre de sondes par 
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anticorps, le signal fluorescent est peu perceptible. Au contraire, un DOL trop élevé, avec 

beaucoup de sondes par anticorps, peut induire une diminution de l’affinité de l’anticorps pour sa 

cible. 

 

Ainsi, dans notre cas, la bioconjugaison a été optimisée afin d’atteindre un DOL de 1,4, obtenu 

dans des conditions impliquant 3 équivalents de composé par équivalent d’anticorps. Cette valeur 

est répétable et a été calculée par mesure de l’absorbance à 280 nm. Une analyse de masse 

MALDI-TOF confirme ce résultat par utilisation de la loi de Poisson (Figure 57). 

 
Figure 57. Analyse du degré de bioconjugaison de la molécule sur le trastuzumab. A : Répartition du nombre de 

molécules par anticorps. B : Détermination du DOL par MALDI-TOF (loi de Poisson). 

 Bioconjugaison sur l’anticorps rituximab 

À l’inverse du trastuzumab, le rituximab est un anticorps ne ciblant pas les récepteurs HER2. Nous 

avons décidé de bioconjuguer notre molécule à cet anticorps afin de produire un contrôle négatif 

qui nous permettrait alors de montrer l’impact de l’utilisation d’un anticorps spécifique des 

récepteurs HER2 par rapport à un anticorps non spécifique des récepteurs HER2. 

 

Les conditions de bioconjugaison sont les mêmes que pour la bioconjugaison sur le trastuzumab 

(milieu tamponné à pH 8,9 à 37 °C). Le DOL obtenu à la suite de la bioconjugaison a été évalué de 

la même manière que pour le trastuzumab. Un DOL de 1,4 est obtenu, identique à celui pour la 

bioconjugaison sur le trastuzumab. Ce contrôle négatif sera dans la suite de ce manuscrit désigné 

DOTA-azaBODIPY-rituximab. 
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 Tests in vitro 

Avant de tester la sonde bimodale in vivo, nous avons réalisé plusieurs tests in vitro afin de 

déterminer l’affinité, la toxicité et la stabilité de la sonde DOTA-azaBODIPY-trastuzumab. 

 Test d’affinité pour le récepteur HER2 

Afin de contrôler l’impact de l’introduction de l’azaBODIPY sur l’anticorps trastuzumab, un test 

d’affinité par cytométrie de flux a été réalisé. La cytométrie de flux est une technique permettant 

de caractériser et de compter des cellules défilant devant un faisceau laser. Dans notre cas, cette 

analyse évalue l’efficacité du marquage sur les cellules, par étude de l’intensité de fluorescence 

sur un nombre connu et identique de cellules pour chaque mesure. Le marquage des cellules est 

réalisé par incubation de 30 minutes à 4 °C de cellules HCC1954 en présence de 1 µg de 

DOTA-azaBODIPY-trastuzumab (Figure 58). Les cellules sont ensuite lavées pour retirer toute 

trace de sonde en excès. L’échantillon est ensuite analysé. 

 
Figure 58. Principe de marquage des cellules avant analyse en cytométrie de flux. 

Le principe de l’analyse est donné ci-contre (Figure 59).214 L’échantillon de cellules ayant été 

marquées est injecté dans une buse dans laquelle un flux de liquide focalise les cellules permettant 

de les arranger en une file unique. Chaque cellule passe individuellement devant un laser et la 

lumière en sortie est alors détectée. Dans le cas 

de cellules non marquées, seule la lumière 

diffusée est recueillie et permet de déterminer la 

taille et la granulométrie des cellules. En 

revanche, dans le cas de cellules marquées, un 

signal de fluorescence est également recueilli par 

le détecteur. Lors de cette analyse, les cellules 

sont comptées, ce qui permet alors de déterminer 

la proportion de cellules effectivement marquées. 

 

Pour cette étude, nous avons utilisé des cellules 

HCC1954, qui surexpriment le récepteur HER2. 

 

Le test réalisé pour ce projet a pour but de 

montrer la spécificité du DOTA-azaBODIPY-

trastuzumab pour les cellules surexprimant HER2. 

Ainsi, trois tests ont été menés. D’une part la cytométrie de flux sur cellules HCC1954 n’ayant été 

soumises à aucun marquage a été réalisée. Cela nous a permis d’établir le niveau de fluorescence 

Figure 59. Principe d'une analyse par cytométrie de 

flux pour l'étude de marquage de cellules. Inspiré des 

travaux de thèse de Zhong.214 
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de base des cellules. Ensuite, la fluorescence de cellules marquées par la sonde bimodale 

spécifique de HER2 a été évaluée, nous permettant d’évaluer l’efficacité du marquage de la sonde 

bimodale sur les cellules. Enfin, un contrôle négatif a été réalisé par l’analyse de cellules marquées 

par la sonde DOTA-azaBODIPY-rituximab, non spécifique de HER2. Pour chacun de ces tests, le 

nombre de cellules testées est identique, à savoir 5.105 cellules. Les résultats de ces analyses se 

présentent sous la forme d’un graphe pour lequel l’abscisse témoigne de l’intensité de 

fluorescence du groupe de cellules analysé (Figure 60). 

 
Figure 60. Cytométrie de flux (725/25 nm) sur cellules HCC1954 non marquées (rouge), marquées par la sonde 

DOTA-azaBODIPY-rituximab non spécifique de HER2 (bleu), marquées par la sonde DOTA-azaBODIPY-

trastuzumab spécifique de HER2 (orange). 

L’aire sous le graphe rouge correspond à la fluorescence basale des cellules HCC1954. Dans le cas 

d’une incubation préalable des cellules en présence de sonde DOTA-azaBODIPY-rituximab, 

l’intensité de fluorescence qui en résulte est sensiblement identique (aire bleue). En revanche, 

lors du marquage des cellules par la sonde DOTA-azaBODIPY-trastuzumab (aire orange), une forte 

hausse de l’intensité de fluorescence est observée. Ceci confirme bien que le trastuzumab marqué 

par le DOTA-azaBODIPY avec un DOL de 1,4 est toujours affin pour les récepteurs HER2. 

 

Ces résultats sont confirmés par un test par interférométrie des biocouches (biolayer 

interferometry). Pour ce test, un biocapteur à l’extrémité d’une fibre optique, sur lequel est 

immobilisée la protéine HER2, est plongé dans une solution d’anticorps (Figure 61). Une lumière 

est alors envoyée sur le capteur et est en partie réfléchie au niveau de la couche située à son 

extrémité. La longueur d’onde de la lumière réfléchie est dépendante de l’épaisseur située au bout 

du biocapteur. Par calculs informatiques, il est alors possible de déduire directement de la 

longueur d’onde mesurée, l’épaisseur de la couche à étudier. Dans notre cas, la mesure est 

effectuée en deux étapes. Une première phase d’association met en contact le bout du biocapteur 

(porteur de protéines HER2) avec une solution d’anticorps. Certains anticorps se fixent alors 

spécifiquement, d’autres étant seulement « piégés » au sein de la couche de protéines. Une étape 

de lavage, nommée dissociation, permet de décrocher toute molécule ou anticorps non 

spécifiquement greffé. L’intérêt de cette analyse est qu’elle permet d’observer en temps réel le 

couplage des anticorps aux récepteurs. 
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Figure 61. Principe d'une analyse d'interférométrie pour l'étude du greffage d'anticorps aux récepteurs HER2. 

Dans notre cas, cette étude a permis de comparer l’efficacité de greffage de plusieurs anticorps. 

Afin de déterminer l’affinité de l’anticorps trastuzumab seul, un test a été réalisé sur l’anticorps 

non greffé à la sonde. Un second test, impliquant la sonde DOTA-azaBODIPY-trastuzumab, 

permet de déterminer l’impact de la présence du DOTA-azaBODIPY sur l’efficacité de greffage de 

l’anticorps à son récepteur. Un test négatif impliquant l’anticorps rituximab a également été 

réalisé. Enfin, une étude d’interférométrie a été réalisée sur le DOTA-azaBODIPY non vectorisé. 

L’efficacité de greffage est exprimée en nanomètres, traduisant l’épaisseur de la biocouche. Une 

épaisseur de biocouche supérieure à 1 nm témoigne d’un greffage efficace. 

 

On note tout d’abord que le rituximab n’est pas affin pour HER2, le couplage anticorps/récepteur 

étant très faible (Figure 62 – courbe jaune). Le DOTA-azaBODIPY non vectorisé semble s’accrocher 

de manière non spécifique, ce qui est confirmé par le décrochage très net dès le premier lavage 

au PBS (courbe grise). Enfin, on remarque que l’affinité pour le trastuzumab seul et pour la sonde 

DOTA-azaBODIPY-trastuzumab sont très proches (courbes orange et bleue), ce qui souligne que 

le trastuzumab marqué par le DOTA-azaBODIPY avec un DOL de 1,4 impacte pas significativement 

son affinité pour le récepteur HER2. 

 
Figure 62. Résultats du test par interférométrie des biocouches sur le récepteur HER2. 
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 Toxicité sur cellules 

La toxicité de la sonde DOTA-azaBODIPY-trastuzumab sur cellules a été déterminée. Pour ce faire, 

nous avons incubé d’une part la sonde vectorisée par le trastuzumab et d’autre part la sonde sans 

vecteur en présence de cellules HepG2 (cellules hépatiques cancéreuses humaines) durant 48 h 

(Figure 63). Ces cellules ont été choisies car elles sont HER2 négatives et sont donc ici un modèle 

pour montrer l’impact de la sonde lorsque celle-ci ne s’accroche pas spécifiquement aux cellules. 

La viabilité des cellules a ensuite été évaluée par test MTS. 

 
Figure 63. Évaluation de la toxicité de la sonde DOTA-azaBODIPY-trastuzumab (gauche) et de la molécule 

DOTA-azaBODIPY (droite) sur cellules HepG2. 

La sonde vectorisée par le trastuzumab présente une toxicité comparable à celle de la sonde seule. 

Ces résultats sont cohérents, le test ayant été réalisé sur cellules HepG2 (n’exprimant pas HER2), 

sur lesquelles la sonde vectorisée ne peut pas être conjuguée spécifiquement. Ainsi, aucune 

toxicité significative n’a été observée pour la sonde DOTA-azaBODIPY-trastuzumab jusqu’à 

5,3 µM et jusqu’à 3,3 µM pour le DOTA-azaBODIPY. 

 Stabilité de la sonde vectorisée dans le sérum 

Cette sonde est destinée à être utilisée en imagerie TEMP. Ce type d’analyse pouvant être réalisé 

sur des périodes longues de plusieurs jours, il est nécessaire que l’intégrité de la sonde soit assurée 

sur ce laps de temps. Afin de vérifier cela, la stabilité du vecteur marqué par la sonde a été évaluée 

sur gel d’électrophorèse à 0 h, 24 h et 48 h après incubation dans du sérum humain. Deux tests 

ont été réalisés avec d’une part l’anticorps complet et d’autre part l’anticorps dénaturé, dont les 

chaînes lourdes sont séparées des chaînes légères par rupture des ponts disulfures (Figure 64). 
 

 
Figure 64. Électrophorèse des anticorps natifs ou dénaturés après incubation dans du sérum murin à 37 °C 

pendant 0 h, 24 h, 48 h. 

Aucune dégradation n’est observée après 48 h. On note également que la bioconjugaison de la 

sonde a lieu aussi bien sur les chaînes lourdes que sur les chaînes légères. 
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 Tests in vivo 

 Radiométallation 

Le radiomarquage a été réalisé la veille de l’injection à l’aide d’indium-111, isotope radioactif de 

temps de demi-vie de 2,8 jours. L’incorporation de [111In]InCl3 au sein du composé 

DOTA-azaBODIPY-trastuzumab a été réalisée dans des conditions similaires au test réalisé à l’aide 

d’indium non radioactif (voir partie 3.5.1.4). Après 16 h d’incubation à 37 °C, le composé 

radiomarqué est purifié, avec un rendement de radiomarquage de 88 %. Cette valeur est 

suffisante pour pouvoir réaliser une imagerie TEMP/TDM tout en injectant une quantité 

raisonnable de bioconjugué aux souris. 

 

Dans la suite de ce manuscrit, nous identifierons le composé 17 radiomarqué et vectorisé par le 

trastuzumab par le nom de [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab (Figure 65). 

 
Figure 65. Structure de la sonde bimodale vectorisée [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab. 

 Préparation des souris 

Des cellules tumorales humaines mammaires HCC1954, HER2 positives, ont été greffées en 

sous-cutané sur le flanc de souris BALB/c nude âgées de six semaines. L’imagerie a été réalisée 

après trois semaines, moment auquel le volume des tumeurs a été jugé suffisant. L’injection de la 

sonde est réalisée de manière intraveineuse. 

 Imagerie bimodale 

 Première expérience 

Une première expérience d’imagerie bimodale a été réalisée par l’injection de 25 µg de 

[111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab sur souris BALB/c nude. Nous présentons ici le résultat 

obtenu pour une souris. L’imagerie a été réalisée à 24, 48 et 72 h après l’injection. 
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La spécificité de la sonde pour la tumeur a été testée par mise en compétition avec du trastuzumab 

non marqué. Dans ce cas, lors de l’injection de la sonde [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab, 

un excès de 100 équivalents d’anticorps non marqué est co-injecté. Dans la suite, nous 

désignerons ce test par le terme « déplacement ». 

 

L’imagerie TEMP/TDM montre un signal intense provenant de la tumeur, indiquant la réussite du 

ciblage (Figure 66). Dans le cas de l’expérience de déplacement, un faible signal provenant de la 

tumeur est observé. Un signal intense provenant du foie est également observé, fait cohérent avec 

le mode de vectorisation de la sonde choisie, cet organe étant la voie d’excrétion principale des 

anticorps. On remarque également une accumulation non spécifique dans la rate. Ces résultats 

sont confirmés par l’étude ex vivo, dévoilant un signal 1,5 fois plus élevé à 72 h qu’à 24 h. 

 
Figure 66. Imageries TEMP/TDM obtenues 24 h, 48 h et 72 h après l’injection intraveineuse de 25 µg de 

[111In]In DOTA-azaBODIPY-trastuzumab sur souris BALB/c nude porteuse d’une tumeur (identifiée en pointillées 

blanc) sous-cutanée de cellules HCC1954 HER2+. La rate est identifiée par les pointillées rouge. A : Coupe dorsale 

après l’injection de la sonde bimodale vectorisée par le trastuzumab. B : Coupe dorsale après l’injection de la 

sonde bimodale vectorisée par le trastuzumab avec déplacement. C : Évolution de l’intensité de signal provenant 

de la tumeur au cours du temps en présence ou non de trastuzumab non marqué (déplacement). 

Une étude ex vivo réalisée 72 h après l’injection intraveineuse de [111In]In-DOTA-azaBODIPY-

trastuzumab a également permis de montrer la bonne affinité de la sonde pour la tumeur 

(Figure 67). En effet, on remarque que la sonde s’accumule principalement dans la tumeur, la rate 

et le foie. Le signal obtenu dans la tumeur est alors deux fois supérieur à celui provenant du foie 

et 1,4 fois supérieur à celui obtenu dans la rate. Les autres organes ne présentent que très peu de 

signal. Aucun signal n’est recueilli dans les muscles, ce qui peut permettre dans le cas d’une 
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chirurgie assistée par fluorescence de délimiter au mieux les tissus tumoraux. Les résultats 

obtenus dans le cas d’une expérience de déplacement sont également donnés. On remarque un 

signal 4,5 fois plus faible dans le cas du déplacement en ce qui concerne le signal provenant de la 

tumeur, ce qui confirme que la sonde bimodale est bien spécifique des récepteurs HER2. Une 

accumulation non spécifique de la sonde a alors lieu principalement dans la rate, qui présente un 

signal 1,4 fois plus élevé que dans le cas de l’expérience sans déplacement. Les signaux provenant 

des autres organes ne sont pas impactés par l’expérience de déplacement. 

 
Figure 67. Étude TEMP ex vivo à 72 h après l’injection intraveineuse de 25 µg de [111In]In-DOTA-azaBODIPY-

trastuzumab sur souris BALB/c nude porteuse d’une tumeur sous-cutanée de cellules HCC1954 HER2+. L’étude 

de déplacement est réalisée dans les mêmes conditions. 

En revanche, en ce qui concerne l’imagerie optique, les résultats ont indiqué que la quantité de 

sonde utilisée était trop faible pour recueillir un signal satisfaisant (Figure 68). Des intensités de 

signaux équivalents étaient recueillis dans les reins, les poumons et la tumeur. 

 
Figure 68. Étude en imagerie optique ex vivo à 72 h après l’injection intraveineuse de 25 µg de [111In]In-DOTA-

azaBODIPY-trastuzumab sur souris BALB/c nude porteuse d’une tumeur sous-cutanée de cellules HCC1954 

HER2+. L’étude de déplacement est réalisée dans les mêmes conditions. 

Suite aux résultats obtenus en imagerie optique, nous avons décidé de réaliser l’imagerie avec des 

quantités en sonde [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab plus élevées, afin de permettre 

d’observer à la fois un signal TEMP et un signal en imagerie optique satisfaisants. 
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 Seconde expérience à des concentrations supérieures 

Pour cette seconde étude, des quantités supérieures en sonde ont été injectées à chaque souris, 

à savoir 50, 75 ou 100 µg. Aucun signe de toxicité n’a été décelé pour ces concentrations chez les 

souris. L’imagerie a été réalisée à 24, 48 et 72 h. Pour les trois concentrations en [111In]In-DOTA-

azaBODIPY-trastuzumab, un signal satisfaisant a pu être récupéré pour les deux imageries. Les 

résultats présentés dans la suite correspondent à une quantité injectée de 100 µg. 

 

Imagerie TEMP/TDM 

De même que pour le test à 25 µg, les images obtenues en TEMP permettent d’identifier avec 

précision la position de la tumeur (Figure 69). Une accumulation non spécifique au niveau du foie 

est à signaler. 

 
Figure 69. Imageries TEMP/TDM en coupe dorsale obtenues 72 h après l’injection intraveineuse de 100 µg de 

[111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab sur souris BALB/c nude porteuse d’une tumeur (identifiée en pointillées 

blanc) sous-cutanée de cellules HCC1954 HER2+. 

Imagerie optique 

Une accumulation spécifique dans la tumeur xénogreffée est clairement visible 72 h après 

l’injection intraveineuse de [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab (Figure 70). On note 

également qu’en présence de trastuzumab libre (déplacement), une perte de signal importante 

est observée. 

 
Figure 70. Imagerie optique (Ex 690 nm/Em 710 nm) de souris BALB/c nude porteuses d'une tumeur sous-

cutanée de cellules HCC1954 HER2+, 72 h après l’injection intraveineuse de 100 µg de [111In]In-DOTA-

azaBODIPY-trastuzumab (gauche) ou d’un mélange de [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab et d’anticorps 

non marqué en ratio 1:50 (droite). Les tumeurs sont identifiées par les pointillés rouges. 
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Après euthanasie des souris à la suite de l’imagerie in vivo, les organes sont isolés et imagés 

séparément (Figure 71). On note que lors de l’injection de [111In]In-DOTA-azaBODIPY-

trastuzumab, une nette accumulation spécifique a lieu dans la tumeur, comme cela avait été 

observé sur les images optiques in vivo. Une accumulation non spécifique est observée dans le 

foie. Lorsque les récepteurs HER2 sont saturés par la présence de trastuzumab non conjugué, le 

marquage de la tumeur est nettement moins important. Le foie présente alors une accumulation 

accrue. Ces résultats montrent la spécificité du bioconjugué pour HER2 et l’intérêt de l’utiliser 

dans le cas de cancers surexprimant HER2. 

 
Figure 71. Imagerie optique ex vivo des organes (triplicats) pour [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab (A) et 

pour [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab en présence d’anticorps non marqué en ratio 1:50 (B). Les tumeurs 

sont identifiées par les pointillés blancs. C : Comparaison du signal moyen reçu dans la tumeur en présence ou 

non d’anticorps non marqué. D : Comparaison du signal moyen reçu dans le foie en présence ou non d’anticorps 

non marqué. 
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 Application en chirurgie assistée par fluorescence (FGS) 

Comme cela a pu être abordé précédemment, l’un des objectifs d’une sonde bimodale 

optique/radioisotopique est de réaliser en amont le diagnostic via imagerie TEP ou TEMP afin de 

déterminer précisément l’emplacement de la tumeur. Par la suite, la chirurgie peut alors avoir lieu 

en bénéficiant de l’assistance de l’imagerie optique proche infrarouge. 

 

Afin de valider le rôle potentiel en tant que sonde bimodale pour l’imagerie et la chirurgie, nous 

avons également évalué l’efficacité de cette sonde en chirurgie. Pour cela, un appareil portatif 

dédié à la chirurgie clinique assistée par fluorescence nous a été prêté par la société Kaer Labs. 

Pour la réalisation de cette expérience, l’installation présentait un filtre KIS 700 High pass 

(Ex 640 nm/Em > 665 nm). Six souris présentant des tumeurs sous-cutanées ont été opérées sous 

cette lampe après euthanasie. Trois de ces souris ont été injectées avec 75 µg de [111In]In-DOTA-

azaBODIPY-trastuzumab chacune, l’autre moitié ayant été injectée avec 100 µg du même 

composé chacune (Figure 72). Afin de minimiser les signaux parasites pouvant provenir de restes 

de nourriture fluorescents présents dans les intestins, certaines des souris testées en FGS ont été 

opérées à jeun. 

 
Figure 72. Imagerie optique (Ex 690 nm/Em 710 nm) de souris BALB/c nude porteuses d'une tumeur 

sous-cutanée de cellules HCC1954 HER2+, 24, 48 et 72 h après l’injection intraveineuse de 75 µg ou de 100 µg de 

[111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab. 72 h après l’injection, la tumeur a été retirée en FGS. Les images ex vivo 

font suite à la FGS. Les tumeurs sont identifiées par les pointillés blancs. Les souris identifiées par les ronds vert 

et violet ont été opérées à jeun. La souris identifiée par un rond vert est celle montrée dans la suite de ce 

manuscrit. 

Pour les six souris, la FGS s’est déroulée normalement et a permis l’ablation de la tumeur dans 

tous les cas. Une expérience représentative est donnée ci-après (Figure 73). Pour cette souris, 

75 µg de [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab ont été injectés de manière intraveineuse 72 h 

avant l’opération. Cette souris avait également été mise à jeûner quelques heures avant 

l’opération.



 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 73. Chirurgie assistée par fluorescence sur souris BALB/c nude porteuse d’une tumeur sous-cutanée de cellules HCC1954 HER2+, 72 h après l’injection intraveineuse 

de 75 µg de [111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab. (A) : avant le début de l’opération, (B) : extraction de la tumeur, (C) : découverte et ablation d’une seconde tumeur, 

(D) : fin de l’opération. 
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Nous noterons tout d’abord le signal très intense dans la tumeur lors du retrait de celle-ci (alors 

placée directement sous la lampe) par rapport aux tissus sains aux alentours. Cette caractéristique 

de la sonde permet d’apporter un très net contraste entre les tissus sains et cancéreux, apportant 

alors au chirurgien une aide précieuse dans la détermination des marges opératoires à appliquer. 

 

Un signal fluorescent parasite provenant de l’abdomen de la souris est à signaler. Bien que celle-ci 

était à jeun, cette fluorescence est probablement due à la présence de résidus de nourriture 

(légèrement fluorescente aux longueurs d’ondes utilisées pour l’étude) dans les intestins. 

 

Lors de l’opération, la tumeur a pu être retirée avec succès. De plus, grâce à l’imagerie optique, 

une seconde tumeur, jusque-là invisible, a pu être détectée et retirée. La force d’une technique 

opératoire telle que la chirurgie assistée par fluorescence est soulignée par l’exemple de cette 

opération, qui montre qu’un morceau de tumeur qui aurait pu être invisible en chirurgie classique 

a pu être retiré aisément. 
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Dans le cadre de cette thèse, nous avons voulu démontrer l’atout majeur que peuvent représenter 

les azaBODIPYs pour le développement de nouvelles sondes bimodales. Notre intérêt s’est porté 

plus particulièrement sur l’étude d’une sonde permettant à la fois un diagnostic préopératoire par 

imagerie radioisotopique, menant ensuite à une assistance au chirurgien par fluorescence au bloc 

opératoire. Au cours de ce projet, deux potentielles sondes bimodales vectorisées sur la base 

d’une plateforme azaBODIPY ont été synthétisées : l’une présentant un dérivé DOTA, la seconde 

un dérivé NODAGA. Une méthodologie « one-pot » efficace a pu être mise en place pour la 

synthèse de ces deux composés et a permis d’obtenir en deux étapes les composés bioconjugables 

à partir d’un dérivé d’azaBODIPY dont la synthèse est possible à l’échelle du gramme en une 

dizaine de jours. De plus, ces composés se sont révélés particulièrement stables dans le temps 

(aucune évolution chimique n’a pu être observée après deux ans à -20 °C ou même après une 

semaine à 20 °C en solution) et hydrosolubles. Un point particulièrement important de cette étude 

est que la fonctionnalisation de la plateforme azaBODIPY n’impacte pas ses propriétés 

photophysiques particulièrement intéressantes pour une sonde émettant dans le NIR-I. 

 

Notre attention s’est focalisée initialement sur le DOTA-azaBODIPY 11 pour une utilisation 

bimodale optique/TEMP après radiométallation à l’indium-111. Ce composé a été vectorisé par 

bioconjugaison aléatoire sur un anticorps spécifique de HER2, permettant de faire la preuve de 

concept par la réalisation d’une étude biologique complète. Les premiers tests in vitro ont montré 

un excellent comportement du bioconjugué. Aucune perte d’affinité significative pour le 

récepteur HER2 n’est à déplorer et le bioconjugué reste stable après 48 h dans le sérum. À la suite 

de ces tests, nous avons pu radiométaller le composé à l’aide d’indium-111, ce qui nous a conduit 

à la réalisation d’une étude d’imagerie in vivo. Nous avons pu observer une excellente 

correspondance entre le signal optique et la TEMP, mais également une bonne spécificité de la 

sonde pour la tumeur, mise en valeur par un test de déplacement. De plus, aucun signe de toxicité 

n’est décelé in vivo et les souris semblent bien supporter l’imagerie, même après 72 h. 

 

Toute l’efficacité de cette nouvelle sonde bioconjuguée a été mise en valeur par le succès de la 

chirurgie assistée par fluorescence sur souris. Cette opération a permis l’ablation de la tumeur 

dont les contours précis sont soulignés par la fluorescence de la sonde. 

 

La suite de ces travaux concerne tout d’abord l’étude de l’impact de la bioconjugaison en site 

specific en comparaison avec la conjugaison aléatoire. Par la suite, notre équipe prévoit de 

changer le vecteur utilisé par la sonde bimodale, l’objectif étant d’utiliser un anticorps anti-PD-L1. 

 

En ce qui concerne la sonde bimodale potentielle pour une imagerie optique/TEP développée dans 

ce projet, à savoir le NODAGA-azaBODIPY 15, une étude biologique est également prévue. 

L’objectif final étant de démontrer que notre plateforme azaBODIPY multimodale peut être 

potentiellement utilisée comme sonde d’imagerie bimodale versatile, capable d’être utilisée en 

chirurgie assistée par fluorescence. 
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L’un des aspects ayant pu être mis en valeur au cours de cette étude est que la sonde développée 

n’a pas induit de signes de toxicité. Cette caractéristique est nécessaire dans le cadre du 

développement d’un agent d’imagerie. Un second projet sur lequel nous nous sommes focalisé 

dans le cadre de cette thèse est le développement de composés théranostiques sur la base de la 

plateforme azaBODIPY. L’objectif étant alors de combiner le diagnostic apporté par l’azaBODIPY, 

à l’action thérapeutique d’un complexe métallique. Les travaux relatifs à ce projet sont détaillés 

dans le chapitre suivant. 

 

 



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 2 
DES AZABODIPYS THÉRANOSTIQUES AUX 

SONDES INTELLIGENTES 
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 Etat de l’art 

 Définition 

Le concept de théranostique est apparu il y a une vingtaine d’années lorsque le terme a été 

proposé pour la première fois en 1998. Il a été inventé dans un but d’une communication 

commerciale pour la vente de kits proposant, d’une part, un traitement pour certains cancers du 

sein, mais également un test permettant d’évaluer l’efficacité du traitement.215 Le test était alors 

réalisé indépendamment du traitement, a posteriori de celui-ci. Ce terme ayant été inventé dans 

une intention commerciale, aucune définition précise et scientifique de la notion de 

« théranostique » n’existait initialement, permettant une évolution de la définition originelle du 

concept d’agent théranostique. Il est donc utile aujourd’hui de définir au préalable ce que l’on 

entend par ce terme, afin d’éviter toute erreur de compréhension. En ce qui nous concerne, nous 

avons pris l’habitude de séparer la notion générale d’approche théranostique, de celle, plus 

spécifique, d’agents théranostiques, permettant ainsi de concilier la grande majorité des 

définitions actuelles. 

 

Ainsi, une « approche théranostique » peut s’inscrire dans une logique de médecine personnalisée 

avec le développement de tests compagnons (test diagnostic préalable à un traitement 

permettant de sélectionner les patients pour lesquels le traitement est susceptible d’être 

efficace).216 Cette notion de théranostique peut également concerner le développement de 

composés dédiés au diagnostic qui peuvent être aisément adaptés pour une utilisation 

thérapeutique (sonde radioisotopique pour l’imagerie pouvant être adaptée en composé 

thérapeutique par remplacement d’un radioélément émetteur γ ou β+ par un radionucléide 

émetteur α ou β-). 

 

Le concept d’agent théranostique englobe quant à lui tout composé issu du couplage entre un 

fragment ayant une fonction thérapeutique telle que la chimiothérapie, l’hyperthermie, la 

thérapie photodynamique ou encore la radiothérapie, avec un fragment permettant l’imagerie 

telle que l’IRM, l’imagerie radioisotopique ou optique…215 Bien que le composé résultant puisse 

être composé de fragments pour la thérapie ou le diagnostic aux comportement in vitro ou in vivo 

connus, il est nécessaire de considérer l’entité théranostique résultante comme unique. 

Son comportement, et en particulier sa pharmacocinétique, sa biodistribution ou encore son 

mécanisme d’action, doit alors être étudié et déterminé. Cette stratégie permet de simplifier les 

études, le composé se suffisant à lui-même pour être suivi in vitro, ex vivo mais également in vivo. 

 

Dans le cadre des travaux présentés dans cette thèse, nous avons décidé de nous focaliser sur la 

synthèse d’agents théranostiques, couplant imagerie optique et complexe théranostique, pour 

une application anticancéreuse. L’objectif est de s’inscrire dans une logique intégrant, dès la 

conception de l’agent thérapeutique, un moyen d’étudier sa pharmacocinétique et ses 

mécanismes d’action. 
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 Problématique des complexes métalliques pour une utilisation anticancéreuse 

L’une des limitations majeures actuelles de l’optimisation des agents thérapeutiques est la 

difficulté de l’étude de leur comportement (pharmacocinétique, dégradation, vectorisation…). 

Il n’est en effet pas possible de déterminer, entre autres, la biodistribution en temps réel d’un tel 

composé. Ce manque d’information induit que les procédures pour la réalisation de ces études 

sont alors souvent complexes et nécessitent plusieurs expériences impliquant le sacrifice de 

nombreux animaux. 

 

Il est alors difficile de déterminer avec précision les mécanismes d’action de tels composés et leur 

optimisation s’en retrouve affectée. Ceci est le cas des composés à visée anticancéreuse et plus 

particulièrement des complexes métalliques. L’utilisation de métaux dans un objectif 

anticancéreux a vu le jour en 1978 aux États-Unis avec l’autorisation d’utilisation par la FDA du 

cisplatine pour la lutte contre les cancers testiculaires et ovariens (Figure 74).217 Bien que la 

majorité d’entre eux n’a pas eu d’autorisation de mise sur le marché, un large 

panel d’anticancéreux métalliques ont depuis vu le jour, à base de platine 

mais également d’or, de ruthénium ou encore d’iridium pour ne citer que 

ceux-là.218 Cependant, dans de nombreux cas, les mécanismes d’action, la 

pharmacocinétique ou encore la biodistribution de ces agents anticancéreux 

ne sont pas connus précisément. 

 

Plusieurs investigations réalisées au cours des dernières années ont montré qu’il n’existe pas un 

unique mécanisme d’action pour les anticancéreux métalliques. Ainsi, pour les complexes de 

platine, bien que le mécanisme d’action le plus communément admis est l’apoptose (mort 

cellulaire programmée),219,220 d’autres études ont souligné que la mort cellulaire peut être induite 

par d’autres mécanismes (tel que la paraptose).221 Pour les complexes d’or(I), les cibles les plus 

régulièrement investiguées sont les thiorédoxines réductases (TrxRs, enzymes indispensables à la 

croissance cellulaire).222,223 Cependant, de plus en plus d’études telles que celle publiée par notre 

laboratoire en 2014 montrent que pour de nombreux complexes d’or il n’y a pas de corrélation 

évidente entre inhibition des TrxRs dans les mitochondries et activité anticancéreuse.224,225 

 

Ainsi, il apparait que les mécanismes d’action des anticancéreux métalliques peuvent être 

multiples et varier d’un composé à l’autre. Cela est également vrai pour la biodistribution et 

pharmacocinétique, qui sont quant à elles extrêmement dépendantes de la nature même du 

composé. Afin d’être en mesure de caractériser plus précisément et de comprendre l’action d’un 

nouveau composé thérapeutique, il devient alors nécessaire de développer des composés 

pouvant être suivis in vitro et in vivo. C’est ainsi que l’introduction d’une modalité d’imagerie par 

fluorescence apparait comme un véritable atout pour éclairer les zones d’ombre du devenir 

in vitro et in vivo des nouveaux composés anticancéreux. Un intérêt particulier a alors été porté 

sur l’utilisation de fluorophores présentant des propriétés optiques intéressantes (telle qu’une 

émission dans le NIR), une bonne stabilité et une versatilité permettant leur greffage à un 

complexe sans entraver leur fluorescence. Les BODIPYs remplissant tous ces critères, ils ont été 

régulièrement étudiés pour le développement de nouveaux théranostiques. 

Figure 74. Structure 

du cisplatine. 
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 Des BODIPYs théranostiques… 

En 2013, notre laboratoire a publié le premier exemple de BODIPY théranostique. Ces travaux 

montrent le potentiel de complexes de ruthénium(II), d’osmium(II) et d’or(I) couplés à un BODIPY 

(Figure 75).226 Les composés présentent une activité antiproliférative modérée sur la lignée 

A2780S (cellules humaines de cancer ovarien) avec des valeurs d’IC50 comprises entre 30 et 

150 µM (on rappelle que l’IC50 correspond, dans ce cas, à la concentration de produit nécessaire 

pour inhiber 50 % de la prolifération d’une population de cellules en 48 h, une valeur faible étant 

donc synonyme de forte activité). Les atomes de ruthénium et d’osmium impactent cependant 

significativement la fluorescence (chute de l’intensité de fluorescence d’un rapport de 1,4 et 1,8 

respectivement par rapport à L21) mais, malgré cela, les propriétés optiques du fluorophore 

restent suffisantes pour visualiser le composé dans les cellules. L’atome d’or, quant à lui, n’a pas 

d’effet significatif sur la fluorescence du BODIPY. On notera également que la stabilité de la liaison 

P-Au a été vérifiée en milieu de culture cellulaire (RPMI 1640 + 10 % fetal calf serum) à 37 °C au 

cours de cette étude. Ainsi, il a été montré qu’après plusieurs jours, très peu de dégradation a pu 

être observée. Sur la lignée A2780S, des études de microscopie confocale ont montré une entrée 

du composé dans le cytoplasme avec une accumulation préférentielle dans les membranes 

cellulaires (externe et nucléaire). 

 

Le mode de transport du théranostique dans les cellules semble être passif et indépendant de la 

présence ou non du complexe, l’accumulation des composés L21 à L24 se faisant de manière 

similaire dans les membranes biologiques. Ainsi, le comportement in vitro des complexes semble 

être principalement influencé par le groupement BODIPY. 
 

 
Figure 75. Premiers BODIPYs complexes métalliques à visée théranostique, valeurs d’IC50 (lignée A2780S à 72 h 

d’incubation à 37 °C), spectres d’émission (DMSO à 298 K) et imagerie confocale (lignée A2780S incubée 2 h à 

37 °C en présence de L21, L22, L23 et L24 (10 et 20 µM)). Adapté de Tasan et al.226 
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Le mécanisme d’action des complexes d’or n’est pas encore établi et il est même probable qu’il 

existe plusieurs voies d’action potentielles pour ces complexes. Afin de faciliter l’identification des 

mécanismes d’action mais également de la pharmacocinétique et de la biodistribution de ces 

complexes, le développement de théranostiques incorporant un dérivé d’or est une solution 

séduisante et prometteuse. En 2015, notre laboratoire s’est focalisé sur cette question en 

développant de nouveaux théranostiques BODIPY complexes d’or(I), suite aux résultats 

encourageants qui avaient été obtenus avec le dérivé L24 décrit précédemment. Dans cette étude, 

trois dérivés, L26, L27 et L28, ont été obtenus à partir du BODIPY L25 (Figure 76).227 L’intérêt 

majeur de cette nouvelle génération de complexes d’or est l’introduction de biovecteurs, pouvant 

augmenter la sélectivité du complexe, en ciblant les transporteurs du glucose (pour L26 et L27) ou 

par le biais de récepteurs à bombésine (pour L28). 

 
Figure 76. Développement de théranostiques biovectorisés BODIPY complexes d’or(I) et IC50 (lignées PC3 et 

MDA-MB-231 à 48 h d’incubation). Composés L26 et L27 basés sur le modèle de l'auranofine. Pour L28, BBN = 

dérivé de bombésine. 

L’évaluation de la cytotoxicité de ces composés sur lignées cellulaires cancéreuses humaines PC3 

(prostate) et MDA-MB-231 (mammaire) a montré une activité des dérivés de glucose L26 et L27 

deux à trois fois plus faible à celle de l’auranofine (complexe d’or utilisé en clinique contre la 

polyarthrite rhumatoïde) pour la lignée PC3 et cinq à six fois plus faible pour la lignées 

MDA-MB-231. Nous remarquerons tout particulièrement que dans le cas d’une vectorisation par 

le glucose des dérivés L26 et L27, les composés présentent une cytotoxicité 2 à 4 fois supérieures 

à celles du le dérivé non vectorisé L25 sur lignées PC3 et MDA-MB-231. De plus, la quantité d’or 

internalisée à 4 °C, température à laquelle les transports actifs ne se produisent plus, est signalée 

comme étant bien inférieure à celle à 37 °C. L’hypothèse selon laquelle ces théranostiques sont 

internalisés en partie via un transport actif ou facilité semble alors probable. 
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L’importance et le rôle que peut avoir la présence d’un biovecteur sur de telles molécules a ainsi 

pu être mis en valeur lors de cette étude. C’est donc dans cette logique et suite aux résultats 

encourageants obtenus avec les BODIPYs porteurs d’or(I) vectorisés que notre équipe s’est 

focalisée sur la synthèse d’une plateforme BODIPY, permettant à la fois l’introduction de 

complexes d’or(I), vecteurs et groupements hydrosolubilisants en diverses positions sur le cœur 

BODIPY (Figure 77).228 Cette approche plateforme a permis l’obtention d’une vingtaine de 

théranostiques potentiels. L’introduction de la phosphine-or en position α-pyrrolique du cœur 

BODIPY impacte fortement la cytotoxicité sur la lignée MDA-MB-231. Cette toxicité est encore 

accrue par substitution du chlorure porté par l’or par un dérivé de glucose, donnant ainsi une IC50 

seulement deux fois supérieure pour L30 à celle de l’auranofine. En revanche, l’introduction de la 

phosphine-or sur la position méso ne mène pas à une cytotoxicité supérieure du composé L31. 

Cette étude démontre à la fois l’importance de la position où est introduit le complexe, mais 

également de la vectorisation par le glucose, qui joue un rôle non négligeable dans l’internalisation 

et donc l’activité du théranostique. 

 
Figure 77. Exemple de trois dérivés BODIPYs porteurs d’or(I) obtenus à partir de la plateforme multimodale L29. 

Valeurs d'IC50 données après 48 h d'incubation à 37 °C. 

À la suite de la preuve de la faisabilité d’un théranostique type BODIPY par Tasan et al., diverses 

équipes de recherche se sont focalisées sur le couplage entre fluorophores organiques type 

BODIPY et certains anticancéreux métalliques connus. Le groupe de Weissleder (2014) s’est 

d’abord intéressé à la synthèse d’un analogue du cisplatine (complexe de platine utilisé en clinique 

pour le traitement de certains cancers) (Figure 78)229. Ce premier théranostique BODIPY porteur 

d’un atome de platine(II) ne présente pas de cytotoxicité significative (IC50 > 200 µM) pour les 

lignées cellulaires étudiées, à savoir OVCA429 et SKOV3 (lignées humaines de cancer ovarien). 

Une étude par imagerie confocale a révélé l’internalisation de L33 dans les cellules cancéreuses 

OVCA429 et son accumulation dans le cytoplasme proche du noyau. L’absence de cytotoxicité 

pourrait s’expliquer par l’impact de la présence proche du fluorophore sur le dérivé de cisplatine, 

qui pourrait alors empêcher la formation du dérivé aqua du complexe, étape nécessaire à la 

cytotoxicité du cisplatine. Une autre hypothèse est que la présence du BODIPY perturbe la 

distribution de la molécule dans la cellule, diminuant son potentiel cytotoxique. Cette première 

étape vers la synthèse d’un BODIPY-platine théranostique montre toute la difficulté inhérente à 

la création de tels systèmes et le challenge qui réside dans le fait d’accrocher une sonde 

fluorescente volumineuse à un complexe. 
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Figure 78. Premier dérivé BODIPY porteur d’un atome de platine(II) et valeurs d’IC50 (lignées OVCA429 et SKOV3 

à 48 h d’incubation). Microscopie confocale : cellules OVCA429 incubées 1 h à 37 °C en présence de 50 µM du 

composé L33. Les images fusionnées (merge) montrent la présence du BODIPY à proximité des noyaux. Le 

colorant Hoechst (bleu) positionne le noyau des cellules. Adapté de Miller et al.229 

Dans le cas du composé L34, issu des travaux de Sun et al., une cytotoxicité inférieure d’un rapport 

3 à 3,5 par rapport au cisplatine est à mentionner, ce qui dénote toutefois une activité cytotoxique 

du composé L34 sur les lignées cancéreuses étudiées (HeLa et MCF-7, lignées humaines 

respectivement de cancer du col de l’utérus et mammaire).230 L’utilisation de MitoTracker Red, 

marquant préférentiellement les mitochondries, a permis de souligner la colocalisation de ce 

traceur et du composé L34, prouvant l’accumulation de ce dernier au sein des mitochondries 

(Figure 79). 

 
Figure 79. Théranostique BODIPY-platine(II) développé par Xie et valeurs d’IC50 (lignées HeLa et MCF-7 à 48 h 

d’incubation). Microscopie confocale : cellules HeLa incubées 2 h à 37 °C en présence de 5 µM du précurseur non 

métallé ou de L34. Les images fusionnées (merged) montrent la colocalisation (jaune) du BODIPY et du 

MitoTracker Red. Le DAPI (bleu) positionne le noyau des cellules. Adapté de Sun et al.230 
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De manière similaire aux dérivés de platine, plusieurs complexes d’iridium(III) BODIPY pyridyl ont 

été développés (Figure 80).231,232 L’équipe de Salmain a montré que l’introduction du complexe 

d’iridium sur le fluorophore pour donner L35 et L36 abaisse le rendement quantique d’un rapport 

2 à 3 (de 54 à 29 % pour le 3-pyridyl et de 46 à 14 % pour le 4-pyridyl dans le méthanol), mais la 

fluorescence restait suffisante pour permettre la réalisation d’une imagerie optique. L’activité 

cytotoxique, évaluée uniquement pour le complexe L36, a été réalisée sur cellules A2780S et a 

souligné des valeurs d’IC50 submicromolaires (0,56 µM), meilleures que celles du complexe seul 

[Cp*Ir(ppy)Cl] (14,0 µM)), sur lignée cancéreuse A2780S. Cette étude manque cependant d’une 

comparaison avec un composé de référence tel le cisplatine. Malgré la charge du complexe, il est 

supposé que la haute lipophilie du BODIPY (log P = 3,66) entraîne une meilleure internalisation 

cellulaire du complexe en comparaison aux dérivés type [Cp*Ir(ppy)Cl] développés par Sadler.233 

 
Figure 80. Complexes d'iridium(III) développés par l’équipe de Salmain et valeurs d’IC50 pour L36 et le complexe 

libre (lignées A2780S et A2780cisR à 72 h d’incubation). 

Les titanocènes ont, quant à eux, été étudiés pour leurs propriétés anticancéreuses dès la fin des 

années 70, lorsque Köpf-Maier a décrit la synthèse et l’utilisation du dichlorure de titanocène.234 

C’est en 1980 que la même équipe a proposé un mécanisme pour l’action anticancéreuse de ce 

composé, supposant une action directe du dichlorure de titanocène sur l’ADN et l’ARN.235 

Cependant, de plus récentes études tendent à montrer qu’il n’y a pas de coordination directe 

entre les complexes de Ti(IV) et l’ADN, remettant l’hypothèse initiale de Köpf-Maier en 

question.236 C’est donc dans l’optique de mettre en lumière les mécanismes d’action de ces 

complexes que des théranostiques dont un BODIPY-titanocène ont été développés au sein de 

notre équipe, dans le cadre de la thèse du Dr Trommenschlager (Figure 81).237 La microscopie 

confocale permet de montrer que l’accumulation de L37 a lieu au sein du cytoplasme et non du 

noyau, montrant ici que l’activité de ce dérivé de titane ne semble pas impliquer d’interaction 

avec l’ADN nucléaire. 
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Figure 81. Premier théranostique BODIPY porteur d’un titanocène L37 développé par Florès et al. et imagerie 

confocale sur deux lignées cellulaires (1 µM, incubation 4 h à 37 °C), noyaux marqués en rouge par DRAQ5 

(marqueur d’ADN). Adapté de Florès et al.237 

Cependant, l’utilisation de BODIPYs pour le développement de théranostiques et leur utilisation 

in vivo en imagerie optique est limitée par leur émission dans la partie visible du spectre. Comme 

indiqué précédemment, afin d’augmenter la profondeur d’exploration par imagerie optique, le 

passage à une émission dans le NIR est recommandée. C’est ainsi que nous avons choisi de nous 

tourner vers les homologues azotés des BODIPYs, les azaBODIPYs. 

 … aux azaBODIPYs théranostiques 

Très peu de travaux ont à ce jour été réalisés concernant le développement de théranostiques à 

base d’azaBODIPY. Les travaux de l’équipe d’O’Shea publiés en 2018 sont les premiers et, à ce jour, 

les seuls, à aborder la synthèse d’un azaBODIPY porteur d’un centre métallique pour tenter de 

concevoir un agent théranostique optique.238 Cet azaBODIPY, porteur d’un complexe de type 

carboplatine n’a malheureusement présenté aucune toxicité significative pour les deux lignées 

étudiées, à savoir A2780P (lignée cancéreuse ovarienne humaine) et A2780cisR (lignée résistante 

au cisplatine). En revanche, une internalisation cellulaire et une accumulation uniforme au sein du 

cytoplasme est observée (Figure 82). 

 
Figure 82. Synthèse d’un azaBODIPY porteur d’un complexe de platine L38 développée par Kitteringham et al. et 

imagerie confocale de L38 sur lignées cellulaire A2780P et A2780cisR (5 µM, incubation 2 h à 37 °C). Les noyaux 

cellulaires sont co-marqués par le DAPI (bleu). Extrait de Kitteringham et al.238 
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Afin de limiter le manque d’hydrosolubilité du complexe, un groupement hydrosolubilisant a été 

introduit en position para du phényle en position 3 du cœur azaBODIPY. L’apport du groupement 

sulfonate en cette position ne semble cependant pas suffisant pour permettre une solubilisation 

en milieu aqueux sans adjuvant, les mesures photophysiques ayant été réalisées dans l’eau en 

présence de 1 % de tensioactif SDS (dodécylsulfate de sodium). 

 But du projet 

Depuis une dizaine d’années, des équipes de recherche, dont la nôtre, se sont intéressées à la 

synthèse de théranostiques, permettant ainsi de développer de nouveaux composés actifs 

traçables. L’utilisation de BODIPYs a montré que cette famille de fluorophores, de par leurs 

propriétés optiques et leur stabilité, est adaptée pour une utilisation théranostique. Cependant, 

leur émission étant limitée au domaine du visible, leur utilisation est restreinte à des applications 

in vitro ou ex vivo. 

 

Les azaBODIPYs, quant à eux, peuvent émettre à des longueurs d’onde situées dans la fenêtre de 

transparence optique, tout en présentant une excellente stabilité chimique et photochimique. Les 

recherches portant sur le suivi de complexes métalliques à visée thérapeutique par des BODIPYs 

a été initié en 2013 au sein de notre laboratoire. Au début des travaux de thèse présentés dans ce 

manuscrit, aucun travail n’avait décrit l’utilisation d’azaBODIPYs théranostiques permettant une 

utilisation in vivo. Ce n’est qu’en 2018 que les premiers et, à notre connaissance, les seuls travaux 

décrivant ce type d’objet ont été publiés. Il est à noter que cette étude n’a pas abouti à l’obtention 

de théranostiques, les composés ne présentant pas d’activité cytotoxique significative. 

 

Les travaux présentés dans cette partie se focaliseront sur la synthèse et l’étude biologique des 

« premiers » théranostiques optiques associant azaBODIPYs et complexes métalliques. Pour cela, 

la plateforme fluorescente WazaBY développée par notre équipe sera utilisée. Nous y grefferons 

des complexes d’or(I) par fonctionnalisation de l’atome de bore (Figure 83). En premier lieu, 

l’objectif sera de prouver qu’il est possible de concevoir ce type d’objets tout en conservant 

l’activité biologique et les propriétés de fluorescence. En fin de partie, la faisabilité d’une version 

vectorisée sera étudiée. 

 
Figure 83. Objectif pour la synthèse d’azaBODIPYs théranostiques.  
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 Première génération d’azaBODIPYs théranostiques 

 Molécules visées et stratégie de synthèse 

À ce jour, l’unique tentative visant au développement d’un azaBODIPY théranostique n’a pas été 

fructueuse, le composé obtenu n’étant pas cytotoxique.238 Tout comme cela a été souligné 

précédemment, l’impact de la sonde, en l’occurrence ici l’azaBODIPY, peut être préjudiciable pour 

l’activité de l’agent thérapeutique, pouvant aller jusqu’à inactiver ce dernier. Nous supposons que 

les travaux publiés ainsi par l’équipe d’O’Shea en 2018 avaient pour objectif initial l’obtention 

d’une sonde théranostique. Les résultats obtenus démontrent cependant que le couplage du 

fluorophore au complexe induit une chute de l’activité antiproliférative par rapport au complexe 

seul. Une explication possible est qu’il est généralement admis que les complexes de platine 

nécessitent une pénétration dans le noyau cellulaire pour atteindre leur cible.219,220 Or, nous avons 

pu observer que les dérivés de BODIPYs et d’azaBODIPYs ont généralement tendance à 

s’accumuler dans les membranes cellulaires et/ou le cytoplasme. Ainsi, il est peu surprenant que 

l’activité du complexe de platine obtenu ait chuté. 

 

Le point crucial de la synthèse d’azaBODIPYs théranostiques est l’introduction d’un complexe 

métallique cytotoxique sur la sonde fluorescente, dont les caractéristiques photophysiques ne 

doivent pas être impactées et pour lequel la solubilité, le π-stacking ou la stabilité ne doivent pas 

être une contrainte à leur utilisation in vitro et in vivo. 

 

Comme nous l’avons vu au chapitre précédent, la plateforme azaBODIPY bis-acide, hydrosoluble, 

s’est révélée être une plateforme de choix pour l’introduction de groupements d’intérêt 

n’impactant pas les propriétés photophysiques du fluorophore. Ainsi, notre choix s’est orienté 

vers cette plateforme pour le développement de nouveaux azaBODIPYs théranostiques. 

 

En ce qui concerne le choix du complexe à introduire, nous avons décidé de nous focaliser sur 

l’utilisation de complexes phosphine-or. En effet, notre équipe a montré à de nombreuses reprises 

qu’ils étaient compatibles avec la synthèse de théranostiques optiques par greffage sur différents 

fluorophores : BODIPYs,228 coumarines,239 porphyrines240 ou trisbipyridine ruthénium.241 En effet, 

les complexes d’or(I) ne semblent pas affecter l’émission de fluorescence des sondes, leur activité 

reste significative dans la plupart des cas et nous avons montré que la liaison P-Au pouvait être 

stable plusieurs jours in vitro et in vivo. Autre point intéressant, dans nos précédentes études, 

nous avons vu que ces complexes pouvaient être actifs qu’ils soient dans le cytoplasme ou les 

membranes cellulaires, lieu d’accumulation probables de nos futurs théranostiques. 

 

Pour cette première génération d’azaBODIPYs théranostiques, deux phosphines-or seront 

introduites, une sur chaque fonction acide, menant ainsi à un complexe homobimétallique 

symétrique (Figure 84). L’intérêt de l’introduction de deux complexes est que nous pouvons 

espérer un effet cytotoxique accru par rapport à un composé ne présentant qu’un seul complexe. 

Cette stratégie nous permet également de simplifier dans un premier temps la synthèse par 

rapport à une molécule dissymétrique ne présentant qu’un seul complexe. Nous avons également 
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voulu changer la nature du ligand porté par l’atome d’or afin d’étudier l’impact de la charge sur le 

comportement du composé, notamment sur sa cible et/ou son internalisation. Ces groupements 

ont également pour but d’améliorer la solubilité dans l’eau de ces composés. En effet, même si la 

fonctionnalisation de l’atome de bore des azaBODIPYs par des groupements alcyne-ammonium, 

mise au point lors de la thèse du Dr Pliquett, a permis de limiter grandement les phénomènes 

d’agrégation et d’améliorer significativement la solubilité dans l’eau ou les milieux biologiques des 

azaBODIPYs, l’introduction de complexes d’or aura un effet inverse. 

 
Figure 84. Ligands envisagés pour la synthèse de nouveaux azaBODIPYs-or théranostiques. 

 Synthèse du premier composé azaBODIPY-or 

Le composé de départ pour la synthèse des théranostiques est la plateforme bis-acide 6 déjà 

présentée lors du chapitre précédent. La présence de groupements acides sur les bras pendants 

de cet azaBODIPY nous a permis d’y introduire par couplage peptidique une amine afin de former 

l’amide correspondant. Premièrement, le complexe 19 a été synthétisé en deux étapes, mises au 

point par Doulain et al. (Schéma 11).227 Une première réaction de complexation de l’or(I) au 

tétrahydrothiophène (tht) nous a permis d’obtenir le complexe (tht)AuCl 18, qui a ensuite été mis 

à réagir en conditions stœchiométriques avec la 2-(diphénylphosphino)éthylamine. Le complexe 

19 a été isolé par simple précipitation. Cette complexation est réalisée en boîte à gants pour éviter 

l’oxydation de la phosphine. L’avantage de former le complexe dès le début est que l’or joue le 

rôle de groupement protecteur de cette phosphine très sensible. 

 
Schéma 11. Synthèse du chlorure de 2-(diphénylphosphino)éthanamide d’or(I) 19. 
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Le complexe 19 a été caractérisé en RMN du proton et en RMN du phosphore (Figure 85). 

Les protons éthyliques se situent aux alentours de 3,0 ppm. Le déplacement chimique du 

phosphore sera une sonde particulièrement utile pour suivre la suite de la synthèse. 

 
Figure 85. Spectres RMN 1H (gauche - CDCl3, 500 MHz) et 31P (droite - CDCl3, 202 MHz) du complexe 19. 

C’est ensuite par couplage peptidique que le complexe d’or 19 a été greffé au composé bis-acide 6 

(Schéma 12). Cette réaction est réalisée à température ambiante, sous atmosphère d’argon. Le 

solvant utilisé lors de cette étape était du DMF anhydre. Une étape d’activation de 6 à l’aide de 

l’agent de couplage HBTU a permis de former l’ester activé correspondant en présence d’une base 

organique. L’ajout de 19 a alors mené à la formation du complexe bimétallique 20. 

 
Schéma 12. Synthèse du premier azaBODIPY-or(I) théranostique 20. 

Après purification sur colonne chromatographique d’alumine puis précipitation, 15 mg du 

complexe 20 ont pu être isolés. La RMN du phosphore témoigne du greffage du complexe 19 sur 

l’azaBODIPY bis-acide par un déplacement de 0,8 ppm du signal et par un changement d’aspect 

du signal, qui devient alors particulièrement fin (Figure 86). 
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Figure 86. Evolution du signal en RMN 31P (CDCl3, 202 MHz). 

La RMN du phosphore a pu mettre en évidence la présence d’ions PF6
- (signal à -144,2 ppm), 

provenant de l’agent de couplage HBTU et jouant le rôle de contre-ion, le composé 20 présentant 

deux sites cationiques. Afin de remplacer ces contre-ions lipophiles par des contre-ions 

hydrophiles, le composé 20 a été passé sur résine échangeuse d’anions (Amberlite IRA-410, résine 

présentant des ions chlorure). L’analyse par RMN du phosphore du produit résultant ne présente 

plus le signal correspondant au ions PF6
-, montrant ainsi l’efficacité de la métathèse d’anions 

(Figure 87). 

 
Figure 87. Contrôle de l’échange des contre-ions PF6

- du composé 20 en RMN 31P (DMSO-d6, 193 MHz). 

Cet échange a été confirmé par chromatographie ionique, validant ainsi le fait que les contre-ions 

sont bien des chlorures. 

 

La structure du composé 20 a pu être confirmée par spectrométrie de masse, mais également par 

RMN 1H (Figure 88). La RMN du proton permet de prouver que deux complexes d’or ont été 

introduits par azaBODIPY, les signaux des CH2 de la phosphine intégrant bien pour quatre protons 

chacun. 200 mg du composé 20 avec une pureté de 96 % (évaluée par RP-HPLC-MS) ont ainsi pu 

être synthétisés. 
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Figure 88. RMN 1H du premier azaBODIPY à visée théranostique 20 (DMSO-d6, 600 MHz). 

 Synthèse de dérivés du composé azaBODIPY-or 20 

Nous avons envisagé de modifier la charge des complexes afin d’étudier l’impact sur les propriétés 

biologiques telles que la solubilité, l’internalisation ou encore la cible atteinte par le 

théranostique.  

 Introduction d’un ligand neutre 

Nous nous sommes focalisés sur la substitution du ligand chlorure porté par l’or par un ligand 

thiolate. Pour cela, nous avons décidé de réaliser au préalable l’échange de ligand sur le complexe 

non couplé à l’azaBODIPY (Schéma 13). Les conditions réactionnelles ont été adaptées des travaux 

de Doulain et al. concernant l’introduction d’un thioglucose sur un théranostique BODIPY Au-Cl.227 

Cet échange de ligand est réalisé en milieu basique, à froid (0 °C), sous argon (pour éviter la 

formation de ponts disulfures) en présence d’hydrochlorure de 2-(diméthylamino)éthanethiol. 

Cette étape a été suivie par RMN du phosphore et montre qu’elle est réalisée en moins de 

15 minutes (temps nécessaire à la préparation du tube et à l’analyse RMN – Figure 89). 

 
Schéma 13. Substitution du ligand chlorure du complexe 19. 
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Figure 89. Évolution du signal en RMN 31P lors de la substitution du ligand chlorure du complexe 19 par le 

2-(diméthylamino)éthanethiol (CDCl3, 202 MHz). 

Le complexe 21 n’a pas été purifié et a directement été engagé dans l’étape suivante, consistant 

en la formation de l’amide sur l’azaBODIPY bis-acide 6. Les conditions appliquées à cette réaction 

sont les mêmes que celles utilisées pour la formation du composé 20, avec l’activation préalable 

de l’acide par HBTU en présence de base, suivi par une addition sous atmosphère inerte de l’amine 

21 (Schéma 14). 

 
Schéma 14. Première tentative de synthèse du complexe d’or(I) azaBODIPY 22. 

La réaction a été suivie par RP-HPLC-MS, qui a confirmé la formation du composé après 18 h à 

température ambiante. La RMN du phosphore a confirmé quant à elle la formation d’une nouvelle 

espèce (déplacement du signal de 29,7 ppm (21) à 28,6 ppm) mais la RMN du proton n’a pas 

permis de conclure quant à la nature du composé. La purification par filtration sur silice a 

cependant entraîné une dégradation du composé et la grande majorité du produit n’a pas migré 

sur la phase solide. Une autre tentative de purification sur gel d’alumine a mené également à ce 

constat, le composé récupéré ne présentant plus aucun signal en RMN du phosphore. La nature 

exacte du composé obtenu n’a pas pu être déterminée. Cette voie de synthèse du composé 22 n’a 

pas été exploitée davantage et nous avons décidé d’opter pour un échange du ligand chlorure du 

composé 20. 



Chapitre 2. Des azaBODIPYs théranostiques aux sondes intelligentes 

98 

 

Pour cette méthode, les conditions testées ont été inspirées des travaux de thèse du Dr Doulain 

(Schéma 15).227 Dans ce cas, après 16 h de réaction, la RMN du brut réactionnel a montré que la 

réaction n’était pas complète. Le mélange a donc été légèrement chauffé (30 °C) et après 2 h, un 

suivi CCM a montré une totale consommation du réactif 20. Une purification sur colonne 

chromatographique d’alumine a permis d’isoler 22 avec un rendement de 67 %. Dans ce cas, la 

purification a pu être réalisée avec succès, cela laisse suggérer que lors de la tentative précédente 

de synthèse du composé 22 (Schéma 14), le composé formé n’était alors pas le produit attendu, 

celui-ci se dégradant alors fortement sur la colonne d’alumine. 

 
Schéma 15. Substitution des ligands chlorures par les ligands thiolates. 

De même que pour le composé 20, l’azaBODIPY 22 a été passé sur résine échangeuse d’ions. Une 

analyse par chromatographie ionique a confirmé la présence de contre-ions chlorure uniquement. 

 

La RMN du noyau phosphore atteste d’un très net déblindage et élargissement du signal, passant 

de 24,6 ppm pour 20 à 28,2 ppm pour 22 dans le DMSO deutéré à 328 K. La RMN du proton montre 

l’apparition de signaux correspondant aux protons CH2 éthyliques portés par le thiolate à des 

déplacements chimiques de 3,00 ppm et 3,53 ppm (Figure 90). Une étude RMN à température 

variable a dû être réalisée pour ce composé, la résolution des signaux à température ambiante ne 

permettant pas une exploitation du spectre. 
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Figure 90. RMN 1H (gauche – DMSO-d6, 600 MHz, 318 K) et RMN 31P (droite – DMSO-d6, 243 MHz, 328 K) 

montrant l'introduction du thiol sur l'atome d'or, confirmant la formation du composé 22. 

Ainsi, 50 mg de l’azaBODIPY 22 ont pu être obtenus par cette voie. La pureté de ce composé n’a 

pas pu être évaluée par RP-HPLC-MS, la RMN semblant cependant indiquer une pureté supérieure 

à 90 %. 

 Méthylation du composé 22 

Afin d’obtenir une version chargée positivement du complexe 22, la quaternarisation de l’amine 

du ligand porté par l’or a été tentée. Une première expérience impliquant de l’iodure de méthyle 

a été réalisée mais n’a cependant pas abouti (Schéma 16). 

 
Schéma 16. Tentative de quaternarisation des amines du composé 22. 

Diverses conditions ont été testées pour cette synthèse, en particulier au niveau des systèmes de 

solvants avec l’utilisation de mélanges DCM/MeI, dont un test en mélange équivolumique, ou 

encore l’ajout d’acétonitrile afin d’augmenter la solubilité du réactif (Tableau 8). 
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Tableau 8. Conditions réactionnelles testées pour la quaternarisation de l'azaBODIPY 20. 

Solvant Équivalents MeI Température Temps 

DCM 4 17 °C 4 h 

DCM 20 17 °C 1 h 

DCM 120 17 °C 1 h 

DCM/MeI/ACN (6:6:1) Très large excès 25 °C 4 h 

DCM/MeI/ACN (6:6:1) Très large excès 25 °C 20 h 

 

Par suivi CCM et RP-HPLC-MS, aucune de ces conditions n’a mené à la consommation du réactif. 

Une masse exacte basse résolution a confirmé une très faible conversion en un produit non 

identifié dans le cas d’un mélange équivolumique de DCM et MeI, en présence d’acétonitrile. 

 Formation d’un composé zwitterionique à partir du composé 22 

L’ouverture d’une propane sultone sur l’amine tertiaire de 22 a pour intérêt de former un 

zwitterion, qui pourrait augmenter l’hydrosolubilité du composé (Schéma 17). En s’inspirant des 

travaux décris par Dong et al. et des travaux de thèse du Dr Pliquett, la formation du dérivé 

zwitterionique a été tentée avec diverses conditions de température et différents solvants 

(Tableau 9). Le réactif a alors été entièrement consommé lors d’un chauffage à reflux dans 

l’acétonitrile, comme cela a été attesté par CCM. À la suite d’une extraction permettant de retirer 

la base inorganique, le brut réactionnel a été séché et une analyse de masse a montré que le 

produit synthétisé semblait alors être le composé attendu. En revanche, ni la nature du composé 

ou sa pureté n’ont pu être identifiées par RMN 1H ou 31P. Ces analyses RMN ont été réalisées à 

298 K mais également à 318 K. 

 
Schéma 17. Tentative de formation d'un dérivé de 22 zwitterionique. 

Tableau 9. Conditions réactionnelles testées pour l’ouverture de la propane sultone sur l'azaBODIPY 22. 

Solvant Base Température Temps Résultat 

1,2-dichloroéthane - 22 °C 48 h Pas de consommation du réactif 

1,2-dichloroéthane NaHCO3 84 °C 22 h Partielle consommation du réactif 

ACN NaHCO3 Reflux 6 h Totale consommation du réactif 
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 Introduction d’un ligand chargé négativement sur le composé 20 

Toujours dans l’idée de favoriser la solubilité du potentiel théranostique et donc de faciliter son 

utilisation in vivo, l’introduction d’un ligand chargé négativement porté par l’or a été envisagé. De 

plus, la molécule serait alors globalement neutre, ce qui est généralement favorable pour l’entrée 

dans les cellules. 

 

Nous nous sommes focalisé sur l’utilisation de 2-mercaptoéthanesulfonate de sodium. Dans des 

conditions similaires à la formation du complexe 22, le composé 20 a été mis à réagir à froid (0 °C) 

en présence du thiolate et la réaction, réalisée à 12 °C, a été suivie par RMN du phosphore 

(Schéma 18). Après 3 h, une analyse du brut réactionnel révèle un très léger signal à 25,4 ppm, 

décalé du pic initial à 24,6 ppm. Une analyse de masse a confirmé la substitution des ligands 

chlorures par le thiol. 

 

Le complexe obtenu a également été passé sur résine échangeuse d’anions. Bien que le composé 

25 soit de nature zwitterionique et donc globalement neutre, une analyse par chromatographie 

ionique a révélé la présence de six ions chlorure. 

 
Schéma 18. Introduction d’un ligand anionique sur l’azaBODIPY 20. 

Malgré plusieurs tentatives, en particulier en température variable, il n’a pas été possible 

d’obtenir une RMN du phosphore acceptable pour ce composé, le signal étant trop faible pour 

être identifié au milieu du bruit de la ligne de base. En revanche, en RMN du proton, nous avons 

pu confirmer l’introduction du 2-mercaptoéthanesulfonate de sodium par l’apparition des signaux 

des CH2 du ligand à 3,08 ppm et 3,56 ppm (Figure 91). La nature du composé a également été 

confirmée par RP-HPLC-MS et HRMS. 
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Figure 91. RMN 1H du composé 25 après purification (DMSO-d6, 600 MHz). 

Ce complexe a également été passé sur résine échangeuse d’ions afin de remplacer les contre-ions 

par des ions chlorure. 15 mg de ce composé ont pu être obtenus par cette voie. La pureté pour ce 

composé à été évaluée à 97 % par RP-HPLC-MS. 

 Bilan 

Nous avons donc mené à bien la synthèse de trois composés à visée théranostique, le complexe 

initial Au-Cl 20, ainsi que deux dérivés, l’un présentant des ligands neutres 22 et l’autre aux ligands 

chargés négativement 25. 

 

La pureté des azaBODIPYs 20 et 25 a été évaluée par RP-HPLC-MS comme étant supérieure à 95 %, 

valeur qui est cohérente avec les observations des spectres RMN. En revanche, la pureté du 

composé 22 est à aborder avec davantage de précaution, celle-ci n’ayant pas pu être confirmée 

par RP-HPLC-MS. 

 Caractérisation photophysique 

Sur les trois complexes dont les propriétés photophysiques ont été évaluées, seul l’azaBODIPY 25 

présente un ligand pouvant potentiellement augmenter son hydrosolubilité. Malgré cela, ce 

complexe, tout comme les composés 20 et 22, s’est avéré insoluble dans le PBS (Phosphate Buffer 

Saline). Pour cette raison, les caractéristiques photophysiques dans ce solvant n’ont donc pas pu 

être évaluées. Les mesures réalisées sont donc ici données dans le DMSO (Tableau 10). 
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Tableau 10. Données photophysiques pour les composés bis-acide 6 et complexes 20, 22 et 25 dans le DMSO à 

25 °C. La référence utilisée pour le calcul des rendements quantiques est l’azaBODIPY 4 dans CHCl3.213 

6 

 

20

 

22

 

25 

 
 

Composé 
λmax, absorption 

(nm) 

ε 

(M-1.cm-1) 

λmax, émission 

(nm) 

Φ 

(-) 

Brillance 

(M-1.cm-1) 

6 694 60 000 727 0,32 19 200 

20 695 62 600 732 0,27 16 800 

22 693 68 100 728 0,29 19 800 

25 695 60 000 730 0,25 14 800 

 

Nous notons tout d’abord que les trois complexes d’or présentent les mêmes longueurs d’onde 

maximales d’absorption et d’émission que l’azaBODIPY bis-acide 6 (environ 694 nm et 730 nm 

respectivement). Ce résultat semble logique, l’introduction des complexes sur l’azaBODIPY 6 étant 

éloignée du cœur azaBODIPY. De tel maximums en absorption et émission permettent d’envisager 

une utilisation in vivo par exploitation de la fenêtre thérapeutique du NIR-I. Les rendements 

quantiques de l’ordre de 25 à 29 % restent également similaires à celui de 32 % obtenu pour le 

bis-acide. Il en va de même pour les coefficients d’absorption molaire qui restent aux alentours de 

60 000 M-1.cm-1. 

 

Une comparaison des spectres d’absorption et d’émission dans le DMSO est donnée en Figure 92. 

L’aspect des spectres n’est pas impacté par l’introduction des complexes d’or sur les positions 

acides de l’azaBODIPY 6 et l’introduction de ligands de natures différentes n’a pas d’influence sur 

les maximums en absorption et émission. 
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Figure 92. Spectres d’absorption et d’émission normalisés des composés 6, 20, 22 et 25 dans le DMSO à 25 °C. 

Les composés ont été excités à 620 nm. 

 Étude biologique 

 Tests in vitro de cytotoxicité et d’inhibition des thiorédoxine réductases 

IC50 

L’évaluation des IC50 a été réalisée par Malorie Privat, Aurélie Massot et moi-même au sein de 

l’UFR Sciences de Santé. Ici, comme dans le reste du manuscrit, nous ferons l’abus de langage 

courant consistant à considérer le terme cytotoxique comme équivalent à antiprolifératif. 

 

Afin d’évaluer les propriétés antiprolifératives des composés, des mesures d’IC50 ont été réalisées 

sur quatre lignées cellulaires cancéreuses, dont deux humaines (SW480 et MDA-MB-231) et deux 

murines (CT26 et 4T1) ainsi que sur une lignée humaine non cancéreuse (HMEC). Les lignées 

MDA-MB-231, 4T1 et HMEC sont des cellules mammaires, alors que les lignées SW480 et CT26 

sont des cellules du côlon. Pour cette expérience, des concentrations croissantes en composés ont 

été étudiées et le nombre de cellules vivantes par rapport au contrôle est révélé par étude 

colorimétrique au MTS après 48 h de traitement. La référence utilisée lors de cette expérience est 

l’auranofine, complexe d’or dont les propriétés anticancéreuses sont actuellement évaluées en 

essais cliniques.242 Ces expériences ont été réalisées en triplicats indépendants hormis pour la 

lignée HMEC, pour laquelle un duplicat a été réalisé (Tableau 11). La concentration en DMSO est 

prise en compte lors des calculs des IC50. 
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Tableau 11. Valeurs d'IC50 des complexes d’or(I) azaBODIPY 20, 22 et 25 et de l’auranofine sur les lignées 4T1, 

MDA-MB-231, CT26, SW480 et HMEC. 

Composé 4T1 MDA-MB-231 CT26 SW480 HMEC 

20 4,9 ± 0,5 µM 11,0 ± 0,7 µM 4,6 ± 0,5 µM 4,7 ± 0,5 µM 3,8 ± 0,9 µM 

22 9,9 ± 0,6 µM 10,2 ± 0,2 µM 10,1 ± 0,5 µM 10,2 ± 0,6 µM 5,6 ± 0,1 µM 

25 5,1 ± 0,4 µM 9,8 ± 0,6 µM 4,8 ± 0,6 µM 4,6 ± 0,6 µM 5,9 ± 0,1 µM 

Auranofine 3,4 ± 0,9 µM 2,1 ± 1,0 µM 2,5 ± 0,5 µM 2,1 ± 0,7 µM < 0,5 µM 

 

Les valeurs d’IC50 comprises entre 2,1 µM et 3,4 µM sur toutes les lignées cancéreuses pour 

l’auranofine soulignent la cytotoxicité de ce composé vis-à-vis des cellules tumorales. 

On remarque que ce complexe est également fortement cytotoxique envers la lignée de cellules 

saines HMEC, dont la valeur d’IC50 est si faible que nous n’avons pas pu la déterminer précisément. 

Les cellules HMEC sont connues pour être plus sensibles que les cellules cancéreuses, mais 

peuvent donner une idée de la toxicité relative d’un composé pour les tissus sains. 

 

En ce qui concerne les complexes étudiés, les valeurs mesurées sont comprises entre 5 µM et 

10 µM pour les lignées 4T1, CT26 et SW480 et de l’ordre de 10 µM pour MDA-MB-231. Les valeurs 

d’IC50 des composés synthétisés pour la lignée 4T1 sont 1,5 à 3 fois supérieures à la valeur mesurée 

pour l’auranofine. Les résultats sur les lignées CT26 et SW480 sont similaires, présentant des IC50 

2 à 5 fois supérieures aux valeurs pour l’auranofine. Dans le cas de la lignée MDA-MB-231, un 

rapport de 5 entre les valeurs d’IC50 des composés et de la référence sont à mentionner. Ainsi, 

pour les trois complexes étudiés sur les quatre lignées cancéreuses, les valeurs d’IC50 sont du 

même ordre de grandeur que l’auranofine. Il est important de préciser que nos composés 

présentent deux atomes d’or par molécule contrairement à l’auranofine qui n’en contient qu’un 

seul, ce qui diminue leur efficacité relative par atome d’or. Deux expériences complémentaires 

seraient intéressantes à réaliser : 

- Synthétiser l’azaBODIPY porteur d’un seul complexe d’or afin de  voir si le second atome 

d’or améliore l’efficacité du théranostique ou si, comme nous l’avons vu dans certaines 

études, cela a peu d’influence ;228 

- Mesurer la quantité d’or internalisée par les cellules, via dosage ICP-MS, afin de savoir si 

les différences observées avec l’auranofine sont dues à une plus faible internalisation des 

composés ou une plus faible cytotoxicité. 

 

Il faut également souligner que le composé 22 présente des valeurs d’IC50 globalement plus 

élevées par rapport aux composés 20 et 25 (IC50 deux fois plus élevée pour les lignées 4T1, CT26 

et SW480 par rapport aux IC50 des composés 20 et 25). La faible solubilité de ce complexe et sa 

tendance à l’agrégation peut expliquer ce phénomène.  

 

Les composés étudiés présentent une cytotoxicité non négligeable sur cellules saines (IC50 autour 

de 5 µM pour les trois composés). Cependant, la toxicité sur cellules saines de ces composés est 

inférieure à celle de l’auranofine (< 0,5 µM), ce qui est un point positif pour nos composés. 
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Ces valeurs, tant sur cellules cancéreuses que saines, sont particulièrement encourageantes et 

montrent le potentiel de ces composés en tant que théranostiques. 

 

Inhibition des thiorédoxine réductases (TrxRs) 

Comme cela a été vu en introduction, l’une des hypothèses concernant le mécanisme d’action des 

complexes d’or concerne leur capacité à inhiber les TrxRs. Nous avons testé l’inhibition des trois 

complexes d’or(I) azaBODIPY développés dans ce projet envers les TrxRs (Figure 93). 

 
Figure 93. Activité normalisée des thiorédoxine réductases sur lignée CT26 traitées avec les composés 20, 22 et 

25 et avec l’auranofine (5 µM pendant 24 h, n = 4). 

Des activités significatives ont été notées pour les trois complexes d’or(I) azaBODIPY, mais le 

composé 20 semble être le plus actif, son inhibition des TrxRs est telle qu’à la concentration testée 

aucune activité des TrxRs n’est détectée. Ce composé semble également présenter une meilleure 

activité inhibitrice que l’auranofine. Il est important de noter que ces tests n’ont pas été réalisés 

sur l’enzyme purifiée, ce qui « forcerait » le complexe à interagir avec l’enzyme, mais directement 

sur cellules. Plus précisément, le composé a été incubé avec les cellules et l’activité des TrxRs a 

été mesurée. Ainsi, de cette façon, nous pouvons être certains que les composés 20, 22 et 25 vont 

cibler et inhiber les TrxRs in vitro. 

 Imagerie cellulaire et étude en cytométrie de flux 

Imagerie confocale 

Dans le but d’étudier l’internalisation des cellules in vitro, de l’imagerie optique confocale a été 

réalisée en collaboration avec le Dr Lucie Sancey (Institute of Advanced Biosciences – Grenoble). 

Deux lignées cancéreuses mammaires ont été étudiées, l’une humaine, à savoir MDA-MB-231 

(Figure 94) et l’autre murine, 4T1 (Figure 95). Une solution à 5 µM (2 % de DMSO dans le PBS) a 

été préparée. Les cellules ont été incubées en présence des différents complexes d’or(I) 

azaBODIPY à 37 °C et 5 % CO2. Le noyau a été co-marqué par l’utilisation de colorant Hoechst 

33342 (bleu). 

 

Ces images ont révélé une internalisation des trois complexes d’or(I) azaBODIPY. Une 

internalisation légèrement moins rapide pour les trois complexes en comparaison avec le 

bis-acide 6 est à souligner, en particulier pour le composé 22 sur la lignée MDA-MB-231. La 

présence de points lumineux intenses suggère que l’accumulation des composés est non 

homogène et se situe principalement au sein des vésicules et autour du noyau, probablement 
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dans l’appareil de Golgi. Cette hypothèse pourrait être confirmée par la réalisation d’un 

co-marquage spécifique de l’appareil de Golgi. Les images obtenues ne montrent pas 

d’accumulation des composés dans le noyau cellulaire. Nous soulignerons également que ces 

images ont été obtenues pour une excitation des composés à une longueur d’onde de 633 nm, où 

l’absorbance est d’environ 40 % l’absorbance maximale comme cela est mis en évidence dans 

l’étude photophysique présentée précédemment (Figure 92). 

 
Figure 94. Microscopie confocale sur la lignée MDA-MB-231 incubée avec les différents azaBODIPYs 6, 20, 22 et 

25 (5 µM) à 37 °C. Le noyau est marqué par le colorant Hoechst (bleu), les azaBODIPYs apparaissent en rouge. 

L’excitation a lieu à 633 nm et le signal est collecté entre 640 et 747 nm. 

 
Figure 95. Microscopie confocale sur la lignée 4T1 incubée avec les différents azaBODIPYs 6, 20, 22 et 25 (5 µM) 

à 37 °C. Le noyau est marqué par le colorant Hoechst (bleu), les azaBODIPYs apparaissent en rouge. L’excitation 

a lieu à 633 nm et le signal est collecté entre 640 et 747 nm. 
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Cytométrie de flux 

Les études de cytométrie de flux ont été réalisées par Malorie Privat et Aurélie Massot à l’UFR 

Sciences de Santé. 

 

De manière concomitante avec les images de microscopie, cette analyse a révélé une 

internalisation cellulaire des fluorophores, par augmentation de l’intensité de fluorescence pour 

un même nombre de cellules par rapport aux cellules non marquées (contrôle) (Figure 96). 

L’évolution de l’intensité de fluorescence au cours du temps (augmentation de l’intensité bien 

visible après 24 h) témoigne d’une augmentation du nombre de cellules marquées. 

 
Figure 96. Étude de cytométrie de flux (730/45 nm) sur la lignée 4T1 pour les azaBODIPYs 20 (gauche), 22 (centre) 

et 25 (droite) à 5 µM. 

 Tests in vivo 

Ces tests ont été réalisés par Malorie Privat au sein de l’UFR Sciences de Santé. 

 

Par soucis éthique, nous avons décidé de ne tester in vivo qu’une seule molécule. Même si les 

résultats in vitro ne sont pas directement transposables aux études in vivo, le composé 20 semble 

le plus prometteur. En effet, celui-ci présente de bonnes activités antiproliférative et d’inhibition 

de TrxRs. De plus, cette molécule est rapidement internalisée et surtout, sa caractérisation par les 

méthodes spectroscopiques assure qu’elle présente le degré de pureté nécessaire. La toxicité du 

composé 20 a donc été évaluée in vivo sur souris saines BALB/c nude. Des concentrations 

croissantes du composé (0,01 mg/kg à 0,5 mg/kg) dans le DMSO ont été injectées de manière 

intrapéritonéale sur deux souris. Deux autres souris ont été injectées avec uniquement du DMSO 

afin d’établir un témoin. Aucun signe de toxicité n’a été observé pour les concentrations testées 

(Tableau 12). La léthargie observée à haute concentration (0,5 mg/kg) est imputable à l’utilisation 

de DMSO pour l’injection. Ceci a pu être mis en valeur par les souris témoin présentant les mêmes 

troubles passagers à concentration en DMSO identique. Ces résultats sont rassurants quant à la 

poursuite de l’étude sur souris porteuses de tumeur. 
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Tableau 12. Évaluation des signes de souffrance après injections croissantes du composé 20 (0,01 mg/kg à 

0,5 mg/kg, 2 injections par semaine) sur deux souris saines BALB/c nude. Les effets de l’injection de DMSO seul 

ont été évalués à l’aide de deux souris témoin. 

  Critères d’évaluation   

        

Solution stock 

(10 mM/DMSO) 

Dose injectée 

(mg/kg) 
Diarrhée Léthargie 

Yeux 

clos 

Difficultés à marcher 

après anesthésie 
Total Morts 

Composé 20 0,01 0 0 0 0 0 0 

DMSO 0,01 0 0 0 0 0 0 

Composé 20 0,05 0 0 0 0 0 0 

DMSO 0,05 0 0 0 0 0 0 

Composé 20 0,5 0 2 0 0 2 0 

DMSO 0,5 0 2 0 0 2 0 
        

 Bilan des résultats obtenus pour la première génération de théranostiques 

Les trois complexes développés dans le cadre de cette étude ont montré une capacité à être 

internalisé au sein des cellules et nous pensons que leur accumulation vise plus particulièrement 

les vésicules cytoplasmiques. De plus, sur cellules cancéreuses 4T1, MDA-MB-231, CT26 et SW480, 

les complexes d’or(I) azaBODIPY ont révélés des propriétés antiprolifératives de l’ordre du 

micromolaire. Selon la lignée cellulaire étudiée, le caractère cytotoxique des complexes s’est 

révélé 1,5 à 5 fois inférieur seulement à celui de l’auranofine. De plus, une forte inhibition des 

thiorédoxine réductases à des concentrations de 5 µM en complexe est à souligner, le composé 20 

semblant ainsi avoir une inhibition meilleure que celle de l’auranofine. De par ses excellentes 

propriétés antiprolifératives sur les lignées cellulaires étudiées et sa forte inhibition des TrxRs, la 

toxicité de 20 a été évaluée in vivo, montrant ainsi l’absence de signes de toxicité aigus jusqu’à 

0,5 mg/kg sur souris saines BALB/c nude. 

 

Au jour de l’écriture de ces lignes, des tests sur souris porteuses de tumeurs sont en cours afin 

d’évaluer le potentiel de ces théranostiques in vivo. 
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 Perspectives 

Suite aux résultats particulièrement prometteurs obtenus avec les trois azaBODIPYs porteurs de 

complexes d’or(I), nous avons décidé de mener une étude in vivo sur souris porteuses de tumeurs 

xénogreffées. Pour cela, nous avons concentré notre attention sur le composé 20, la réalisation 

de cette étude étant actuellement en cours au jour de l’écriture de ces lignes. 

 

Nous envisageons également de réaliser dans un avenir proche une étude ICP-MS qui nous 

permettra de doser la quantité d’or(I) pénétrant au sein des cellules. Les résultats de cette analyse 

nous renseignerons sur le rôle cytotoxique du métal, ainsi que sur la stabilité de la structure 

azaBODIPY-or(I). 

 

Dans une optique d’éclaircir le mécanisme d’action de ces composés, nous envisageons également 

de réaliser une étude d’imagerie confocale plus poussée, en co-marquant spécifiquement 

l’appareil de Golgi, lieu supposé de l’accumulation des complexes. 

 

Les trois complexes d’or(I) azaBODIPY ainsi développés ne présentent pas de vecteur. Nous avons 

alors envisagé de nous orienter vers une seconde génération de potentiels théranostiques, pour 

lesquels un moyen de vectorisation seraient greffé à leur structure. Pour se faire, l’objectif est 

d’introduire sur l’un des acides carboxyliques de l’azaBODIPY 6 un complexe et, sur l’autre 

position, un TOTA-NH2, sur lequel pourra être greffé un diethyl squarate, fonction bioconjugable 

permettant le greffage à un anticorps ou à un autre vecteur. L’efficacité de cette méthode a déjà 

pu être notée au sein de notre laboratoire.133 

 

C’est dans le cadre d’un stage de M2 effectué au sein du laboratoire au cours de l’année 2020 

qu’Océane Baffroy s’est intéressée au développement de ces nouveaux théranostiques. Deux 

complexes d’or vectorisables ont ainsi pu être synthétisés (Figure 97). À ce jour, ces composés 

n’ont pas encore été bioconjugués. La synthèse de ces composés ne sera pas détaillée ici, ces 

travaux étant en cours au jour de l’écriture de ces lignes. 

 
Figure 97. Structures des deux complexes d’or azaBODIPYs vectorisables synthétisés. 
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 Vers un nouveau concept de théranostiques 

Les théranostiques s’avèrent être des outils puissants pouvant permettre de déterminer le devenir 

cellulaire et les mécanismes d’action d’agents thérapeutiques. Une limitation majeure est 

cependant à souligner. En cas de rupture de la liaison entre l’agent d’imagerie et le fragment à 

visée thérapeutique, le signal récupéré ne correspond alors plus à l’objet à étudier, mais 

seulement à la sonde. 

 

Afin d’aborder cette problématique, est apparue l’idée de synthétiser de nouvelles sondes ayant 

la capacité de répondre à la rupture de cette liaison. Dans le cas des fluorophores, cette réponse 

peut s’opérer de plusieurs façons, telle qu’une diminution drastique du rendement quantique, 

ayant pour effet « d’éteindre » la sonde, ou par un changement de longueur d’onde d’émission.  
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 Etat de l’art 

 Notion d’intelligence 

L’intelligence d’une sonde est définie par sa capacité à fournir une information sur l’évolution in 

situ d’un paramètre biologique ou chimique. Il peut alors s’agir d’un changement de pH, de la 

présence d’une espèce chimique (molécule, ion…), d’une interaction biomoléculaire ou encore de 

la modification structurale de la sonde elle-même. Une sonde est alors dite intelligente lorsque 

son signal est directement affecté par modification du milieu dans lequel elle évolue. 

 

Les différentes modalités d’imagerie disponibles peuvent donner lieu au développement de 

sondes intelligentes, qu’il s’agisse de l’IRM243,244 ou d’une imagerie impliquant un radioélément.245 

Mais le principe d’une sonde présentant un signal modulé par son environnement a surtout été 

exploité dans le cas des fluorophores. Ainsi, dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons 

spécifiquement aux sondes intelligentes fluorescentes. 

 

En ce qui concerne les sondes intelligentes mettant en jeu un fluorophore, trois concepts 

différents doivent être définis clairement. D’une part, il peut s’agir d’une sonde de type 

« capteur », dont la fluorescence est généralement régie par un mode off/on (Figure 98). Dans ce 

cas, l’intérêt est de créer une sonde profluorescente, c’est-à-dire ayant la capacité d’activer sa 

fluorescence en présence d’une espèce en particulier dans le milieu dans lequel évolue le capteur. 

 
Figure 98. Représentation schématique d'un capteur fluorescent. 

Il est également possible de créer des sondes on/off. Ces sondes sont peu intéressantes pour la 

détection d’espèce car la perte de signal n’est pas systématiquement due à la détection de 

l’espèce souhaitée. À l’inverse, elles sont particulièrement intéressantes pour s’assurer de 

l’intégrité d’un composé. Dans ce cas, la fluorescence sera inhibée par une perte d’un groupement 

d’intérêt situé sur le fluorophore (Figure 99). Contrairement aux théranostiques classiques pour 

lesquels la perte éventuelle du groupement d’intérêt n’est pas signalée par le fluorophore (on ne 

sait alors pas si le fluorophore observé comporte encore ou non le groupement d’intérêt), ces 

sondes on/off peuvent alors répondre à cette principale lacune par une désactivation de leur 

fluorescence en cas de perte du fragment d’intérêt. Ainsi, la fluorescence observée ne concerne 

alors que le théranostique intact. 
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Figure 99. Représentation schématique d'une sonde intelligente on/off. 

Enfin, un troisième type de sonde existe, à savoir les sondes bi ou multicolores, dont la détection 

du phénomène tel qu’un relargage d’un principe actif induit un changement de couleur de 

fluorescence (Figure 100). L’avantage de ces sondes est double : elles permettent de suivre la 

sonde tout au long de son évolution in situ, tout en ayant une information sur l’intégrité de la 

sonde. Le changement de couleur (i.e. déplacement du maximum d’émission) doit être suffisant 

pour permettre une détection par les outils d’imagerie actuels in vivo (de l’ordre de 30 nm 

minimum, valeur informative qui nous a été avancée par la société Fluoptics). Ce changement de 

longueur d’onde de fluorescence serait alors dû à une augmentation ou une diminution de l’écart 

énergétique entre la LUMO et HOMO de la sonde, provoquée par la perte du principe actif. 
 

 
Figure 100. Représentation schématique d’une sonde intelligente multicolore. 

 Applications des sondes fluorescentes intelligentes 

Le caractère intelligent d’une sonde fluorescente peut être exploité pour une multitude 

d’applications. 

 

Certains groupes ont ainsi développé des fluorophores dont l’objectif est d’imager spécifiquement 

les cellules tumorales. Dans ce cas, la stratégie est d’utiliser une sonde dont la fluorescence peut 

être activée par un ou plusieurs paramètres physiologiques une fois internalisée au sein des 

cellules tumorales. Ainsi, le groupe d’Urano a développé un dérivé de BODIPY L39 vectorisé 

pouvant être internalisé au sein de cellules tumorales (Figure 101).246 Le pH plus acide, de l’ordre 

de 5-6, au sein du lysosome ou des endosomes provoque alors une modification structurale du 

fluorophore, activant ainsi la fluorescence. Une étude photophysique des composés à pH variable 

montre qu’une augmentation de pH induit une extinction complète de la fluorescence, le 

rendement quantique passant ainsi de 55 % à moins de 1 %. 
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Figure 101. A : Représentation schématique de l'utilisation de sondes pH-activables pour une imagerie de cellules 

tumorales. B : Réponse du rendement quantique des diverses sondes et d’un composé contrôle (ne présentant 

pas d’amine sur le phényle en position méso) à une variation de pH. C : Structure générale de la sonde sous forme 

inactivée (L39a-d) et activée (L40a-d). Adapté de Asanuma et al.246 

D’autres groupes tels ceux de Kobayashi ou de Bogdanov se sont quant à eux intéressés à 

l’exploitation de la présence d’enzymes au sein des cellules dont l’action sur la sonde active la 

fluorescence.247,248 L’intérêt apporté par de telles sondes est une amélioration significative du 

rapport signal/bruit, pouvant être d’un grand intérêt pour une application en chirurgie assistée 

par fluorescence.249 

 

Le caractère intelligent peut également traduire la faculté d’une sonde à mettre en valeur un 

processus cellulaire tel l’apoptose, permettant ainsi d’étudier plus en profondeur les mécanismes 

déclenchant de tels phénomènes.250 D’autres processus physiologiques cellulaires tels que 

l’activité enzymatique peuvent également être imagés par l’utilisation de sondes intelligentes.251 

 

L’intelligence d’une sonde peut également être reflétée par sa capacité à changer de 

comportement en fonction d’espèces avec lesquelles elle est mise en contact. Dans ce cas, on 

parle alors de « capteur ». L’objectif de ces sondes est alors de détecter la présence d’une espèce 

en particulier. En ce qui concerne l’utilisation de fluorophores de la famille des BODIPYs, un large 

panel de systèmes ont ainsi été développés dans les vingt dernières années, que ce soit pour la 

détection d’ions métalliques252–267 ou pour la détection de molécules ioniques ou neutres.268–270  

Certains auteurs ont également reporté des systèmes sensibles aux UV271,272 ou au pH.273–275 

L’utilisation de ces systèmes en tant que capteurs est très prometteuse et de potentielles 

applications dans le domaine biologique, en particulier la détection d’ions métalliques dans les 

cellules, ont déjà été signalées.252,257,261 De tels détecteurs d’ions peuvent s’avérer très spécifiques 

de la cible pour laquelle ils sont conçus. Plusieurs auteurs ont montré que cela peut être utilisé 

pour divers ions, tels que Zn(II)255 pour L42, Cu(II),257 Hg(II),264 Ca(II)265 et que les sondes ainsi 
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synthétisées sont spécifiques de ces ions. Bozdemir et al. ont également créé un système de type 

porte logique L43, dont l’intensité de la fluorescence est modulée par la présence simultanée dans 

un même milieu des ions Hg(II), Zn(II) et/ou Ca(II) (Figure 102).270 

 
Figure 102. Exemples de sondes off/on fluoresçant en présence d'ions mercuriques,252 d’ions zinciques255 ou en 

présence simultanée d’ions mercuriques, zinciques et/ou calcium.270 Les graphes représentant la réponse de 

l’intensité de fluorescence en présence d’ions mercuriques pour L41 ou d’ions zinciques pour L42 sont adaptés 

respectivement de Vedamalai et al.252 et de Koutaka et al.255 L’impact sur l’intensité de fluorescence de la réponse 

de type porte logique de L43 est adapté de Bozdemir et al.270 

Récemment, Zuo et al. ont développé un nouvel azaBODIPY capable de détecter sélectivement les 

ions Cu(II) (Figure 103).276 Le comportement de ce système est de type on/off, la fluorescence 

étant quenchée lors de l’ajout d’ions cuivriques. L’un des intérêts majeurs à ce système est que la 

sonde est capable d’émettre dans le proche infrarouge avec un maximum en émission de 838 nm 

dans le dichlorométhane. 
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Figure 103. Sonde on/off développée par Zuo et al. Le graphe représentant la réponse de l’intensité de 

fluorescence en présence d’ions cuivriques est adapté de Zuo et al.276 

Une autre approche des sondes off/on peut être celle impliquant le développement de 

prodrogues, une prodrogue étant un composé inactif qui est métabolisé in vivo en un composé 

actif. Dans ce cas, l’objectif est de créer un tandem sonde-prodrogue, pour lequel le relargage de 

la prodrogue (qui passe alors sous sa forme activée) induit l’apparition de la fluorescence de la 

sonde. 

 

L’équipe de Lee et al. a ainsi développé une sonde vectorisée par un peptide RGD, combinant un 

napthalimide profluorescent à une prodrogue camptothécine (CPT) par le biais d’un pont disulfure 

clivable en présence de GSH (Schéma 19).277 La camptothécine et ses dérivés sont des alcaloïdes 

connus pour avoir une action cytotoxique sur les cellules par action sur la topoisomérase I.278,279 

Cependant, leur forte toxicité est un frein pour la thérapie.280 Afin de contourner ce problème, 

une stratégie étudiée aujourd’hui consiste en l’utilisation d’une sonde permettant le transport 

d’une prodrogue de la camptothécine (non toxique) jusqu’à sa cible, relarguant alors le principe 

actif. 

 
Schéma 19. Action de la GSH sur la sonde L45 composée d’une prodrogue de la camptothécine (rouge), d’une 

sonde profluorescente (bleue), d’un vecteur RGD (vert) et d’un pont disulfure (orange) clivable. 
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Le composé L45 est supposé être internalisé par endocytose de par la présence du peptide RGD. 

Les travaux de Lee et al. ont ainsi pu montrer que l’action de la GSH est à l’origine du relargage de 

la camptothécine. 

 

Cependant, les fluorophores utilisés restreignent souvent l’utilisation de ces composés à des 

études in vitro, leur domaine de fluorescence étant situé en deçà de la fenêtre de transparence 

optique. Certaines équipes se sont alors focalisées sur l’étude de sondes amenant à une émission 

dans le NIR. L’utilisation de dérivés de cyanines ou encore de dicyanométhylène s’est montrée 

particulièrement probante, permettant d’atteindre un rapport signal/bruit élevé.281,282 Certains 

travaux ont également porté sur l’utilisation de BODIPYs et d’azaBODIPYs pour une utilisation en 

tant que sonde intelligente.130,283 Ainsi, en 2013, l’équipe de Kim a développé un dérivé 

d’azaBODIPY permettant de repérer l’activation de la prodrogue de gemcitabine lors de l’action 

de la GSH (Schéma 20). Dans ce cas, le composé obtenu n’est pas à proprement parler une sonde 

off/on, l’azaBODIPY étant faiblement fluorescent avant relargage de la prodrogue. L’inconvénient 

est que par rapport à une véritable sonde off/on, le contraste entre moins marqué, pouvant 

amener à un marquage moins précis. Pour ce composé, par action du dithiothréitol, l’intensité de 

fluorescence de l’azaBODIPY double à 720 nm. Cette étude a pu montrer que le composé L46 est 

spécifique des cellules tumorales exprimant des récepteurs à biotine et que l’internalisation par 

endocytose permet un relargage du principe actif. 

 
Schéma 20. A : Action de la GSH sur la sonde intelligente L46 composée d’une prodrogue de la gemcitabine 

(rouge), d’une sonde profluorescente azaBODIPY (bleue), d’un vecteur biotine (vert) et d’un pont disulfure 

(orange) clivable. B : Évolution temporelle de l’intensité de fluorescence lors du traitement de L46 (10 µM) en 

présence de 5 mM de DTT (analogue de la GSH). C : Évolution temporelle de l’intensité de fluorescence à 720 nm 

de L46 et de L46 en présence de DTT. Adapté de Bhuniya et al.130 
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Cependant, l’inconvénient majeur à ces composés concerne le manque d’information sur le 

comportement de la sonde avant relargage du principe actif. En effet, une zone d’ombre persiste 

à ce niveau, le tandem sonde-prodrogue étant invisible de par l’absence de fluorescence. Les 

informations de pharmacocinétique ou de biodistribution ne sont alors pas accessibles. C’est 

pourquoi, certains groupes se sont focalisés ces dernières années sur le développement de 

théranostiques fluorescents intelligents, pour lesquels un suivi in situ est possible à tout instant. 

De même que pour les théranostiques classiques, il faut garder à l’esprit qu’un théranostique 

intelligent résultant du couplage entre une sonde et un principe actif présente des caractéristiques 

pharmacocinétiques qui lui sont propres et qui devront être déterminées. Néanmoins, toutes les 

stratégies utilisées pour influencer la fluorescence des capteurs pourront être avantageusement 

exploitées pour la conception d’agents théranostiques intelligents. 

 Vers des théranostiques fluorescents intelligents 

Un intérêt considérable est porté au développement de nouveaux agents thérapeutiques 

anticancéreux. Les limites des traitements actuels (effets secondaires, inefficacité des traitements 

chez certains patients…) poussent les laboratoires à tenter d’améliorer les systèmes développés 

actuellement. Ce travail d’optimisation des thérapies actuelles se heurte au fait que les 

mécanismes régissant le caractère cytotoxique ne sont pour la plupart que peu voire pas connus. 

Un travail de compréhension approfondi des mécanismes d’action des principes actifs a été initié 

depuis une quinzaine d’années par le développement d’agents théranostiques, comme nous 

avons pu le voir en partie 1.1. Ces travaux ont pu montrer tout l’intérêt de coupler un principe 

actif à une sonde, permettant dans certains cas de mettre en lumière des mécanismes encore 

insoupçonnés. Avec l’avènement des théranostiques, de nouveaux questionnements ont vu le 

jour. Une curiosité particulière est portée sur l’identification du lieu (organelle, cytoplasme…) et 

du moment où le principe actif est relargué sur sa cible dans le cas d’une prodrogue, mais 

également sur l’intégrité du théranostique in vitro et in vivo dans le cas où il n’y a pas besoin 

d’activation du composé. De telles questions ne peuvent pas être abordées par l’utilisation de 

théranostiques fluorescents classiques, dont la fluorescence continue ne donne pas d’indications 

autres que sur le positionnement du fluorophore. 

 

Les théranostiques intelligents visent donc à répondre à cette nouvelle problématique. 

L’intégration d’une réponse, sous forme d’un changement au niveau du signal de fluorescence 

émis, à une modification de l’environnement du théranostique (tel que la perte du fragment à 

visée thérapeutique) peut apporter de nouveaux éléments sur leur comportement in situ. 

 

Les dérivés de platine(II) sont les anticancéreux les plus utilisés aujourd’hui.284 Leur toxicité et 

effets secondaires sont cependant des freins à leur utilisation et de nombreuses équipes 

travaillent à leur optimisation. Un intérêt particulier a été porté sur le développement de 

prodrogues de platine(IV), moins toxiques avant réduction en platine(II), pouvant réduire les effets 

indésirables de ces anticancéreux et améliorer leur tolérance par les patients.285 Les mécanismes 

impliqués dans la réduction de ces complexes ne sont cependant pas élucidés à ce jour et 

l’utilisation de théranostiques intelligents peut alors permettre d’apporter des éléments de 

réponse.286 
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Le groupe de Liu a ainsi développé plusieurs systèmes permettant de détecter le lieu et le moment 

où le complexe de platine(IV) est réduit in situ en platine(II).287–289 L’un de ces théranostiques, basé 

sur un système incorporant un fluorophore dont l’émission est régie par l’agrégation, s’est révélé 

particulièrement utile pour suivre l’activation du principe actif dans les cellules.287 Un système 

similaire a également permis de visualiser, à la suite de l’action cytotoxique du platine(II), le 

déclenchement de l’apoptose grâce à l’activation du fluorophore par action de la caspase 3, 

produite lors de l’apoptose.288 Un système très élégant a pu être développé par ce même groupe. 

Le théranostique contenant la prodrogue peut alors être suivi in situ par fluorescence, le lieu et 

moment du relargage du principe actif étant alors marqué par l’activation de la fluorescence d’un 

second fluorophore. Ce système se base sur l’exploitation de l’effet FRET (Figure 104).289 Le 

fluorophore jouant le rôle d’accepteur dans le couple FRET est ici la doxorubicine, qui permet de 

détecter la réduction du complexe de platine, tout en jouant le rôle d’un second agent 

thérapeutique. 

 
Figure 104. A : Théranostique intelligent L47 composé d’une prodrogue de platine(IV) (rouge), d’une sonde 

profluorescente tétraphényle (bleue), d’une sonde fluorescente (violet) et d’un vecteur dérivé de RGD (vert). 

B : Représentation schématique de l’impact de la réduction intracellulaire du platine(IV) en platine(II). 

L’intérêt d’un tel système est de révéler la pharmacocinétique du théranostique in situ, qui restait 

alors inconnu dans le cas de sondes off/on ne présentant qu’un seul fluorophore. 

 

Au sein de notre équipe, la notion de théranostique intelligent a été abordée par la synthèse et 

l’étude de coumarines phosphines.239 Ces travaux ont permis de montrer que la cytotoxicité de 

ces composés provient du complexe phosphine-or et non d’un produit de dégradation. Afin de 

déterminer cela, une sonde intelligente type off/on a été développée, dont la fluorescence dépend 

de la liaison P-Au (Figure 105). Cette étude a alors pu démontrer que le complexe L48 reste intact 

jusqu’à 48 h in vivo chez le poisson-zèbre, la forte fluorescence observée et la stabilité de son 
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intensité étant alors des témoins de l’intégrité de la liaison P-Au. La cytotoxicité de ce composé a 

pu être évaluée in vitro sur lignées de cellules cancéreuses humaines du côlon (SW480 et HCT116) 

et sur cellules cancéreuses humaines mammaires (MDA-MB-231 et MCF7), révélant des valeurs 

d’IC50 selon les lignées étudiées variant entre 30 µM et 50 µM. 

 
Figure 105. Coumarine théranostique (L47) et sonde décomplexée (L48) développées par notre laboratoire.239 

Cependant, le développement de sondes off/on présente un inconvénient majeur qui réside dans 

le manque d’information sur l’emplacement et l’état de la sonde in situ avant activation de la 

fluorescence. De même, dans le cas d’une sonde on/off, il n’est pas possible de faire la différence 

entre un passage en mode off et une éventuelle dégradation de la sonde. Au-delà de ce concept 

de sonde intelligente, on perçoit alors le besoin de développer des agents thérapeutiques pouvant 

être suivi à tout instant in situ et dont l’intégrité serait renseignée par la sonde qui y est greffée. Il 

est alors nécessaire de penser à un nouveau type de sondes intelligentes qui répondrait aux 

lacunes des sondes on/off ou off/on : les sondes bi(multi)colores. À l’aide d’une plateforme 

fluorescente capable de changer de longueur d’émission en fonction de son environnement, il 

serait alors possible de déterminer la pharmacocinétique, la biodistribution du composé, mais 

aussi et surtout de confirmer – ou non – son intégrité lors de son évolution in vivo. À plus long 

terme, il pourrait être possible de déterminer s’il y a interaction ou non avec certaines enzymes. 

 

Dans l’optique de s’orienter vers ce genre de théranostiques intelligents multicolore, ou plus 

précisément, de concevoir un système de suivi du relargage d’un principe actif,  l’équipe de Zhu a 

publié en 2016 le composé L50, dont la longueur d’onde d’émission est modulée par la présence 

de la prodrogue de camptothécine (Figure 106).290 

 

Les propriétés photophysiques du composé ont pu être évaluées et ont montré un comportement 

dual de la sonde spécifique de l’action de la GSH. Lors de l’ajout de GSH, un déplacement 

hypsochrome (déplacement vers de plus faibles longueurs d’ondes) du maximum d’émission est 

noté, l’intensité de fluorescence dans le NIR-I (λex = 825 nm) diminuant et laissant place à 

l’apparition d’un signal intense à 650 nm. Ceci témoigne alors du relargage du principe actif. 

 

Afin de vectoriser le composé lors des tests in vivo, celui-ci est encapsulé au sein de nanoparticules 

de polyéthylène glycol-acide polylactique (PEG-PLA), dont l’utilisation clinique est approuvée en 

Corée du Sud.291 Après une rapide distribution du théranostique dans le corps entier de la souris 

(15 min), une activation du principe actif est visible 4 h post-injection. Cette activation est réalisée 

dans tous les organes comme en attestent les études ex vivo. La tumeur étant cependant le lieu 

où l’activation du principe actif a été la plus durable, un signal fluorescent à 650 nm étant mesuré 
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jusqu’à après 24 h. La forte concentration de GSH au sein des cellules tumorales (certaines études 

montrant des concentrations jusqu’à dix fois supérieure à celle des cellules normales292,293) est 

probablement à l’origine de cette activation prolongée et intense au sein de la tumeur. 

 

La principale limitation de ce système étant l’activation de la sonde au sein de la totalité des 

organes, l’équipe de Zhu a ainsi développé par la suite un système multicolore nécessitant à la fois 

une activation par une variation de pH et par action de la GSH.294 Ce système de type porte logique 

a permis de réduire l’activation parasite au sein d’autres organes, permettant une sélectivité plus 

élevée pour la tumeur. 

 

Les travaux de Zhu mettent en valeur l’intérêt que peuvent avoir les sondes multicolores pour 

l’étude et la compréhension des mécanismes impliqués dans l’action d’antitumoraux organiques. 

 
Figure 106. (A) Théranostique intelligent multicolore L50 composé d’une prodrogue de camptothécine (rouge), 

d’une sonde fluorescente cyanine (bleue) et d’un pont disulfure (orange) clivable en présence de GSH. (B, C) 

Spectres d’émissions lors du titrage d’une solution à 5 µM de L50 dans un mélange DMSO/PBS (4:6, pH = 7,4) par 

une solution de GSH (0 à 250 µM) à 37 °C. Les spectres sont réalisés 15 min après ajout de GSH. (D) Distribution 

in vivo des nanoparticules chargées en prodrogue après injection intraveineuse de 5 µmol/kg. La fluorescence en 

vert indique que la prodrogue est intacte (λex = 750 nm), une fluorescence rouge témoigne de l’activation du 

principe actif (λex = 530 nm). (E, F) Distribution ex vivo 4 h et 24 h après injection intraveineuse de la prodrogue. 

Adapté de Ye et al.290 



Chapitre 2. Des azaBODIPYs théranostiques aux sondes intelligentes 

122 

 

À ce jour cependant, aucun théranostique intelligent multicolore dédié à l’étude de principes actifs 

métalliques n’a été publié. Un véritable intérêt pour de tels composés existe cependant. Ils 

permettraient alors le suivi d’un principe actif, tout en ayant des informations sur l’intégrité de 

l’ensemble sonde/principe actif. Apparait alors ici une véritable nécessité de développer de 

nouveaux théranostiques dédiés à l’étude du comportement in vitro et in vivo d’agents 

thérapeutiques métalliques. 

 But du projet 

Nombre de composés théranostiques ont pu être développés jusqu’à aujourd’hui. Cependant, 

pour la grande majorité des cas, il n’est pas possible de savoir si, in situ, le principe actif est 

toujours attaché à la sonde ou non. En effet, même si des tests de stabilité en milieu physiologique, 

sérums… sont réalisés, il est impossible de simuler la complexité et la variété des milieux 

biologiques, en particulier in vivo. Ce point induit donc une incertitude, et c’est avec l’objectif de 

combler cette lacune que des sondes intelligentes de type on/off ont été développées. Dans ce 

cas, le composé fluorescent suivi in situ est alors bien le tandem sonde-principe actif intact. 

Apparaissent cependant d’autres limitations inhérentes à ce genre de sondes. 

 

Il est en effet impossible de différencier un relargage du principe actif (dans le cas d’une 

prodrogue), d’une dégradation ou d’une excrétion du composé. Il n’est pas non plus possible de 

suivre le devenir de la partie thérapeutique une fois que la liaison entre celle-ci et la sonde est 

rompue. Ce manque d’information quant à la stabilité, l’intégrité et le devenir du théranostique a 

alors mené à la naissance du concept d’un nouveau type de sonde qui permettrait non seulement 

de déterminer si le principe actif est relargué, mais également d’être informé à tout moment de 

l’intégrité de la sonde. 

 

Le concept d’un théranostique intelligent basé sur l’exploitation d’une sonde multicolore 

réagissant à son environnement répond à cette problématique. Par cette capacité à changer de 

longueur d’onde d’émission en réponse à une modification environnementale, une telle sonde 

peut théoriquement permettre, en plus du suivi de la molécule in vivo, de renseigner sur l’intégrité 

et le devenir de la partie thérapeutique. 

 

Dans le cadre de ces travaux de thèse, nous avons décidé de nous focaliser sur la synthèse d’un 

théranostique multicolore basé sur un tandem azaBODIPY-complexe métallique, pour lequel une 

modification de l’environnement du fluorophore induirait un changement significatif du maximum 

de longueur d’onde d’émission (Figure 107). 
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Figure 107. Représentation schématique de l’objectif visé pour le développement d’azaBODIPYs théranostiques 

métalliques intelligents. 

Pour réaliser cela, nous avons ciblé un azaBODIPY porteur de groupements capables de chélater 

un centre métallique. Afin que la présence du centre métallique puisse avoir une influence 

significative sur les propriétés photophysiques du fluorophore (permettant un changement de 

couleur lors de la perte du métal), nous nous sommes intéressés à la synthèse de molécules pour 

lesquelles le ligand est directement conjugué au cœur azaBODIPY. L’extension du système 

conjugué du fluorophore, ainsi que l’introduction de groupements d’effets électroniques variés, 

est à l’origine d’un effet dit « push-pull », qui va modifier les propriétés photophysiques de 

l’azaBODIPY.295 En ce qui concerne la partie chélatante, nous avons en particulier investigué la 

2-phénylpyridine ainsi que la 2,2’-bipyridine qui, comme cela sera plus amplement abordé dans la 

suite de ce chapitre, sont d’excellents chélatants pour un large panel de centres métalliques. Pour 

les métaux, nous nous sommes en particulier focalisés sur l’or, le ruthénium, l’iridium et le cuivre, 

pour lesquels les propriétés thérapeutiques sont bien connues.218,296–298 
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 Développement d’azaBODIPYs théranostiques intelligents 

 Cibles moléculaires 

Comme cela a été précisé précédemment, nous nous sommes focalisés dans cette partie sur deux 

types de ligands pour la chélation des métaux : la 2-phénylpyridine et la 2,2’-bipyridine. La 

2-phénylpyridine est un ligand intéressant pour l’introduction de métaux, qu’il s’agisse de 

l’or,299,300 du ruthénium,301,302 ou encore du platine.303,304 De même, la 2,2’-bipyridine est connue 

pour sa capacité à chélater de nombreux métaux tels que le cuivre, le ruthénium, le platine, 

l’iridium ou encore l’osmium.303,305–307 

 

Nous avons opté initialement pour la chélation de l’or à la 2-phénylpyridine (Figure 108). L’intérêt 

de ce ligand est sa conjugaison directe avec le cœur du fluorophore, pouvant ainsi impacter les 

propriétés photophysiques du fluorophore lors de la complexation d’un centre métallique. 

 
Figure 108. Déplacement bathochrome (vers de plus hautes valeurs de longueur d’onde) du maximum d’émission 

par complexation de la sonde à l’or. 

 Calculs théoriques 

Les calculs théoriques ont été réalisées à l’ICMUB par le Pr Fleurat-Lessard, le Dr Ponce-Vargas et 

Florent Desroches. 

 

L’objectif des calculs théoriques réalisés ici est de déterminer s’il est possible de prédire l’impact 

de la présence ou non d’un ou plusieurs atomes métalliques sur les propriétés photophysiques du 

fluorophore. Pour cela, notre objectif a été de synthétiser une petite famille de dérivés 

d’azaBODIPYs et de comparer leurs propriétés photophysiques expérimentales à celles calculées 

théoriquement. Dans le cas où les résultats des simulations de chimie quantique seraient en bon 

accord avec les valeurs expérimentales, nous serions dans la capacité de déterminer quelles 

molécules pourraient présenter des caractéristiques intéressantes avant même de les avoir 

synthétisées. Ceci permettrait un gain de temps conséquent au laboratoire, nous permettant de 

nous consacrer uniquement à la synthèse des molécules ayant donné des résultats probants par 

les calculs. Dans le cas des travaux présentés ici, l’objectif est de synthétiser des composés dont 

la perte du ou des centres métalliques situés sur le fluorophore induirait un déplacement du 

maximum de longueur d’onde en émission de l’ordre de 30 nm. Une première série de composés 

dont la synthèse a été envisagée au laboratoire ont ainsi été étudiés théoriquement. 
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Nous avons utilisé la méthode de calcul développée par l’équipe de Jacquemin qui couple deux 

approches.308 Dans un premier temps, nous utilisons une approche DFT dépendante du temps 

(time-dependant density functional theory : TD-DFT) dont l’objectif est d’obtenir la géométrie des 

molécules tout en tenant compte des effets de solvant au niveau excité. Pour cette méthode, 

plusieurs types d’approches peuvent être utilisées pour modéliser les effets de solvants sur la 

densité de l’état excité telles LR (linear response), cLR (corrected linear response) ou encore SS 

(state-specific). Dans le cadre d’études sur des BODIPYs ou azaBODIPYs, ces trois méthodes de 

traitement du solvant au niveau excité ont été étudiées et leur justesse par rapport aux résultats 

expérimentaux a été évaluée (Figure 109).308,309 

 

Cependant, les méthodes TD-DFT ne sont pas adaptées pour traiter une partie de l’énergie 

d’excitation. Ainsi, dans une deuxième étape, nous utilisons des méthodes plus précises telles que 

SOS-CIS(D) qui permettent de calculer l’énergie d’excitation plus précisément, ce qui est 

nécessaire dans le cas de fluorophores. 

 
Figure 109. Comparaison entre méthodes cLR-SOS-CIS(D), SS-SOS-CIS(D) et LR-SOS-CIS(D) lors d’une étude sur 

une famille de BODIPYs. La ligne centrale représente une correspondance parfaite entre résultats expérimentaux 

et théoriques. Adapté de Ponce-Vargas et al.309 

Deux facteurs principaux, permettent de renseigner sur la justesse des résultats avancées par les 

calculs théoriques. D’une part, la correspondance entre résultats théoriques et expérimentaux est 

indiquée par la déviation moyenne absolue (MAE) des valeurs calculées par rapport aux résultats 

expérimentaux (sur le graphe en Figure 109, une déviation nulle correspond à un point situé sur 

la diagonale, témoignant d’une excellente correspondance entre résultats théoriques et 

expérimentaux). Le second facteur à prendre en compte est la corrélation expérience/théorie 

traduite par la valeur du coefficient directeur de la droite des valeurs théoriques obtenues. 

 

Les méthodes SS-SOS-CIS(D) et LR-SOS-CIS(D) donnent toutes deux des déviations moyennes 

absolues faibles de respectivement 0,074 eV et 0,057 eV par rapport aux résultats expérimentaux, 

ainsi que des corrélations aux résultats expérimentaux, traduites par des valeurs de r² de 0,965 et 

0,959 respectivement. Ces corrélations sont moins bonnes que pour la méthode cLR-SOS-CIS(D), 

pour laquelle r² = 0,978. Une correction des résultats donnés par cLR-SOS-CIS(D) est cependant 
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nécessaire afin de compenser la surestimation des valeurs traduite par une MAE de 0,112 eV. Une 

valeur de MAE proche de 0,1 eV est jugée comme étant particulièrement satisfaisante, les erreurs 

lors de calculs avec une méthode TD-DFT étant de l’ordre de 0,2-0,3 eV pour des fluorophores.309 

Ainsi, la méthode cLR-SOS-CIS(D) a été choisie pour la réalisation des calculs théoriques présentés 

dans la suite de ce chapitre. 

 

L’étude s’est portée initialement sur un premier set de fluorophores azaBODIPYs. Nous nous 

concentrerons ici sur les dérivés comportant un ligand 2-phénylpyridine, qui a été choisi pour ses 

capacités de complexation de certains métaux. Deux positions du ligand sur le cœur azaBODIPY 

ont été étudiées afin de déterminer le dérivé présentant potentiellement le plus grand 

déplacement de fluorescence lors de la métallation (Figure 110). Le solvant considéré a été le 

DMSO. 

 
Figure 110. Résultats des calculs théoriques montrant l’impact de la métallation de la 2-phénylpyridine sur les 

maximums en absorption (bleu) et émission (noir) de deux azaBODIPYs complexés en position 1,7 (A’) ou 3,5 (B’). 

L’écart prononcé de 50 nm entre les maximums d’émission des molécules A et B est à souligner. 

Ce phénomène a été reporté en 2014 par Jiao et al., dont les travaux mettent en lumière l’effet 

bathochrome de l’introduction de groupements aux effets électroniques différents en positions 

1,7 et 3,5 du cœur azaBODIPY (Figure 111).295 

 
Figure 111. Maximums en absorption et émission dans le chloroforme des composés L51 et L52 décrits par Jiao 

et al.295 Les composés ont été excités à 670 nm. 
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De plus, il semble que l’introduction d’un métal sur le composé B, dont le ligand se situe en 

position pyrrolique 3,5, n’a que peu d’impact sur la longueur d’onde maximale d’émission. Il faut 

cependant garder à l’esprit que ces valeurs comportent des incertitudes, représentées par la 

valeur de la MAE. Dans le cas de l’étude sur les azaBODIPYs, une incertitude de 11 nm est mesurée. 

Ainsi, pour la molécule B, la MAE est trop élevée pour que des conclusions, à ce stade de l’étude, 

puissent être tirées. 

 

Pour ces deux raisons, la molécule B n’a pas été retenue pour la suite de ce projet. En revanche, 

pour le composé A, dont le ligand est situé en position 1,7, un déplacement bathochrome de 

21 nm est noté. Ce déplacement en émission peut être exploité pour le développement d’une 

sonde multicolore, dont la perte du métal serait ainsi clairement marquée.  

 

Les résultats préliminaires apportés par les calculs théoriques nous ont donc orientés vers la 

synthèse du composé A. 

 Synthèse par couplage de Suzuki sur l’azaBODIPY 1,7-(2-bromophényle) 

Stratégie de synthèse 

Nous avons décidé de synthétiser le dérivé de 2-phénylpyridine à partir de l’azaBODIPY 

1,7-(2-bromophényle). L’intérêt de ce composé est qu’il présente deux positions bromées pouvant 

être engagées dans une réaction de couplage permettant la formation du ligand 2-phénylpyridine. 

L’objectif est ensuite d’améliorer la solubilité du composé par l’introduction de bras 

hydrosolubilisants sur l’atome de bore. Enfin, la métallation des ligands doit permettre d’obtenir 

la sonde désirée (Figure 112). 

 
Figure 112. Synthèse envisagée pour l’obtention de la sonde intelligente azaBODIPY-or. 

Synthèse de l’azaBODIPY 1,7-(2-bromophényle) 

L’azaBODIPY di-bromé a été synthétisé et décrit par le Dr Pliquett. La synthèse de ce composé est 

possible à l’échelle du gramme avec un rendement global de 14 %. La synthèse en quatre étapes 

pour l’obtention du composé 29 est similaire à celle de l’azaBODIPY 4 précédemment décrit 

(Schéma 21). Une première étape de crotonisation en milieu basique nous a permis d’obtenir 

l’énone 26. L’addition de Michael a ensuite été réalisée en présence de diéthylamine en tant que 

base, menant à la formation de 27, composé non isolé. La formation de l’azadipyrrométhène 28 a 

été réalisée dans l’éthanol en présence d’un large excès d’acétate d’ammonium, le composé étant 

isolé par précipitation. L’introduction du bore a ensuite été réalisée en présence de 12 équivalents 
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de DIPEA et de 12 équivalents d’éthérate de trifluorure de bore et nous permet, après passage du 

brut réactionnel sur plug de silice, d’isoler l’azaBODIPY 29. 

 
Schéma 21. Synthèse du précurseur azaBODIPY BF2 29. 

Introduction d’un ester boronique sur l’azaBODIPY 1,7-(2-bromophényle) 

Nous avons tout d’abord décidé d’introduire un ester boronique sur l’azaBODIPY 29. L’intérêt 

étant que la synthèse d’un tel dérivé d’azaBODIPY permettrait par la suite de greffer une grande 

variété de ligands par couplage de Suzuki. Pour cette réaction, nous nous sommes inspiré des 

travaux de l’équipe de Miyaura qui décrit l’introduction d’un pinacolborane sur un aryle halogéné 

par catalyse au palladium.310 Dans notre cas, nous avons tenté d’introduire un ester boronique sur 

chaque position bromée (Schéma 22). Cette réaction a été réalisée en présence de quantités 

catalytiques de PdCl2(dppf)-DCM. Le choix d’une base faible telle KOAc est basé sur l’observation 

de Ishiyama et al. concernant le risque que le produit de la réaction de couplage puisse réagir sur 

le dérivé bromé lors de l’utilisation d’une base plus forte telle K2CO3. 

 
Schéma 22. Tentative d’introduction d'un ester boronique sur l'azaBODIPY 29. 

Le suivi de cette réaction a été réalisé par RP-HPLC-MS et deux observations peuvent être faites. 

Dès 30 minutes de réaction, nous avons observé l’apparition du dérivé déboré. De plus, après 9 h 

à 80 °C, une multitude de signaux était alors visible, attribuable au dérivé déboré (majoritaire) et 

à des produits de dégradation. La conclusion la plus probable pour un tel résultat est que 

l’instabilité du bore lors de la réaction empêche le couplage d’avoir lieu. 

 

Cette réaction a également été tentée avec deux bromophényles en position 3,5 sur le cœur 

azaBODIPY, dans les mêmes conditions que celles décrites précédemment (Schéma 23). Le 

composé 31 utilisé pour cette réaction a été synthétisé par le Dr Pliquett. 
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Schéma 23. Tentative d’introduction d’un ester boronique sur l’azaBODIPY 31. 

De même, la réactivité des atomes de brome semble très faible et, dans les conditions décrites 

par Ishiyama et al., seule une déboration partielle du réactif est observée en CCM. 

 

Réaction d’un ester boronique sur l’azaBODIPY 1,7-(2-bromophényle) 

Afin de palier l’obstacle rencontré lors de la tentative d’introduction de l’ester boronique, nous 

avons tenté une autre approche consistant à faire réagir les positions Ph-Br sur un ester 

boronique, permettant de substituer les atomes de brome par un autre groupement. Pour cela, 

nous nous sommes intéressé à deux groupements en particulier, à savoir le 2-thiophène et la 

2-pyridine. Les conditions réactionnelles sont tirées des travaux de Khan et al. (Schéma 24).311 

Dans ce cas, nous avons eu recourt à l’utilisation de tétrakis(triphénylphosphine) palladium(0) en 

tant que catalyseur. Contrairement aux réactions précédentes (Schéma 22 & Schéma 23), il a été 

possible d’utiliser dans ce cas une base plus forte telle que Na2CO3, le produit obtenu suite au 

couplage ne pouvant pas réagir avec une autre espèce du milieu. 
 

 
Schéma 24. Couplage de Suzuki sur le dérivé 29 pour l'introduction d'un 2-thiophène (gauche) ou d'une 

2-pyridine (droite). 

Lors de la tentative d’introduction de la 2-pyridine, seule la déboration du réactif 29 a pu être 

notée dans les conditions réactionnelles étudiées. 

 

L’objectif de l’introduction du 2-thiophène était de vérifier si le résultat obtenu avec la 2-pyridine 

était similaire. Par un suivi CCM et RP-HPLC-MS, nous avons pu montrer que la réaction mène 

principalement à la perte de l’atome de bore de l’azaBODIPY 29, comme cela a été le cas pour la 

tentative de formation du composé 34. À la suite d’une purification sur colonne de silice 

(DCM/pentane (3:7) vers DCM pur), le composé d’intérêt a cependant pu être identifié sous forme 

de traces (3 mg), avec une pureté inférieure à 90 %. Par RP-HPLC-MS et RMN 1H, il nous a été 

possible d’avancer que le produit obtenu était bien le résultat du couplage de Suzuki (Figure 113). 
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Figure 113. RMN 1H du composé 33 (non pur) obtenu après colonne chromatographique (CDCl3, 500 MHz). 

 Introduction des ligands dès le début de la synthèse 

Suite aux échecs des tentatives d’introduction des ligands par couplage de Suzuki sur le cœur 

azadipyrrométhène, nous avons décidé d’introduire les ligands dans la synthèse des 

azadipyrrométhènes dès le début de leur synthèse. Dans cette optique, deux ligands en particulier 

ont été étudié avec d’une part le ligand 2-phénylpyridine et le ligand 2,2’-bipyridine. 

 Synthèse de l’azaBODIPY 1,7-(2-phénylpyridine) 

Synthèse 

Cette synthèse se présente en quatre étapes (Schéma 25). À la suite de la crotonisation, l’addition 

de Michael du nitrométhane sur l’énone nous a permis de former le composé 36 non isolé. Après 

96 h à reflux dans l’éthanol et en présence d’un large excès d’acétate d’ammonium, 

l’azadipyrrométhène 37 a été obtenu après précipitation dans le dichlorométhane avec un 

rendement global pour les deux dernières étapes de 42 %. Cependant, à la suite de la tentative 

d’introduction de l’atome de bore sur l’azaBODIPY 34, il n’a pas été possible d’exploiter ni de 

caractériser le composé qui en résulte, sa solubilité dans les solvants organiques étant 

particulièrement faible. 
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Schéma 25. Synthèse de l'azadipyrrométhène 2-phénylpyridine 37. 

Afin de s’affranchir des problèmes de solubilité liés à l’introduction d’un atome de bore porteur 

de fluorures, nous avons décidé de nous intéresser à deux autres stratégies de boration de 

l’azadipyrrométhène. Ces deux stratégies comportent l’avantage d’introduire un atome de bore 

porteur de groupements plus encombrants que des fluorures ce qui, dans notre cas, peut mener 

à une diminution du stacking de l’azaBODIPY obtenu. Ces deux stratégies vont être présentées 

dans les lignes suivantes. 

 

Introduction d’un bore BR2 

Nous nous sommes tout d’abord intéressés à l’introduction d’un atome de bore porteur d’alcanes. 

Deux dérivés commerciaux BR2 ont été utilisés et ont permis la synthèse de deux nouveaux 

azaBODIPYs à partir de l’azadipyrrométhène 37 (Schéma 26). Les conditions réactionnelles ont été 

tirées des travaux de Berhe et al., décrivant l’introduction de dibutylbore sur un 

azadipyrrométhène tétraphényle.312 Les conditions réactionnelles sont similaires pour les deux 

réactions. L’azadipyrrométhène 37 a été solubilisé au préalable dans du dichlorométhane sec en 

présence de triéthylamine fraichement distillée, sous atmosphère d’argon. Le triflate de bore 

(sous forme solide pour (C6H11)2BOTf et en solution 1,0 M pour (C4H9)2BOTf) a ensuite été ajouté 

et la réaction, protégée de la lumière, a été suivie par CCM. Une purification sur colonne 

chromatographique nous a permis d’isoler le dérivé boré correspondant. Dans le cas du dibutyle 

de bore, ce protocole a permis d’obtenir le composé pur avec un rendement de 60 %, ce qui reste 

cohérent avec les résultats de Berhe et al., qui ont obtenu un rendement de 88 % sur 

l’azadipyrrométhène tétraphényle. En revanche, dans le cas du dicyclohexyle de bore, un 

rendement plus faible de 10 % est à signaler dans les mêmes conditions réactionnelles que celles 

employées pour la synthèse de l’azaBODIPY 39. Une augmentation du temps de réaction à 20 h 

mène à un rendement de 29 %, qui semble être un palier dans les conditions utilisées. Cette 

différence de rendement entre le dibutyle et le dicyclohexyle de bore peut s’expliquer par un 

encombrement de l’atome de bore supérieur dans le cas où celui-ci est porteur de deux 

cyclohexyles, pouvant ainsi perturber la réaction d’introduction du groupement boré au sein de 

l’azadipyrrométhène. 
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Schéma 26. Introduction de dicyclohexylbore (gauche) et de dibutylbore (droite) sur l'azadipyrrométhène 37. 

Ces composés ont pu être caractérisés en HRMS et en RMN, confirmant leur structure. Le 

déplacement chimique de l’atome de bore est alors respectivement de 0,95 ppm pour 38 et de 

2,59 ppm pour 39. Ces valeurs sont à mettre en comparaison avec le déplacement chimique de 

l’atome de bore dans le cas d’un azaBODIPY BF2 de l’ordre de 0 ppm. Une récente publication de 

Panchavarnam et al. concentrée sur l’étude de BODIPYs indique que le signal obtenu en RMN du 

bore est particulièrement dépendant de la nature des groupements qui y sont liés.313 Il est ainsi 

possible d’observer, par rapport au composé BF2, un blindage ou un déblindage du signal selon la 

nature des groupements alcanes ou aryles. 

 

À la suite de la synthèse avec succès de ces dérivés d’azaBODIPYs, nous avons décidé de 

déterminer leurs propriétés photophysiques, l’un des objectifs principaux étant de déterminer 

l’influence des groupements alcanes sur l’atome de bore sur la fluorescence (par rapport au 

groupement BF2 en particulier). N’ayant cependant pas pu synthétiser le composé 34, nous ne 

pouvons pas comparer sa fluorescence à celle des azaBODIPYs 38 et 39 et ainsi déduire l’impact 

de la présence d’alcanes sur l’atome de bore sur l’intensité de fluorescence. Nous avons donc 

décidé d’évaluer cela par la synthèse d’un azaBODIPY plus simple, dont la fluorescence est connue 

pour le dérivé BF2, et de comparer les propriétés photophysiques des deux azaBODIPYs. Ainsi, le 

dérivé 40 a été synthétisé dans les mêmes conditions que celles décrites pour le dérivé 39, à savoir 

sous atmosphère inerte, à l’abri de la lumière et à température ambiante (Schéma 27). La 

purification a été réalisée sur colonne chromatographique de silice et a permis d’isoler 

l’azaBODIPY 40 avec un rendement de 40 %. 

 
Schéma 27. Introduction de dibutylbore sur l'azadipyrrométhène 3. 
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Nous pouvons alors comparer les propriétés photophysiques de 40 avec l’azaBODIPY analogue 

comportant deux fluors sur l’atome de bore, 4, et faire ainsi le parallèle avec les propriétés 

photophysiques de 38 et 39, tout en gardant en tête que la présence du groupement pyridinyl 

pour ces deux composés peut avoir un impact non négligeable (Tableau 13). 

Tableau 13. Données photophysiques pour les composés 4, 38, 39 et 40 dans le DMSO à 25 °C. La référence 

utilisée pour le calcul du rendement quantique est l’azaBODIPY 4 dans CHCl3.213 

4 

 

40 

 

38 

 

39 

 
 

Composé 
λmax, absorption 

(nm) 

ε 

(M-1.cm-1) 

λmax, émission 

(nm) 

Φ 

(-) 

Brillance 

(M-1.cm-1) 

4 702 85 000 738 0,30 26 000 

40 611 46 400 713 < 0,01 - 

38 616 29 700 729 < 0,01 - 

39 627 46 700 724 < 0,01 - 

 

Le principal inconvénient à l’utilisation de dérivés de borane (au-delà de leur stabilité réduite par 

rapport à des composés BF2) est que la liaison BR2 entraîne une chute drastique du rendement 

quantique de fluorescence. De manière identique à ce qui a pu être reporté par Berhe et al., les 

composés 38, 39 et 40 présentent ainsi des rendements quantiques inférieurs à 1 % (Figure 114).  

 
Figure 114. Comparaison des spectres d’émission des composés 4 et 40 (normalisés par rapport à 4). Ces données 

ont été obtenues dans le DMSO à 25 °C. Les composés ont été excités à 620 nm. L’encart donne le profil du 

spectre d’émission du composé 40. 
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Les valeurs des maximums en absorption et émission sont également en accord avec les valeurs 

de la littérature pour des composés identiques. Un déplacement hypsochrome important en 

absorption est observé, le maximum étant situé à 702 nm pour l’azaBODIPY 4, à comparer avec le 

maximum du composé 40 à 611 nm. Une tendance similaire, bien que moins importante, est à 

signaler pour le maximum en émission, une baisse de 25 nm étant visible entre les composés 4 

et 40. 

 

Un point qu’il semble également intéressant de soulever est l’origine de l’écart particulièrement 

important entre les maximums en absorption et émission (déplacement de Stokes), proche de 

100 nm, pour les composés 38, 39 et 40. Pour les azaBODIPYs plus « conventionnels », le 

déplacement de Stokes est de l’ordre de la dizaine à quelques dizaines de nanomètres. Cette classe 

de composés ayant été, à ce jour, très peu décrite dans la littérature, nous avons tenté de 

déterminer l’origine de ce déplacement important en absorption, en focalisant notre étude sur le 

composé 40. Nous avons tout d’abord remarqué une grande disparité entre le spectre 

d’absorption et le spectre d’excitation (Figure 115 - A). Une éventuelle agrégation en solution a 

tout d’abord été envisagée pour expliquer un tel phénomène. Cependant, cette hypothèse 

sous-entend que les mesures effectuées n’ont pas été réalisées dans les limites de la loi de 

Beer-Lambert. Nous avons pu démontrer ici que ce n’est pas le cas et que pour la cascade de 

dilution effectuée, la loi de Beer-Lambert était bien respectée. De plus, l’aspect du spectre reste 

identique, que ce soit pour des concentrations faibles ou élevées, et nous n’observons pas 

l’apparition d’un second pic à des concentrations plus faibles (Figure 115 - B). Une hypothèse 

envisageable est que l’introduction des groupements alcanes sur l’atome de bore soit à l’origine 

d’une déformation du cœur azaBODIPY due à une contrainte stérique entre groupes alcane et les 

cycles aromatiques. Cette déformation diminuant ainsi la conjugaison entre les phényles et le 

cœur azaBODIPY, le système conjugué de celui-ci s’en retrouve réduit, ce qui pourrait alors 

expliquer un tel déplacement hypsochrome. 

 
Figure 115. A : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission du composé 40 dans le DMSO à 25 °C. Les 

composés ont été excités à 620 nm. B : Superposition des spectres d’absorption du composé 40 dans le DMSO à 

25 °C pour des concentrations comprises entre 6 µM et 0,09 µM. 

Une étude identique a également pu être réalisée dans le dichlorométhane et a mené à des 

résultats similaires. Ces observations nous poussent donc à penser que ces caractéristiques sont 

inhérentes aux azaBODIPYs BR2. Plusieurs hypothèses peuvent être émises quant à l’origine de ce 

phénomène. Il est probable que l’introduction d’alcanes à la place de fluorures puisse induire un 
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effet électronique et/ou stérique particulier. De plus, la présence de groupements mobiles tels 

que des alcanes peut être à l’origine d’une dissipation de l’énergie de manière non radiative. Nous 

pouvons envisager qu’une combinaison de ces différents paramètres soit à l’origine du 

comportement photophysique des azaBODIPYs BR2. Afin de déterminer avec plus de certitude ce 

point, des études photophysiques poussées (synthèse d’un plus large panel de composés BR2, 

caractérisation photophysique dans divers solvants et à des températures différentes…) seront à 

l’avenir nécessaire. 

 

Nous noterons également l’aspect large du signal obtenu pour le composé 40 en absorption, qui 

est peu commun par comparaison avec d’autres azaBODIPYs BF2, dont les bandes d’absorption 

sont généralement plus fines, comme cela a pu être vu tout au long des travaux présentés 

précédemment dans ce manuscrit. L’hypothèse émise pouvant justifier cette observation rejoint 

l’idée selon laquelle l’introduction de groupements alcanes induit une torsion de la liaison entre 

le cœur azaBODIPY et les phényles. La torsion de la liaison peut ainsi être à l’origine de la présence 

de plusieurs conformères, chacun présentant une conjugaison unique et donc des caractéristiques 

photophysiques intrinsèques. Ainsi, le spectre d’absorption obtenu pour l’azaBODIPY serait alors 

la « somme » des spectres des diverses conformations. Le spectre d’excitation serait, quant à lui, 

dû au seul conformère « plan » de l’azaBODIPY, au système π le plus étendu. Cette conformation 

est ainsi probablement également responsable de la (faible) fluorescence mesurée. 

 

Bien que le problème de solubilité des composés ait été résolu par l’introduction de groupements 

BR2, les azaBODIPYs obtenus avec le dicyclohexylbore et le dibutylbore présentent une 

fluorescence trop faible pour être exploitée pour les applications que nous visons. À la suite de ce 

constat, nous avons décidé de nous intéresser à l’introduction d’un autre dérivé de bore au sein 

de l’azadipyrrométhène, le groupement BPhOEt. 

 

Introduction d’un bore BPhOEt 

Toujours dans l’optique de synthétiser un azaBODIPY fluorescent et à la solubilité avantageuse, 

nous avons tenté une autre voie de synthèse développée en 2015 par l’équipe de Vicente.314 

Celle-ci implique l’introduction sur un azadipyrrométhène d’un chlorure de phénylborane, dont le 

chlorure est par la suite remplacé in situ par un nucléophile. Dans notre cas, nous avons introduit 

un éthanolate comme nucléophile lors de cette synthèse (Schéma 28). L’utilisation de solvants 

secs pour cette étape a mené uniquement à la déboration de l’intermédiaire réactionnel (supposé 

être le composé BPhCl) lors de l’ajout du nucléophile. Des solvants RPE non distillés ont donc été 

utilisés pour cette réaction et ont permis la formation du composé désiré. Une hypothèse pouvant 

expliquer une telle influence du solvant sur la réaction est que la présence de traces d’eau favorise 

la réaction, par passage par un intermédiaire de type BPhOH. L’azaBODIPY 41 a été purifié sur 

colonne chromatographique d’alumine et a permis d’isoler le composé avec un rendement 

de 16 %. 
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Schéma 28. Introduction d'un chlorure de phénylborane sur l’azadipyrrométhène 37 et substitution du chlorure 

porté par l’atome de bore par un éthanolate. 

L’obtention du composé 41 a été confirmée par analyse HRMS, RP-HPLC-MS et par RMN du proton 

(Figure 116). On soulignera tout particulièrement les signaux correspondant au groupement OEt 

à 1,19 ppm (CH3) et d’un quadruplet à 3,55 ppm (CH2). La RMN du bore indique quant à elle un 

signal large à 2,57 ppm, ce qui est cohérent avec les valeurs avancées dans la publication de 

l’équipe de Vicente pour des composés de structures similaires. 
 

 
Figure 116. Analyse RMN 1H (CDCl3, 500 MHz) du composé 41. 

Afin de pouvoir évaluer l’impact sur les propriétés photophysiques de l’introduction du 

groupement BPhOEt, nous avons donc décidé, comme pour les dérivés BR2, de synthétiser un 

équivalent de 41 pouvant être directement comparé à l’azaBODIPY de référence 4. Pour cela, la 

synthèse de l’azaBODIPY 42 a été réalisée dans les mêmes conditions que celles décrites 

précédemment (Schéma 29). Une purification sur colonne chromatographique de silice nous a 

permis d’obtenir 42 avec un rendement de 20 %, similaire à celui obtenu dans le cas du dérivé 

2-phénylpyridine 41. 
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Schéma 29. Introduction d'un chlorure de phénylborane sur l’azadipyrrométhène 3 et substitution du chlorure 

porté par l’atome de bore par un éthanolate. 

Les propriétés photophysiques des composés 41, 42 et de l’équivalent difluoroborane de ce 

dernier, 4, sont données ci-dessous (Tableau 14). De par la précipitation du composé 42 dans le 

DMSO, empêchant l’évaluation de ses propriétés photophysiques, les composés 4, 41 et 42 ont 

été étudiés dans le dichlorométhane. 

Tableau 14. Données photophysiques pour les azaBODIPYs 4, 41 et 42 dans le DCM à 25 °C.  La référence utilisée 

pour le calcul des rendements quantiques des composés 4, 41 et 42 est l’azaBODIPY 4 dans CHCl3.213  

4 

 

42 

 

41 

 
 

Composé 
λmax, absorption 

(nm) 

ε 

(M-1.cm-1) 

λmax, émission 

(nm) 

Φ 

(-) 

Brillance 

(M-1.cm-1) 

4 687 74 400 721 0,28 21 000 

42 670 51 000 706 0,19 10 000 

41 685 58 000 721 0,21 12 000 

 

Un duplicat pour la mesure des données photophysiques pour les azaBODIPYs 41 et 42 a été 

réalisé. 

 

L’introduction d’un bore BPhOEt pour le composé 42 semble induire un déplacement 

hypsochrome des maximums en émission et absorption par rapport au composé analogue BF2 4. 

Un tel comportement a été reporté par Koch et al. pour des composés similaires, indiquant dans 

certains cas des déplacements hypsochromes de l’ordre de 20 nm en absorption et émission, ce 

qui est le cas ici.315 L’origine de ce déplacement hypsochrome a été confirmé par l’évaluation de 

l’écart énergétique entre la LUMO et la HOMO des composé étudiés, dont la valeur augmente 

lorsque le groupement BF2 est remplacé par un groupement BPhOR. 
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Dans le cas du composé 41, la présence des 2-phénylpyridines en position 1,7 de l’azaBODIPY 

implique un déplacement bathochrome des maximums en absorption et émission de l’ordre de 

20 nm par comparaison avec le composé 42. 

 

De manière intéressante, le rendement quantique est quant à lui relativement peu impacté par le 

changement de groupements sur l’atome de bore, passant ainsi de 28 % pour le dérivé BF2 4 dans 

le DCM à 19 % pour le dérivé BPhOEt 42. De même, l’azaBODIPY 41 présente un rendement 

quantique de l’ordre de 20 %, ce qui est en accord avec les résultats observés pour le composé 42. 

Ces valeurs de rendements quantiques sont à mettre en comparaison avec les dérivés 38 et 39, 

pour lesquels la présence d’un bore porteur d’alcanes induisait une extinction complète de la 

fluorescence comme nous l’avons vu précédemment. 

 

Pour le coefficient d’absorption molaire des composés 41 et 42, les valeurs mesurées sont du 

même ordre de grandeur que pour l’azaBODIPY 4. Ces valeurs, de l’ordre de 55 000 M-1.cm-1, 

permettent à ces deux composés de présenter des brillances relativement élevées de 

11 000 M-1.cm-1. 

 

Bien que l’introduction d’un BPhOEt à la place du BF2 au sein de l’azadipyrrométhène ne semble 

pas impacter significativement les propriétés photophysiques du composé, un impact sur la 

solubilité de la molécule dans les solvants organiques est à signaler. En effet, nous n’avons pas pu 

évaluer les propriétés du composé 42 dans le DMSO de par une solubilité trop faible. En revanche, 

le composé 41 présentait quant à lui une solubilité totale dans ce solvant. Ces résultats concernant 

la solubilité des composés synthétisés sont surprenants. Il semble en effet que l’introduction de 

groupements pyridyl en position para des phényles portés par le cœur azaBODIPY semble 

améliorer la solubilité en solvant organique. Il est possible qu’une torsion de la molécule par la 

présence de ces groupements pyridyl induise une plus faible aptitude du composé à réaliser du 

π-stacking, réduisant les risques d’agrégation en solution. 

 

Nous avons donc réussi à obtenir, avec le composé 41, un azaBODIPY présentant des ligands 

2-phénylpyridines aux propriétés photophysiques et à la solubilité avantageuse en milieu 

organique. Comme nous l’avons vu, l’azaBODIPY 41 est caractérisé par un rendement quantique 

de 21 % et une brillance de 12 000 M-1.cm-1, ce qui en fait un point de départ d’intérêt pour le 

développement de sondes intelligentes. De plus, le défaut de solubilité auquel nous nous sommes 

heurtés lors des différentes tentatives de synthèse de ce dérivé d’azaBODIPY a été résolu par 

l’introduction d’un atome de bore porteur d’un phényle et d’un alcoolate. Ainsi, le composé 41 

obtenu est entièrement soluble dans des solvants tels que le chloroforme ou le dichlorométhane 

et présente une solubilité plus modérée (mais non problématique pour la réalisation de réactions) 

dans des solvants tels que le méthanol, l’éthanol ou encore l’acétonitrile. 

 

 

 

 



Chapitre 2. Des azaBODIPYs théranostiques aux sondes intelligentes 

139 

 

 Synthèse de l’azaBODIPY 1,7-(2,2’-bipyridine) 

Avant de réaliser les tests de complexation sur le composé 41, nous nous sommes également 

intéressés à la synthèse d’un azadipyrrométhène porteur d’un ligand 2,2’-bipyridine. 

 

Synthèse 

La synthèse de l’azadipyrrométhène 2,2’-bipyridine est réalisée en quatre étapes, à commencer 

par la formation du 4'-méthyl-2,2'-bipyridine-4-carboxaldéhyde 43 (Schéma 30). Les conditions de 

synthèse de l’aldéhyde 43 sont tirées de la littérature.316 La formation de l’énone a été réalisée en 

48 h à température ambiante et le produit a été purifié par filtration et lavé au méthanol froid, 

permettant d’isoler la chalcone 44 avec un rendement de 71 %. L’addition de Michael a été 

réalisée à reflux en 40 h en présence de quantités catalytiques de K2CO3 (0,005 eq.). Le produit 45 

résultant n’a pas été isolé et a directement été impliqué dans l’étape de formation de 

l’azadipyrrométhène. Après un reflux de 20 h dans l’éthanol en présence d’un large excès 

d’acétate d’ammonium, une purification sur colonne chromatographique d’alumine nous a permis 

d’isoler l’azadipyrrométhène 46. Le rendement global pour les trois étapes est de 3 % et s’explique 

principalement par une réactivité faible et une purification complexe lors de la dernière étape. 

 
Schéma 30. Synthèse de l'azadipyrrométhène 2,2'-bipyridine 46. 

Boration 

Le composé 46 ayant été obtenu en faible quantité (34 mg), seulement trois tests d’introduction 

de l’atome de bore ont pu être réalisés. Nous avons opté initialement pour l’introduction d’un 

groupement BPhOEt qui, d’après notre expérience avec l’azaBODIPY 2-phénylpyridine, permet à 

la fois d’augmenter considérablement la solubilité de l’azaBODIPY dans les solvants organiques, 

tout en conservant des propriétés photophysiques intéressantes. Les conditions testées sont 

similaires à celles utilisées lors de la boration de l’azadipyrrométhène 37 (Schéma 31). Cependant, 

dans ces conditions, aucune évolution n’a été notée en CCM ou RP-HPLC-MS. Ceci peut être dû au 

fait que la présence du ligand bipyridine ait induit une interaction avec le réactif boré, ne 

permettant pas la formation de l’azaBODIPY correspondant. 
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Schéma 31. Tentative d’introduction d'un chlorure de phénylborane sur l’azadipyrrométhène 46 et substitution 

du chlorure porté par l’atome de bore par un éthanolate. 

Le rôle joué par la bipyridine vis-à-vis de l’atome de bore a été souligné par deux autres tentatives 

de boration réalisées en présence de triflate de dibutyle de bore (Schéma 32). Une première 

tentative a été réalisée dans les mêmes conditions utilisées pour la formation des composés 39 

et 40, c’est-à-dire en présence d’un équivalent de triflate de dibutyle de bore à 22 °C dans le 

dichlorométhane, sous argon et à l’abri de la lumière. Dans ces conditions, un suivi CCM et 

RP-HPLC-MS n’a pas montré de conversion du réactif après une heure. La réaction a donc été 

poursuivie mais après 72 h, le constat a été le même. 

 

Une seconde tentative a consisté à introduire initialement un équivalent de triflate de dibutyle de 

bore, suivi par un autre équivalent après une heure de réaction. Dans ce cas, une consommation 

quasi-instantanée du réactif a eu lieu, un changement de couleur (bleu vers vert) du milieu 

réactionnel étant notée. Par CCM, des traces de réactif étant encore visible, 0,8 équivalent du 

réactif boré ont été ajouté, menant à l’entière consommation de 46. Le composé a ensuite été 

isolé par colonne chromatographique d’alumine. Par MALDI-TOF, le composé isolé a été identifié 

comme possédant deux groupements BBu2. On suppose alors que l’un des ligands bipyridine (voire 

les deux) a complexé le bore. Aucune trace de l’azaBODIPY désiré 48 n’est détectée. 

 
Schéma 32. Tentative d’introduction de dibutylbore sur l'azadipyrrométhène 46. 

Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Narula et al. ainsi que Haberecht et al. qui 

indiquent que l’introduction d’un triflate de bore ou d’un halogénure de bore est possible sur une 

bipyridine dans les conditions que nous avons employé ici.317,318 

 

N’ayant pas pu obtenir le dérivé boré de 46, les tentatives de métallation ont été directement 

réalisées sur l’azadipyrrométhène. 



Chapitre 2. Des azaBODIPYs théranostiques aux sondes intelligentes 

141 

 

 Métallation et propriétés photophysiques 

 Métallation sur le ligand 2-phénylpyridine 

Complexe d’or 

Une première tentative de complexation a été réalisée avec un complexe d’or(III) HAuCl4. Diverses 

conditions ont été testées, à la fois sur l’azaBODIPY 38 et l’azaBODIPY 39, qui ont toutes mené à 

une perte de l’atome de bore et la non-complexation du ligand au métal (Tableau 15). Les 

conditions de métallation aux micro-ondes ont été inspirées des travaux de Shaw et al. et se sont 

révélées efficaces lors d’un test de complexation de l’or au ligand 2-phénylpyridine.300 

Tableau 15. Conditions réactionnelles testées pour la métallation des azaBODIPYs 38 et 39. a Réaction à 21 °C en 

présence de 2,2 équivalents de HAuCl4, 3H2O dans le méthanol. b Chauffage d’un mélange solide de précurseur 

et de HAuCl4, 3H2O après mélange au mortier. 

Solvant Précurseur Complexe Technique Température Temps Résultat 

Éthanol 39 HAuCl4, 3H2O Micro-ondes 140 °C 10 min Déboration 

Éthanol 39 KAuCl4, 3H2O Micro-ondes 100 °C 10 min Déboration 

Méthanol 39 HAuCl4, 3H2O Chimie classiquea 21 °C 120 min 
Aucune 

conversion 

- 39 HAuCl4, 3H2O Chauffage à secb,319 170 °C 20 min Déboration 

Ethanol 38 HAuCl4, 3H2O Micro-ondes 100 °C 10 min Déboration 

 

Dans l’optique de déterminer l’impact du chauffage par irradiation micro-ondes sur l’azaBODIPY, 

un test de stabilité aux micro-ondes a été réalisé sur l’azaBODIPY 40 (Figure 117). 3 mg de ce 

composé ont été solubilisés dans 3 mL d’éthanol. La solution a ensuite été soumise aux 

micro-ondes durant 15 minutes à 140 °C. 

 
Figure 117. Spectres RMN 1H (500 MHz, acétone-d6) de l’azaBODIPY 40 avant (haut) et après (bas) traitement 

aux micro-ondes à 140 °C dans l'éthanol pendant 15 minutes. 
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Ce test nous a permis de montrer que les micro-ondes mènent à la dégradation du composé 

initialement pur. À la suite de ce constat, nous avons décidé de ne pas réaliser la métallation aux 

micro-ondes afin d’éviter toute dégradation. 

 

Une tentative d’introduction d’un complexe d’or(III) en présence de triflate d’argent a également 

été réalisée sur l’azaBODIPY 41 (Schéma 33). Le triflate d’argent a pour double rôle de remplacer 

l’un des ligands chlorure du complexe d’or(III) par un ligand triflate plus labile, mais également 

d’activer KAuCl4, étant un abstracteur de chlore. À reflux dans l’acétonitrile, une entière 

consommation du réactif a été notée par CCM après 30 minutes. Une purification sur colonne 

chromatographique d’alumine suivie par une précipitation lente dans un mélange DCM/pentane 

a permis d’isoler un produit majoritaire. Cependant, ni une analyse RMN ni les analyses en masse 

exacte ou RP-HPLC-MS n’ont permis de déterminer la nature du composé obtenu. 

 
Schéma 33. Tentative de métallation de l'azaBODIPY 41. 

Complexes de ruthénium 

Une complexation à l’aide d’un dimère de ruthénium(II) a également été réalisée (Schéma 34). 

Pour les conditions réactionnelles, nous nous sommes inspirés des travaux de Li et al. qui décrivent 

la cycloruthénation d’hétérocycles azotés.301 Sous atmosphère inerte et en présence d’acétate de 

potassium, une totale conversion a été attestée après 2 h à reflux. 

 
Schéma 34. Tentative de synthèse du complexe de ruthénium(II) 51. 

Aucune conclusion quant à la nature du composé n’a cependant pu être tirée, que ce soit par 

RMN, MALDI ou HRMS. Une analyse par RP-HPLC-MS a indiqué un mélange de composés, avec un 

composé majoritaire dont la masse correspondait au composé désiré [M-Bu] (Figure 118). Aucune 

analyse n’a à ce jour pu attester avec certitude de la nature du composé. 
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Figure 118. Chromatogramme RP-HPLC-MS du composé 51 (650 nm, programme d’élution B). 

De même que pour la métallation de 39, nous avons tenté d’introduire un complexe de 

ruthénium(II) au sein du ligand phénylpyridine de l’azaBODIPY 41. Les conditions de réaction ont 

été les mêmes que celles exécutées précédemment (Schéma 35). Après 1 h à reflux, un suivi CCM 

et RP-HPLC-MS a indiqué la formation de deux produits, dont l’un semble correspondre à celui 

attendu. Aucune évolution n’étant notée après 2 h, le brut réactionnel a été évaporé puis purifié 

sur colonne chromatographique d’alumine. Le complexe 52 a ainsi été isolé, avec un rendement 

de 54 %. Une analyse RP-HPLC-MS a indiqué une pureté supérieure à 93 %, ce qui a été confirmé 

par RMN 1H. 

 
Schéma 35. Formation du complexe de ruthénium(II) 52. 

Complexe d’iridium 

Une métallation à l’aide de dichlorotétrakis[2-(2-pyridinyl)phényl]diiridium(III) (Figure 119) a 

également été envisagée. Étant donné les observations 

précédentes quant à la déboration de l’azaBODIPY lorsqu’il est 

soumis aux conditions du micro-ondes, nous avons décidé de 

réaliser la métallation à l’iridium(III) sur l’azadipyrrométhène 37, 

l’objectif étant d’introduire l’atome de bore par la suite. 

 

Pour la première étape, nous nous sommes inspirés des conditions de métallation décrites par 

Thompson et al.320 Dans notre cas, nous avons décidé de réaliser cette manipulation sous 

micro-ondes avec un chauffage à 160 °C pendant 60 minutes en présence de K2CO3 (Schéma 36). 

Figure 119. Dimère d'iridium(III). 



Chapitre 2. Des azaBODIPYs théranostiques aux sondes intelligentes 

144 

 

 
Schéma 36. Formation du complexe d'iridium(III) 54. 

À la suite d’une purification sur colonne d’alumine, une analyse HRMS a révélé la présence d’un 

seul iridium par cœur azaBODIPY. Le dérivé bis-iridium 53 a pu être observé en masse mais n’a pas 

pu être isolé. Cependant, le complexe mono-iridium 54 étant insoluble dans la plupart des 

solvants, nous n’avons pas réalisé de caractérisation autre que la HRMS, et l’avons directement 

engagé dans l’étape suivante de boration. 

 

Pour cette étape, le complexe 54 est partiellement soluble dans le toluène à chaud (Schéma 37). 

L’introduction d’éthanol a permis la substitution du chlorure porté par l’atome de bore, 

conduisant à la précipitation de l’azaBODIPY 55. Une précipitation dans un mélange DCM/pentane 

a permis d’isoler 5 mg de 55 avec un rendement de 6 % sur les deux dernières étapes. Une pureté 

supérieure à 92 % a été annoncée par RP-HPLC-MS, ce qui était alors cohérent avec la RMN 1H. 
 

 
Schéma 37. Introduction d'un chlorure de phénylborane sur l’azadipyrrométhène 54 et substitution du chlorure 

porté par l’atome de bore par un éthanolate. 

Une analyse HRMS a confirmé la nature du composé 55 (Figure 120). 
 

 
Figure 120. Profils HRMS expérimentaux et théoriques pour l’azaBODIPY 55. 
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Propriétés photophysiques des complexes de 2-phénylpyridine obtenus 

Plusieurs azaBODIPYs contenant le ligand 2-phénylpyridine ont pu être synthétisés. Comme nous 

l’avons vu précédemment, par manque de solubilité, nous n’avons pas pu synthétiser le dérivé 

BF2. Deux autres dérivés ont cependant été obtenus, à savoir BR2 et BPhOEt. En ce qui concerne 

les dérivés BR2, aucune des tentatives de synthèse n’a permis d’isoler avec certitude un complexe, 

ainsi nous ne commenterons ici que les résultats obtenus sur les dérivés BPhOEt. 

 

En ce qui concerne le ligand 41, deux complexes, l’un de ruthénium, l’autre d’iridium, ont pu être 

isolés (Tableau 16). 

Tableau 16. Données photophysiques pour le ligand 41 et les complexes 52 et 55 dans le DMSO à 25 °C. La 

référence utilisée pour le calcul des rendements quantiques est l’azaBODIPY 4 dans CHCl3.213 

41 

 

52 

 

55 

 
 

Composé 
λmax, absorption 

(nm) 

ε 

(M-1.cm-1) 

λmax, émission 

(nm) 

Φ 

(-) 

Brillance 

(M-1.cm-1) 

41 700 73 400 737 0,26 19 000 

52 707 61 700 735 < 0,01 - 

55 691 12 000 733 0,07 800 

 

L’introduction d’un complexe de ruthénium au sein du ligand 2-phénylpyridine semble induire une 

chute drastique du rendement quantique de fluorescence, celle-ci passant de 26 % pour le 

composé 41 à une valeur inférieure à 1 % pour le complexe 52. Cette inhibition de la fluorescence 

peut être imputée à la présence des atomes de ruthénium qui pourraient entrainer un passage à 

un état triplet non luminescent, par croisement intersystème. Un transfert électronique (de type 

PET par exemple) ou un phénomène de phosphorescence peuvent également être envisagés. Ce 

phénomène d’inhibition de la fluorescence d’un BODIPY par la présence d’un atome de ruthénium 

a pu être décrit lors de précédents travaux au sein de notre laboratoire (voir partie 1.1.3).226 

 

De manière intéressante, le complexe 52 présente un coefficient d’absorption molaire similaire à 

celui du ligand 41. 

 

Le complexe mono-iridium 55 présente quant à lui un rendement quantique de l’ordre de 7 % et 

une brillance 24 fois inférieure à celle du ligand correspondant. De plus, des écarts, bien que 

faibles, sont notés pour les maximums en longueur d’onde d’absorption et d’émission. Ces 

résultats ne sont donc pas suffisants pour attribuer un fonctionnement de type multicolore a ce 
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composé, dont les caractéristiques s’apparentent davantage à une sonde de type off/on pour 

laquelle la perte du centre métallique induirait une augmentation significative de l’intensité de 

fluorescence. 

 Métallation sur le ligand 2,2’-bipyridine 

Complexe de cuivre 

Un test de chélation sur la 2,2’-bipyridine avec du cuivre(II) CuCl2 a permis la formation 

instantanée du complexe correspondant (Schéma 38). Un précipité turquoise se forme alors 

instantanément, comme cela est décrit par Mohr et al.305 

 
Schéma 38. Test de métallation de la 2,2’-bipyridine avec du cuivre(II). 

Nous avons ainsi décidé de tenter l’introduction de cuivre(II) au sein du ligand azadipyrrométhène 

46 dans les mêmes conditions que pour la 2,2’-bipyridine (Schéma 39). Une attention particulière 

doit être portée au fait que des atomes métalliques (tel le cuivre) peuvent être introduits au sein 

du cœur azadipyrrométhène pour former des dimères. La formation de ces dimères requiert 

l’utilisation de bases, d’un chauffage important et de bons ligands partant sur le centre métallique 

tels que des acétates, comme cela a pu être décrit par les groupes d’O’Shea, Riede, Hanan ou 

encore Yaglioglu.321–324 Dans notre cas, nous avons supposé que les conditions de réactions 

utilisées ici (20 °C, absence de base) ne permettraient pas l’entrée du métal dans le cœur azaDIPY. 

 
Schéma 39. Métallation de l'azadipyrrométhène 2,2'-bipyridine 46 avec du cuivre(II). 

Un précipité vert s’est formé immédiatement à l’ajout du chlorure de cuivre. Le précipité était 

alors totalement insoluble dans les solvants organiques à l’exception du DMF. De par cette très 

faible solubilité, nous n’avons pas pu caractériser le précipité obtenu en RMN. Une analyse HRMS 

indiquait cependant que le composé obtenu était bien le produit attendu (Figure 121). Aucune 

trace de dérivé trimétallique voire bimétallique (avec un atome de cuivre sur une bipyridine et un 

atome de cuivre dans le cœur azaDIPY) n’a été décelée, que ce soit par HRMS ou MALDI-TOF. 
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Figure 121. Profils HRMS expérimentaux et théoriques pour le complexe 56. 

Une première boration sur le complexe 56 a été tentée à l’aide de BPhCl2. Le réactif 56 étant 

totalement insoluble dans le toluène, la réaction a été réalisée à 80 °C dans le DMF (Schéma 40). 

 
Schéma 40. Tentative d’introduction d'un chlorure de phénylborane sur l’azadipyrrométhène 56 et substitution 

du chlorure porté par l’atome de bore par un éthanolate. 

Dès l’ajout de triéthylamine, le réactif 56 a entièrement précipité. De par le manque de solubilité 

du brut réactionnel, aucun suivi CCM ou RP-HPLC-MS n’a pu être réalisé. Les analyses de masse 

n’ayant pas décelé la présence du complexe boré, nous en avons conclu que l’azaBODIPY 57 

correspondant n’a pas été formé. 

 

À la suite de ce résultat, nous avons décidé de tenter d’introduire un atome de bore porteur de 

chaînes alcanes sur l’azadipyrrométhène 56. De même, cette réaction a été réalisée dans le DMF 

pour permettre de solubiliser le composé 56 (Schéma 41). La réaction a été suivie par masse basse 

résolution et a indiqué la formation de nouvelles espèces non identifiées. Aucune évolution 

n’étant notée après 3 heures, le milieu réactionnel a été évaporé et un lavage de la poudre 

(totalement insoluble) obtenue a été réalisé avec du dichlorométhane. 
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Schéma 41. Tentative d’introduction de dibutylbore sur le complexe 56. 

Une analyse HRMS n’a pas indiqué pas la présence du composé attendu. De plus, le cuivre(II) étant 

paramagnétique, il n’a pas été possible de caractériser ce composé par RMN. En revanche, une 

analyse par résonance paramagnétique électronique (RPE) a pu être réalisée. Cette technique 

d’analyse se base, tout comme la RMN, sur la résonance magnétique. Les systèmes contenant des 

électrons appariés tels que les complexes de cuivre(II), de configuration électronique d9, peuvent 

ainsi être caractérisés par cette méthode. Dans le cas de l’azaBODIPY synthétisé ici, la présence 

de cuivre(II) dans la structure a pu être confirmée par RPE. En revanche, il n’a pas été possible de 

déterminer le nombre de centres métalliques par azaBODIPY. 

À ce jour, nous n’avons pas pu déterminer la nature exacte du composé obtenu. 

 

Complexe de ruthénium 

L’introduction d’un complexe de ruthénium sur le ligand 2,2’-bipyridine a dû être réalisée sur 

l’azadipyrrométhène, les conditions réactionnelles (température élevée en particulier) pouvant 

mener à la déboration dans le cas d’un azaBODIPY. Pour cette métallation, 

nous avons utilisé le complexe de cis-bis(2,2′-

bipyridine)dichlororuthénium(II) hydrate (Figure 122). Les conditions 

réactionnelles ont été tirées des travaux de Ramu et al. qui décrivent la 

complexation d’un complexe de [Ru(2,2’-bipy)2Cl2] sur un dérivé de 

4,4′-diméthyl-2,2′-dipyridyl dans l’éthanol à reflux.325 Dans notre cas, nous 

avons décidé de réaliser cette réaction aux micro-ondes (Schéma 42). Après 

90 minutes à 120 °C, une analyse RP-HPLC-MS du brut réactionnel a 

confirmé l’entière consommation de l’azadipyrrométhène 46. 

 

Par purification sur colonne chromatographique d’alumine, il a ainsi été possible d’isoler 20 mg du 

complexe de ruthénium(II) 59 avec un rendement de 60 %. 

Figure 122. [Ru(2,2’-

bipy)2Cl2] hydrate. 



Chapitre 2. Des azaBODIPYs théranostiques aux sondes intelligentes 

149 

 

 
Schéma 42. Formation du complexe de ruthénium(II) 59. 

Une analyse de masse ainsi qu’une analyse RMN ont confirmé la nature et la pureté du 

composé 59. 

 

Nous avons tenté l’introduction d’un éthanolate de phénylborane sur l’azadipyrrométhène 59 

(Schéma 43). L’utilisation de DMF en tant que solvant a été jugée nécessaire pour permettre une 

solubilisation totale du réactif. 

 
Schéma 43. Tentative d’introduction d'un chlorure de phénylborane sur l’azadipyrrométhène 59 et substitution 

du chlorure porté par l’atome de bore par un éthanolate. 

Cependant, dans ces conditions aucune évolution du milieu n’a été notée par CCM ou 

RP-HPLC-MS. 
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 Bilan 

Deux stratégies pour la synthèse d’azaBODIPY-métaux ont été abordées dans les lignes présentées 

ci-dessus. La première a été l’introduction des métaux d’intérêt sur l’azaBODIPY. Cependant, cette 

stratégie ne nous a pas permis, dans certain cas, d’obtenir les composés attendus. C’est pourquoi 

nous avons également opté pour une seconde stratégie, à savoir la formation du complexe sur 

l’azadipyrrométhène, suivi de la boration en dernière étape. 

 

Ainsi, trois complexes d’azadipyrrométhène et deux complexes d’azaBODIPY ont pu être 

synthétisés et caractérisés avec succès (Figure 123). Dans le cas des azadipyrrométhènes, deux 

types de ligands ont été impliqués. D’une part la 2-phénylpyridine, qui a permis la formation d’un 

mono-complexe d’iridium(III), et la 2,2’-bipyridine, que nous avons pu chélater à du cuivre(II) et 

du ruthénium(II). Pour les azaBODIPYs, le ligand utilisé pour la chélation du métal a été dans 

chaque cas la 2-phénylpyridine et a permis l’obtention d’un complexe de bis-ruthénium(II) et d’un 

complexe de mono-iridium(III). 

 

54 56 59 

   
 

52 

 

55 

  
Figure 123. Les trois complexes d’azadipyrrométhène 54, 56 et 59 et les deux complexes d’azaBODIPY 52 et 55 

obtenus au cours de ces travaux. 
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Nous nous sommes intéressés au développement des premiers azaBODIPYs métalliques 

théranostiques. Le choix de la sonde fluorescente a été dictée par notre décision de synthétiser 

des composés pouvant être étudiés in vivo et nécessitant donc un fluorophore pouvant émettre 

dans la fenêtre thérapeutique. Une première approche de ce projet s’est focalisée sur la synthèse 

de théranostiques porteurs de complexes d’or(I). Ainsi, trois nouveaux théranostiques d’or(I) ont 

été synthétisés et leurs propriétés cytotoxiques ont été évaluées sur lignées cancéreuses. 

 

Cette étude a montré tout le potentiel de cette première génération de théranostiques, dont les 

valeurs antiprolifératives se sont révélées particulièrement proches de celles de l’auranofine sur 

les lignées cellulaires testées. L’internalisation des composés sur des cellules MDA-MB-231 et 4T1 

a été montrée par imagerie confocale et révèle une accumulation au sein des vésicules. Des études 

sur souris BALB/c saines ont montré l’absence de toxicité de ces composés pour des 

concentrations maximales de 0,5 mg/kg. 

 

Les premiers résultats pour ce projet soulèvent plusieurs perspectives. La première d’entre elles 

est l’étude de l’effet antitumoral sur souris porteuses de tumeurs exogènes. Ces travaux sont 

actuellement en cours et sont focalisés en particulier sur le composé 20. Au-delà de cette étude 

in vivo, nous souhaitons également déterminer plus en détail le mécanisme d’action de ces 

composés vis-à-vis des cellules tumorales. Pour cela, nous envisageons d’étudier leur lieu 

d’accumulation dans les cellules, l’hypothèse actuelle, suite aux travaux présentés dans ce 

manuscrit, allant dans le sens d’une accumulation dans l’appareil de Golgi. Un co-marquage 

spécifique de cette organite en imagerie confocale est par conséquent envisagé. Nous 

déterminerons également la quantité d’or(I) qui parvient à pénétrer dans les cellules, par un 

dosage ICP-MS. Ces données nous permettrons de nous renseigner sur l’origine de la cytoxicité du 

complexe, mais également sur son intégrité in situ. En effet, pour ce second point, les sondes 

développées ne permettent pas de détecter un éventuel relargage du complexe et il peut alors 

être pertinent de déterminer si, effectivement, le théranostique intact pénètre la cellule. Une 

perspective à plus long terme concerne le développement de nouveaux azaBODIPYs 

théranostiques vectorisés. Contrairement aux composés présentés dans ce manuscrit, nous 

envisageons vectoriser ces molécules par le greffage d’un anticorps à leur structure. Par la suite, 

une comparaison des résultats in vitro et in vivo du comportement des sondes non vectorisées et 

vectorisées nous permettra de mettre en lumière l’importance d’une vectorisation. 

 

Toujours dans l’optique de tracer des agents thérapeutiques métalliques, nous nous sommes 

également intéressés au développement de sondes intelligentes. L’objectif de ces sondes étant de 

permettre un suivi à chaque instant de la sonde in vivo et d’informer quant à l’intégrité du 

complexe. Pour cela, nous proposons la synthèse d’un tandem sonde-principe actif pour lequel 

toute modification apportée au complexe impacterait directement la sonde et plus 

particulièrement ses propriétés photophysiques. Une diminution/augmentation de l’intensité de 

fluorescence ou un changement de couleur permettant d’apporter en direct une information sur 

l’état du complexe. 
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Ce projet a été mené en parallèle d’une étude théorique, dont l’objectif est in fine la mise en place 

d’un modèle de calcul nous permettant de prédire l’impact de différents groupements ou métaux 

sur l’azaBODIPY. Ainsi, nous serions en mesure d’évaluer l’intérêt de la synthèse d’une molécule 

en amont, permettant ainsi de réduire le nombre d’expériences et de synthèses, pour la plupart 

complexes, à réaliser au laboratoire. 

 

Deux principales stratégies de synthèse ont été abordées. La première a consisté en la synthèse 

d’un précurseur présentant un groupement bromophényle en position 1,7 du cœur azaBODIPY, 

permettant ainsi de réaliser des couplages de Suzuki et Sonogashira, l’objectif étant d’entrer un 

groupement permettant par la suite de chélater un centre métallique. Les tentatives de couplages 

n’ont cependant pas pu aboutir et nous avons opté pour une stratégie prenant en compte 

l’introduction des ligands dès le début de la synthèse de l’azaBODIPY. Deux types de ligands ont 

ainsi été étudiés, la 2-phénylpyridine et la 2,2’-bipyridine. Dans le cas du composé 37, deux 

groupements borés ont été introduits dans le cœur azadipyrrométhène, BBu2 et BPhOEt, nous 

permettant ainsi d’augmenter la solubilité du ligand et des complexes dans les solvants 

organiques. Au jour de la rédaction de ces lignes, le ligand 2,2’-bipyridine n’a pas encore pu être 

valorisé, bien que deux complexes d’azadipyrrométhène aient pu être obtenus. Le ligand 

2-phénylpyridine a quant à lui pu être complexé par le ruthénium et l’iridium, permettant 

d’obtenir des sondes au comportement off/on. Le mono-complexe d’iridium 55 s’est révélé 

faiblement fluorescent, avec un rendement quantique de 7 %. 

 

Concernant ce sujet, de nombreuses pistes sont encore à explorer. Nous pouvons tout d’abord 

revoir la méthode de calcul théorique nous permettant de déterminer quelle synthèse de 

molécule est à envisager au laboratoire. Des méthodes de calcul (plus coûteuses en temps mais 

également d’un point de vue économique), pourraient nous permettre d’obtenir des résultats plus 

fiables. De plus, les calculs théoriques présentés au cours de ce projet semblent indiquer que 

l’introduction de complexes en position 3,5 du cœur azaBODIPY ne semble pas idéale pour le 

développement d’une sonde multicolore (faible modification des propriétés photophysiques). Par 

la réalisation de calculs théoriques complémentaires, voire d’expériences au laboratoire, nous 

pourrions vérifier ce constat et déterminer plus en détail si l’introduction de centre métalliques 

en ces positions peut s’avérer intéressant pour notre objectif. 

 

Dans l’optique de poursuivre les travaux abordés dans ce manuscrit, l’objectif sera de se consacrer 

à la synthèse de ligands dont la fluorescence n’est pas inhibée par l’introduction du bore. 

L’utilisation d’un groupement BPhOEt semblant être pour cela particulièrement prometteuse. Le 

ligand 2-phénylpyridine pourra être complexé à d’autres métaux d’intérêt tels que le platine. Pour 

le ligand 2,2’-bipyridine, du recul devra être pris afin de résoudre le problème de compétition de 

chélation de l’atome de bore entre le cœur azadipyrrométhène et le ligand lui-même. Enfin, d’un 

point de vue plus général, il peut également être envisagé de fonctionnaliser l’azaBODIPY en 

position 2,6, sujet qui n’a pas été abordé dans ces travaux. Pour cela, nous pouvons envisager 

l’introduction d’halogènes sur ces positions, suivie d’une réaction de couplage, qui permettrait 

ainsi d’introduire des ligands pour la chélation de métaux.
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Ces travaux de thèse se sont focalisés sur la synthèse de nouveaux composés fluorescents 

émettant dans la fenêtre de transparence optique et pouvant être utilisés dans un but de suivi, de 

diagnostic et/ou de thérapie. 

 

L’imagerie optique est encore, aujourd’hui, souvent considérée comme étant limitée à une 

utilisation in vitro. Cependant, son utilisation en préclinique voire même en clinique connait 

actuellement un très fort développement. Le défi actuel pour les chimistes est de concevoir des 

sondes fluorescentes compatibles pour une telle utilisation.  Plus précisément, elles doivent être 

hydrosolubles, stables d’un point de vue chimique et photophysique, capables d’émettre dans la 

fenêtre de transparence optique et, si possible, fonctionnalisables. 

 

L’une des utilisations prometteuses de l’imagerie optique en clinique concerne la chirurgie 

assistée par fluorescence. Dans le premier projet de cette thèse, nous nous sommes focalisés sur 

la synthèse d’une sonde fluorescente émettant dans le proche infrarouge pouvant être employée 

en chirurgie assistée par fluorescence. Nous avons fait le choix de développer cette sonde sous 

forme d’une sonde bimodale vectorisée, alliant la fluorescence (pour la chirurgie) à une imagerie 

permettant un diagnostic préopératoire telle que la TEP ou la TEMP. Pour cela, un agent chélatant 

macrocyclique a été couplé à notre plateforme hydrosoluble WazaBY. Le choix du vecteur s’est 

ensuite porté sur l’anticorps trastuzumab, capable de cibler les cellules cancéreuses surexprimant 

HER2. Une toxicité faible de la sonde ainsi qu’une forte affinité pour le récepteur HER2 ont pu être 

soulignés par la réalisation de tests in vitro. Suite à la radiométallation à l’indium-111, les tests 

d’imagerie in vivo sur souris ont mené à la preuve de concept de l’utilisation de cette sonde 

comme agent bimodal, permettant alors un diagnostic préopératoire, suivi par une aide au 

chirurgien lors de l’ablation de la tumeur. Ces travaux font l’objet d’une publication soumise à la 

revue Scientific Reports sous le titre « Design and evaluation of a new SPECT/OI bimodal imaging 

probe based on aza-BODIPY fluorophore: application to cancer diagnostic and fluorescence guided 

surgery ». 

 

Par la suite, diverses modifications pourront être apportées afin d’étudier plus en profondeur le 

potentiel de ces bimodaux. Pour cela, d’autres radioéléments pourront être introduits, ce qui 

pourra nécessiter l’introduction d’agents chélatants différents. Un autre moyen de bioconjugaison 

sera également investigué, à savoir une stratégie site-specific, permettant de conjuguer de 

manière plus contrôlée la molécule d’intérêt (sonde bimodale ou théranostique) à l’anticorps 

(Figure 124). 
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Figure 124. Modifications envisagées pour l’obtention de nouvelles sondes bimodales vectorisées. 

Au-delà d’une utilisation pour l’imagerie, nous avons choisi d’exploiter la plateforme fluorescente 

dans une logique de développement de théranostiques. Bien que nombre de complexes à visée 

thérapeutique à base d’or, de platine ou encore de ruthénium existent aujourd’hui, il reste de 

nombreuses zones d’ombre quant aux mécanismes d’action qui mènent à la mort des cellules 

tumorales, la pharmacocinétique et biodistribution de ces composés ou encore leur stabilité. Il est 

alors difficile de les optimiser afin d’augmenter leur action et spécificité pour la tumeur. C’est dans 

une optique de répondre à cette problématique que certains principes actifs sont aujourd’hui 

couplés à une sonde permettant leur suivi. 

 

Le second axe de ces travaux de thèse a donc été le développement de composés théranostiques 

comportant, d’une part, une fonction fluorescente permettant un suivi par imagerie optique et, 

d’autre part, un groupement métallique à visée thérapeutique. Une première approche de ce 

projet a été réalisée par la synthèse de trois composés non vectorisés comportant des complexes 

d’or(I). Ces composés sont les premiers azaBODIPYs porteurs d’un atome d’or pour une utilisation 

théranostique. Leurs propriétés antiprolifératives ont été évaluées sur lignées cellulaires 

cancéreuses 4T1, MDA-MB-231, CT26 et SW480. Des activités similaires à l’auranofine ont ainsi 

été relevées, soulignant le potentiel de ces nouveaux composés. La toxicité a également été 

évaluée sur lignée saine HMEC, les théranostiques synthétisés se révélant moins toxiques que 

l’auranofine. Les résultats de cette étude ont mené à la rédaction d’une publication soumise à la 

revue scientifique Journal of Medicinal Chemistry sous le titre « Homo-bimetallic gold(I)-based 

aza-BODIPY complexes: towards in vivo near-infrared optical theranostics ». 

 

Ces résultats in vitro encourageants vont mener à la réalisation de tests in vivo sur souris porteuses 

de tumeurs, qui sont en cours au jour de l’écriture de ces lignes. Ces tests ont pour objectif 

d’évaluer l’effet du complexe vis-à-vis de la tumeur. Comme cela a été souligné, cette première 

famille de composés n’a pas impliqué de moyen de vectorisation. Nous envisageons cependant la 

synthèse d’une seconde génération d’azaBODIPYs pouvant être vectorisés par un anticorps, 

pouvant permettre ainsi une accumulation dans la tumeur et, nous l’espérons, un effet 

thérapeutique d’autant plus marqué (Figure 125). 
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Figure 125. Objectif envisagé pour le développement de nouveaux théranostiques vectorisés. 

Le troisième projet de ces travaux de thèse a concerné le développement de sondes fluorescentes 

dites « intelligentes ». Ce projet avait pour but de répondre à la principale lacune des sondes 

théranostiques classiques. En effet, un théranostique permet de suivre le fragment à visée 

thérapeutique lorsque celui-ci est effectivement couplé au fluorophore. Cependant, en cas de 

relargage de ce fragment ou d’une dégradation de la structure, aucune information ne sera 

apportée permettant d’indiquer de tels phénomènes. Ainsi est apparue l’idée de développer de 

nouvelles sondes ayant la capacité de répondre à une modification structurale. Cette réponse peut 

être traduite par une extinction (mode on/off) mais également par un changement de couleur 

(mode multicolore). Les informations ainsi apportées par la sonde peuvent alors permettre 

d’éclairer certaines zones d’ombre telles le lieu et moment du relargage du principe actif sur sa 

cible lorsqu’il est question d’une prodrogue. Avec cet objectif, nous avons synthétisé avec succès 

deux complexes d’azaBODIPYs, pour lesquels le centre métallique, ruthénium pour l’un et iridium 

pour l’autre, est directement conjugué au cœur du fluorophore. Les premiers résultats ont révélé 

que le complexe de ruthénium ne présentait aucune fluorescence lorsque le métal était complexé 

au fluorophore. En revanche, le complexe d’iridium présentait un rendement quantique de 7 % 

dans le DMSO, à mettre en comparaison avec le rendement quantique de 26 % du ligand. Une 

chute de brillance d’un rapport 24 est notée lors de l’introduction du métal, phénomène qui 

pourrait être valorisé pour le développement d’une sonde intelligente off/on. 

 

Une première série de complexes ayant pour but d’aboutir à une sonde théranostique intelligente 

a pu être obtenue au cours de ces travaux de thèse et a montré tout le potentiel – mais également 

la complexité – de la synthèse de tels composés. La seconde génération d’azaBODIPYs 

théranostiques intelligents aura pour but de résoudre les limitations dues à la solubilité du 

fluorophore, mais se focalisera également sur des ligands et des métaux de nature différente 

(Figure 126). 
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Figure 126. Modifications envisagées pour l’obtention d’une nouvelle série de théranostiques intelligents. 

En ce qui concerne les sondes multicolores, nous pouvons conclure en soulignant le fait que 

relever ce défi, comme nous nous y attendions, n’est pas trivial. Il semble ainsi plus aisé d’obtenir 

un composé au comportement off/on, ce qui explique la quasi-inexistence de systèmes capables 

de répondre à une modification structurale ou environnement par une modification de leurs 

propriétés photophysiques autre qu’une « simple » activation ou désactivation de leur 

fluorescence. 

 

Enfin, d’un point de vue plus général, ces travaux de thèse ont permis de mettre en lumière la 

réactivité propre aux azaBODIPYs, ainsi que les propriétés photophysiques qui en résultent. 

Ceux-ci présentent un comportement singulier par rapport à leurs analogues BODIPYs. En effet, 

ces derniers sont aisément fonctionnalisables en leurs positions 3,5, mais également sur la 

position méso (inexistante dans le cas des azaBODIPYs). Cette fonctionnalisation n’entrave 

généralement pas les propriétés photophysiques de ces composés qui peuvent alors être utilisés 

pour des expérimentations in vitro voire in vivo. Cette caractéristique a pu être soulignée au sein 

de notre laboratoire par les travaux de thèse du Dr Pliquett. En revanche, l’atome de bore n’est 

quant à lui que rarement exploité que ce soit pour l’introduction de groupements 

hydrosolubilisants, de vecteurs ou d’autres groupements d’intérêt. A contrario, pour les 

azaBODIPYs, l’atome de bore est, pour nous, la cible privilégiée pour une éventuelle 

fonctionnalisation. Au cours de ces travaux de thèse, nous avons pu nous intéresser aux deux cas 

(fonctionnalisation du bore et fonctionnalisation des positions 1,7). La conclusion qui transparait 

est que, dans le cas des azaBODIPYs, la fonctionnalisation de l’atome de bore par l’introduction de 

groupement alcynes peut permettre d’introduire aisément une large variété de groupements sans 

impacter significativement les propriétés photophysiques du fluorophore. En revanche, un impact 

sur la fluorescence considérable a pu être noté lors de l’introduction de complexes en position 

1,7. C’est pourquoi aujourd’hui, lorsque la fonctionnalisation d’un azaBODIPY est envisagée pour 

l’introduction de groupements d’intérêt, il est préférable de privilégier la réactivité des fluorures 

situés sur l’atome de bore. Cette stratégie permet, au-delà de l’amélioration de l’hydrosolubilité, 

de conserver les caractéristiques optiques uniques de ces fluorophores. 
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Unless stated differently, reactions were carried out in HPLC grade solvents from Carlo Erba under 

normal atmosphere. Dry solvents were non-stabilized, purchased from Carlo Erba and dried using 

a MB-SPS-800 (MBraun). All reagents were purchased from Sigma Aldrich, Alfa Aesar or TCI and 

used as received without further purification. Boc-TOTA was purchased from Iris Biotech GmbH. 

DO3AtBu-N-(2-aminoethyl)ethanamide and NODAGA-NHS ester were provided by CheMatech. 

Column chromatography was carried out using alumina gel (Alfa Aesar; aluminum oxide, activated, 

neutral, Brockmann Grade II) or silica gel (Sigma Aldrich; 40-63 µm, 230-400 mesh 60 Å). Analytical 

thin-layer chromatography experiment were performed with either Machery-Nagel Alugram Alox 

N/UV254 aluminum gel (precoated aluminium sheets, 0.2 mm thick) or Merck 60 F254 silica gel 

(precoated aluminum sheets, 0.2 mm thick). Reactions were monitored by thin-layer 

chromatography, RP-HPLC-MS and no-lock 31P-NMR. Microwave reactions were carried out in an 

Anton Paar Monowave 300. 

The humanized anti-HER-2 (Trastuzumab, Herceptin®)) and chimeric anti-CD20 (Rituximab, 

Truxima®) antibodies were purchased from Roche, France. The reagents used for FPLC were 

ammonia acetate trace select for the purification step and acid acetic trace select for elution step, 

both from Sigma Aldrich. All solutions were prepared with ultra-pure water (> 18.2 MΩ.cm-1). For 

biolayer interferometry, the biosensor was coated with biotinylated Human Her2 / ErbB2 Protein 

His Tag on primary amine labeling with long spacer (Accrobiosystem). 

 

NMR spectra 

1H, 13C, 11B, 19F and 31P-NMR were recorded at 300 K (unless stated otherwise) on Bruker 

spectrometers: Avance Neo 400 MHz equipped with a 5 mm TBO probe, Avance Neo 500 MHz 

equipped with a 5 mm BBOF iProbe and Avance III HD 600 MHz equipped with a 5 mm BBOF N2 

cryoprobe. NMR spectroscopy chemical shifts are quoted in parts per million (δ) relative to TMS 

(for 1H and 13C), BF3·Et2O (for 11B), CFCl3 (for 19F) and 85 % H3PO4 (for 31P). For 1H and 13C spectra, 

calibration was made by using residual signals of the partially deuterated solvent summarized in 

2010 by Fulmer et al.326 For all other nuclei, SR value obtained after zero-calibration of the 

corresponding reference was applied. The following abbreviations and their combinations are 

used: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, quadruplet; quint, quintuplet; m, multiplet; bs, broad 

signal. 

 

Mass spectrometry (MALDI-TOF & HRMS) 

Mass spectra were recorded with a Bruker Daltonics Microflex LRF spectrometer equipped with a 

N2 beam (337 nm) used in the MALDI-TOF reflectron mode (50-3500 Da mass range) for small 

molecules. Samples were prepared by using dithranol ([1143-38-0], purchased from Sigma-

Aldrich) as the matrix and spotted on a MSP 96 MALDI plate. 

 

MALDI samples conditioning: A saturated solution of the matrix was prepared daily. A 1:4 ratio of 

analyte/matrix was then spotted on the plate by using 10 L of the matrix solution mixed with 

2.5 L of the analyte solution. The MALDI plate was then transferred in the MALDI chamber after 

complete drying of the plate. Accurate calibration was achieved by using an appropriate PEG 
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polymer in the same mass range as the analyte. Internal mass calibration was performed by adding 

the PEG sample on the same spot as the analyte while external reference was performed by 

preparing an extra spot on the same plate as the analyte. 

  

High-resolution mass spectrometry analyses were recorded on a LTQ Orbitrap XL mass 

spectrometer (Thermo Scientific) equipped with an electrospray ionization source (HESI 2). The 

following source parameters were used. Heater temperature: 50 °C, gas flow: sheath 15 / Aux 10 

/ Sweep 0, spray voltage: 4 kV, capillary temperature: 275 °C, capillary voltage: 22 V, resolution 

(m/z = 400): 60 000. 

 

Typical conditioning: 

A stock solution of the analyte was prepared by dissolving c.a. 1 mg of the analyte in 1 mL of a 

HPLC-grade solvent chosen from the following list: CH2Cl2, MeOH, CH3CN, H2O, or in RPE-grade 

DMSO. 

For small molecules (MW < 1000 Da) a 1/100 dilution was performed using 10.0 L of the stock 

solution completed to 1.0 mL by a HPLC-grade solvent of the following list sorted by order of 

preference: MeOH, H2O, CH3CN, CH2Cl2.  

For high weight molecules (MW > 1000 Da) a 1/10 dilution was performed using 100.0 L of the 

stock solution completed to 1.0 mL by a HPLC-grade solvent of the following list sorted by order 

of preference: MeOH, H2O, CH3CN, CH2Cl2. 

The 10-5 M resulting solution of the analyte was then directly infused into the spectrometer using 

a 500 L syringe. The system was rinsed three times between two consecutive analysis with 500 L 

of HPLC grade water and/or MeOH. Mass calibration in the 100-2000 Da mass range was operated 

using the commercially available Pierce LTQ ESI Positive/Negative ion Calibration solutions 

(Thermofisher Scientific ref 88322/88324). 

 

Low resolution mass spectra (MS) were recorded on a Brucker Amazon SL spectrometer. 

Measurements were performed at the “Plateforme d’Analyse Chimique et de Synthèse 

Moléculaire de l’Université de Bourgogne” (PACSMUB). 

 

Analytical RP-HPLC-MS  

RP-HPLC-MS analyses were performed on a Thermo-Dionex Ultimate 3000 instrument (pump + 

autosampler at 20 °C + column oven at 25 °C) equipped with a diode array detector (Thermo-

Dionex DAD 3000-RS) and Thermo Scientific MSQ Plus single quadrupole mass spectrometer. 

The corresponding low-resolution mass spectra (LRMS) were recorded with this latter mass 

spectrometer, with an electrospray (ESI) source (HPLC-MS coupling mode). A Phenomenex Kinetex 

C18 column (2.6 μm, 2.1 × 50 mm) was used with two different programs: 

 

Program A : CH3CN + 0.1 % TFA and H2O + 0.1 % aq. formic acid as eluents, flow rate of 0.5 mL/min, 

linear gradient from 5 % to 100 % [CH3CN + 0.1 % TFA] for 5 min, 100 % [CH3CN + 0.1 % TFA] for 

1.5 min, linear gradient from 100 % to 5 % [CH3CN + 0.1 % TFA] for 0.1 min, 5 % [CH3CN + 

0.1 % TFA] for 2 min. 
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Program B : CH3CN + 0.1 % TFA and H2O + 0.1 % TFA as eluents, flow rate of 0.5 mL/min, linear 

gradient from 5 % to 100 % [CH3CN + 0.1 % TFA] for 5 min, 100 % [CH3CN + 0.1 % TFA] for 5.5 min, 

linear gradient from 100 % to 5 % [CH3CN + 0.1 % TFA] for 0.1 min, 5 % [CH3CN + 0.1 % TFA] for 2 

min. 

 

UV-visible detection was achieved at 220, 260, 550 and 650 nm (+ DAD in the range 220-800 nm). 

Low resolution ESI-MS detection in the positive/negative mode (full scan, 150-1500 a.m.u., data 

type: centroid, needle voltage: 3.0 kV, probe temperature: 350 °C, cone voltage: 75 V and scan 

time: 1 s). 

 

Semi-preparative HPLC-MS  

Semi preparative separations were executed on a HPLC-system from Shimadzu equipped with 

2 LC-20AT pumps, a SPD-20A UV/Vis detector, a FRC-10A fraction collector, a SIL-10AP sampler 

and a CBM-20A control unit. The column was either a Shim-Pack GIST 5 µm C18 10x250 mm 

column or a Shim-Pack GIST 5 µm C8 10x250 mm column. The mixture used for purification was 

CH3CN + 0.1 % TFA and H2O + 0.1 % TFA as eluents and a flow rate of 5 mL/min. 

 

Ion chromatography 

Chromatographic analysis was performed using an ion chromatograph Thermo Scientific Dionex 

ICS 5000 with a conductivity detector CD (Thermo Scientific Dionex) and a conductivity suppressor 

ASRS-ultra II 4 mm (Thermo Scientific Dionex). TFA was separated using an Ion Pac AS11-HC 

analytical column (4 µm, 4x250 mm, Thermo Scientific Dionex) and an Ion Pac AS11-HC guard 

column (4 µm, 4x250 mm, Thermo Scientific Dionex). Chromatographic analysis was recorded with 

Chromeleon software, 7.2 version. The elution of TFA, Cl- and Br- was conducted in the following 

conditions: flow rate: 1.5 mL/min; column temperature: 30 °C; injection volume: 10 µL. Elution: 

isocratic during 15 min, 90 % eluent A (NaOH 30 mM) / 10 % eluent B (H2O, ultra-pure 

18.2 MΩ.cm-1). 

Preparation of reagents, standards and samples: All solutions were prepared in 18.2 MΩ.cm-1 

water. Sodium hydroxide (50 %, w/w, certified grade) and TFA (≥ 99.5 %, optima® LC/MS grade) 

were obtained from Fisher Scientific. A 1000 mg/L TFA standard solution was prepared by 

weighing. Commercial standard solution at 1000 mg/L were used for chlorine and bromine ions. 

The mother liquor was diluted to the standard solutions of 1, 2.5, 5 and 10 mg/L before injection. 

A precisely weighed amount of each compound was diluted in ultra-pure water so that the 

concentration of TFA fits with the calibration curve. Two different dilutions were performed for 

each sample. The resulting concentrations of TFA allowed to calculate the mass percentage of TFA 

contained in each sample. Measurements were performed at the “Plateforme d’Analyse Chimique 

et de Synthèse Moléculaire de l’Université de Bourgogne” (PACSMUB). 

 

Lyophilization 

Lyophilization operations were performed with a Christ Alpha 2-4 LD plus. 
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Determination of LogD (LogP approximation) 

The method was inspired from literature procedures.327 LogD was determined using a RP-HPLC 

Thermo-Dionex Ultimate 3000 instrument (pump, autosampler and column oven at 20 °C) 

equipped with a diode array detector (Thermo-Dionex DAD 3000-RS), with a Phenomenex Kinetex 

column (2.6 µm C18 100 Å, LC Column 50 x 2.1 mm). An isocratic method was used with an eluent 

ACN/H2O 1:1 containing 0.1 % of formic acid. All solvents used were of HPLC-grade quality. The 

eluents were mixed beforehand and used in a single-pump isocratic method. Dead time was 

determined using formamide. Benzoic acid, thymol, naphthalene, diphenyl ether and 

2,6-diphenylpyridine were used as standards (1.9 < logD < 4.9). Mean values from three 

consecutive injections were to determine the logD value, knowing that the capacity factor (k) was 

calculated with the equation k = (tr-t0)/t0, in which tr was the retention time and t0 the dead time. 

 

Photophysical studies 

UV-Visible absorption spectra of azaBODIPYs 4, 6, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 20, 22, 25 and 35 were 

recorded on a SAFAS FLX-Xenius spectrometer. UV-Visible absorption spectra of azaBODIPYs 45, 

46, 47, 48, 49, 59 and 62 were recorded on a Varian Cary 50 scan (single-beam). Data are reported 

as absorption maximum wavelength ([λmax] = nm) and molar absorption coefficient at the 

absorption maximum wavelength ([ε] = M−1.cm−1). The steady-state fluorescence emission spectra 

of azaBODIPYs 4, 6, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 20, 22, 25 and 35 were obtained using a SAFAS FLX-Xenius 

spectrometer. The steady-state fluorescence emission spectra of azaBODIPYs 45, 46, 47, 48, 49, 

59 and 62 were obtained using a HORIBA Jobin Yvon Fluorolog spectrofluorometer (software 

FluorEssence). All fluorescence spectra were corrected for apparatus response. Quartz cuvettes 

(1.5 mL) with a path length of 1 cm were used. The sample concentrations were chosen to obtain 

a maximum absorbance between 0.3 and 1.0 for UV spectra and between 0.035 and 0.1 at 

excitation wavelength for quantum yield measurements. Relative quantum efficiencies were 

obtained by comparing the areas under the corrected emission spectrum. All measurements were 

performed in DMSO (Sigma Aldrich, spectroscopic grade ≥ 99.9 %) and PBS at 298 K. AzaBODIPY 4 

(Φ = 0.36 in CHCl3, λex = 670 nm) was used as the standard. In all quantum yield determinations, 

correction for the solvent refractive index (η) was applied [DMSO: η = 1.477, CHCl3: η = 1.4459, 

PBS: η = 1.337]. The following equation was used to calculate the quantum yield of the sample: 

 

𝛷𝑋 =  𝛷𝑟𝑒𝑓 (
𝐺𝑟𝑎𝑑𝑋

𝐺𝑟𝑎𝑑𝑟𝑒𝑓
) (

𝜂𝑋
2

𝜂𝑟𝑒𝑓
2

) 

 

in which indices X and ref refers to the studied compound and the reference compound, Φ is the 

quantum yield, Grad is the gradient of the linear graph between the integrated fluorescence 

intensity versus absorbance at the excitation wavelength, and η is the refraction index of the 

solvent in which the measure is executed. 

 

Biolayer Interferometry 

HER-2-affinity of compound 16 or uncoupled trastuzumab antibodies were determined by Biolayer 

Interferometry (BLI) on an OctetRed96e instrument (Forte-bio). HER-2 was biotinylated with 5 

equivalents of biotin (biotin-PEG4-NHS EZ kit, Pierce) according to the manufacturer’s instructions. 
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In a second step, the streptavidin-coated biosensor was dipped into wells containing biotinylated 

HER-2. For the trastuzumab-HER-2 interaction: Association and dissociation phases were 

determined after dipped of the functionalized biosensor into wells containing different 

concentrations of trastuzumab coupled or not with compound 11 (6.25 to 400 nM) or wells 

containing PBS respectively.  Each Kd was determined with a 1:1 stoichiometry model using the 

Octet software (version 3.1, FortéBio, Menlo Park, CA, USA). 

 

Cell culture 

Human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 (ATCC® HB-8065™) and human mammary cancer 

cells subexpressing HER-2 HCC1954 (ATCC® CRL-2338™) were obtained from the American Type 

Culture Collection (ATCC). These cells were cultured in RPMI supplemented with 10 % FBS 

(Dutcher) and incubated at 37 °C in 5 % CO2 atmosphere. All experiments were performed when 

the cells reached > 80 % confluence. 

Mouse and human breast (4T1 and MDA-MB-231 respectively) and colon (CT26 and SW480 

respectively) cancer cell lines, were cultured in RPMI supplemented with 10 % heat-inactivated 

FBS. The primary Human Mammary Epithelial Cells (HMEC, Gibco) were cultured in a complete 

HuMEC ready medium (Gibco). All the cells were cultured at 37 °C under a humidified atmosphere 

containing 5 % CO2. The cells were detached by trypsin and re-seed at least 1 day before any 

experiment.  

 

Optical imaging & FACS experiment for theranostic compounds 

MDA-MB-231 and 4T1 cells were plated in 4-wells Lab-Tek I Chamber slide (NuncTM, Thermo 

Scientific) (50 000 cells in 500 µL of culture medium) and incubated overnight in RPMI without red 

phenol medium at 37 °C and 5 % CO2. Uptake experiments were performed by incubating cells 

with the different theranostic compounds (5 µM) at 37 °C and 5 % CO2. For confocal imaging, live 

cells were scanned by confocal microscopy (Zeiss LMS510 microscope) using a 63x oil immersion 

objective of 1.2 numerical aperture. Hoechst 33342 was used to label the nucleus (0.5 µM), excited 

at 405 nm (2-5 %) and its signal was collected from 410 to 499 nm. The theranostic compounds 

were excited at 633 nm (2 % power) and the signal was collected from 640 to 747 nm. Images 

were processed with ImageJ software. 

 

Similar protocol was observed for FACS experiment, with a 15 min to 24 h incubation with 5 µM 

theranostic solution. After washing with PBS, the cells were observed using LSR II (Becton, 

Dickinson and Company, Pont de Claix, France). Cells were gated to exclude cell debris in the 

control group, and 50,000 events were recorded in the gate for fluorescence intensity 

measurement. 

 

Flow cytometry for bimodal compounds 

Compound 16 immunoreactivity was evaluated on HCC1954 cells via flow cytometry analysis. Cells 

were harvested, incubated 30 min at 4 °C with 1 µg of compound 16 or a range between 0.001 

and 10 µg of this antibody. The staining was achieved after a saturation step of 15 min in FCSB (BD 

Biosciences-US). The analysis was carried out on a BD FACSCanto™ (BD Biosciences-US). The 
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median fluorescence intensities were analysed with FlowJo V10 BD software and a standard curve 

were deduced with the results obtained for each concentration of labelled antibodies. 

 

Cytotoxicity assay for bimodal compounds 

HepG2 cells were seeded at the density of 5x103 cells in 96 well plates (Falcon), cultivated for 48 h 

before treatments in RPMI 1640 medium (Corning) with 10 % FBS (Dutcher). Cells were then 

treated with the different compounds at the concentrations given in the text for 36 h in RPMI1640 

medium without FBS (200 µl per well). Viability was measured using a MTS colorimetric assay 

(Abcam) following the manufacturer recommendations. Briefly, 20 µl of MTS reagent was added 

into each well and optical density at 490 nm was read using a microplate reader (Spark®, Tecan) 

after 1 h incubation at 37 °C, 5 % CO2, in the dark. 

 

Cytotoxicity assay for theranostic compounds 

105 cells were seeded in 96-well flat-bottomed microplates (final volume 100 μL per well) and 

incubated for 24 h to allow for cell adherence. 10 mM stock solutions were prepared by dissolving 

the compounds in DMSO. Fresh medium containing increasing concentrations of the compounds 

(ranging from 0.01 to 25 μM) was added and plates were incubated at 37 °C for 48 h. The cytotoxic 

activity of compounds and drug references was determined using the MTS assay (Promega®). 

Thereafter, 20 μL of MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium, Promega, Charbonnieres, France) was added in each wells and 

absorbance at 490 nm was measured after 3 h incubation at 37 °C. The resulting IC50 values were 

calculated using GraphPad Prism 5.0 software. Each treatment was performed in three 

independent experiments. 

 

SPECT/CT/Fluorescence imaging 

All experiments followed the guidelines of the Federation of European Animal Science 

Associations. All animal experiments were approved by the Ethics Committee of Burgundy 

University (Dijon, France) and by the Ministry of agriculture and food (France, Apafis number: 

#15181 et #7830). 

Female BALB/c nu/nu mice (8 weeks old, Charles River, France) were grafted by subcutaneous 

injection of HER2+ breast cancer cells HCC1954 (10x106 cells/mouse, ATCC® CRL-2338). Five weeks 

after tumor implantation (tumor volume approximately at 300 mm3), tumor bearing-mice were 

given 25 μg of compound 17 (10 MBq) by intravenous injection in the vein tail. Alternatively, to 

assess the specificity of the targeting in vivo, a group of mice received 25 μg of compound 17  

(10 MBq) in co-injection with an excess (100x, 2500 µg) of cold compound 12. SPECT/CT dual 

imaging was performed 24 h, 48 h and 72 h after the injection of the radiolabeled conjugate using 

a NanoSPECT/CT small animal imaging tomographic γ-camera (Bioscan Inc., Washington, DC). 

During the procedure mice were anaesthetized with isoflurane (1.5-3 % in air) and positioned in a 

dedicated cradle. CT and SPECT acquisitions were performed in immediate sequence. CT 

acquisitions (55 kVp, 34 mAs) were first acquired during 10 min, followed by helical SPECT 

acquisitions with 90-120 s per projection frame resulting in acquisition times of 45-60 min. Both 

indium-111 photopeaks (171 and 245 keV) were used with 10 % wide energy windows. After the 

last image acquisition, animals were euthanized. Blood, tumor, and organs were collected, and 
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radioactivity was measured with a scintillation γ-counter (PerkinElmer). Data were then converted 

to percentage of injected dose per gram of tissue (%ID/g). The CT and SPECT reconstructions were 

performed using image processing software Vivoquant (Invicro). Each scan was then visually 

interpreted, and 3D regions of interest corresponding to the tumor and whole body were manually 

drawn in order to determine their radioactivity content. In vivo quantification was obtained by 

accurate calibration of the NanoSPECT/CT γ-camera. Radioactivity contents from image analysis 

were expressed in %ID/g and compared to those determined by ex vivo counting. 

Immediately after each SPECT/CT imaging, the animals were transferred to an optical imager (Ivis 

Lumina III, PerkinElmer). The fluorescence signal was monitored using a range of filters and images 

were processed through the Living Image® software (PerkinElmer) for exclusion of background 

signals (auto-fluorescence, food…). Data were analyzed with the Living Image® software. After the 

last SPECT/CT imaging and before γ-counting, organs were collected and placed in the optical 

imager for ex vivo fluorescence imaging. 2D ROIs were manually drawn for fluorescence 

quantification of each organs. Values are reported as radiant efficiencies, allowing direct 

comparison of images from each experiment. 

 

Thioredoxine reductase (TrxRs) activity assay 

TrxRs assays were carried out on CT26 cells incubated during 24 h in RPMI medium containing 

10 % FBS with 5 µM of azaBODIPY complexes or auranofin. Cells were scratched from the bottom 

of the dish after a washing step in PBS. Cell pellets were resuspended in 50 µl of a lysis buffer 

CelLytic-M (Sigma-Aldrich) during 15 min, and centrifugated at 16 000 g for 10 min at 4 °C. The 

supernatants were transferred to 96 well microplates for protein dosage. The protein 

concentrations in the cell homogenates were determined by the Lowry method thanks to a protein 

Assay Reagents Package Kit (Bio-Rad). From each homogenate 20 μg protein were collected for 

the TrxRs enzyme activity measurement with a commercially available kit (Sigma-Aldrich). The 

assay is based on the reduction of 5,5’-dithiobis(2- nitrobenzoic)acid(DTNB) with NADPH to 

5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) by TrxRs. The yellow color product is measurable at 412 nm by 

spectrophotometry. The reaction was performed in a working buffer (100 mM potassium 

phosphate with 10 mM EDTA and 0.24 mM NADPH) in a final volume of 200 μl. This reaction was 

initiated by the addition of 6 μl DTNB (39.6 mg/ml) diluted in an assay buffer (6 M guanidine-HCl 

in 0.2 M Tris-HCl, pH 8.0). The absorbance at 412 nm was measured 18 times within 15 min on a 

Perkin Elmer Wallac 1420 Victor2 Microplate Reader. The same experiments were performed for 

each condition with a specific inhibitor of TrxRs. The TrxRs activity rate was calculated from the 

slope of absorbance at 412 nm versus time after the subtraction of the activity measured in 

presence of the inhibitor. 

 

In vivo toxicity 

The toxicity was assessed on healthy BALB/c nude mice. The intraperitoneal injection was 

performed twice a week for each concentration, and the dose was increased weekly up to 

0.5 mg/kg. The dose injected was prepared from a stock solution at 10 mM in DMSO diluted in 

RPMI medium for a total volume of 100 µl. During the three weeks of the experiment and one 

supplementary week, the well-being of the mice was checked and each sign of pain were reported 

in a scoreboard. 
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Animals were group housed in solid bottom polycarbonate cages (3-5 animals/cage). The food was 

provided ad libitum. Animals were also provided with sterilized pure water ad libitum. 

Environmental controls for the animal room were set to maintain 20-25 °C, a relative humidity of 

50-70%, a 12 h light/12 h dark cycle. 
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Compound 1 

 

C16H14O2 

M = 238.29 g.mol-1 

White powder 

Yield = 87 % 

 

 
 

Compound 1 was synthesized according to a modified reported procedure. 1H NMR data are in agreement with 

literature data.328 

 

In a round-bottom flask, 4'-methoxyacetophenone (5.66 g, 37.7 mmoles, 1 eq.) was introduced into a solution of 

KOH (5.08 g, 90.5 mmoles, 2.4 eq.) in methanol (100 mL). Benzaldehyde (4.00 g, 37.7 mmoles, 1 eq.) was then 

added and the mixture was stirred at 25 °C for 72 h. The precipitate was then filtered, washed with methanol 

and dried to give 1 as a white powder (7.40 g, 87 %). 

 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3.90 (s, 3H, H12), 6.99 (d, JH10-H9 = 8.9 Hz, 2H, H10), 7.39-7.44 (m, 3H, H1 

H2), 7.55 (d, JH6-H5 = 15.7 Hz, 1H, H6), 7.62-7.67 (m, 2H, H3), 7.81 (d, JH5-H6 = 15.7 Hz, 1H, H5), 

8.05 (d, JH9-H10 = 8.8 Hz, 2H, H9). 
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Compound 3 

 

C34H27N3O2 

M = 509.61 g.mol-1 

Dark violet powder 

Yield = 48 % 

 

 
 

Compound 3 was synthesized according to a modified reported procedure. 1H NMR data are in agreement with 

literature data.128 

 

In a round-bottom flask, 1 (7.40 g, 31.1 mmoles, 1 eq.) was introduced into methanol (70 mL). Diethylamine 

(32 mL, 320 mmoles, 10 eq.) and nitromethane (17 mL, 320 mmoles, 10 eq.) were added to the flask. After 

stirring under reflux for 48 h, the mixture was dried under reduced pressure and gave a reddish oil that was 

directly engaged in the next step without further purification. 
 

In a round-bottom flask, ammonium acetate (48 g, 620 mmoles) was added to a solution of crude 2 in ethanol 

(100 mL). The mixture was stirred under reflux for 48 h. The precipitate was filtered, dried under reduced 

pressure and centrifugated twice in DCM to give with no further purification 3 as a dark violet powder (3.87 g, 

48 % over the last two steps). 

 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3.90 (s, 6H, H15), 7.06 (d, JH13-H12 = 8.9 Hz, 4H, H13), 7.39 (t, 

JH10-H9 = 7.3 Hz, 2H, H10), 7.47 (t, J = 7.6 Hz, 4H, H9), 7.61 (s, 2H, H2, H5), 8.05 (d, JH12-H13 = 8.8 Hz, 4H, H12), 8.10 

(d, JH8-H9 = 7.2 Hz, 4H, H8). 
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Compound 4 

 

C34H26BF2N3O2 

M = 557.41 g.mol-1 

Dark blue powder 

Yield = 73 % 

 

 

 
 

Compound 4 was synthesized according to a modified reported procedure. 1H, 11B and 19F NMR data are in 

agreement with literature data.133,295  

 

In a round-bottom flask, a solution of 3 (2.00 mg, 3.92 mmoles, 1 eq.) and DIPEA (3.5 mL, 20 mmoles, 5 eq.) in 

anhydrous THF (270 mL) was refluxed under argon for 45 minutes. The solution was then allowed to cool down 

to room temperature, and boron trifluoride etherate (7 mL, 27 mmoles, 7 eq.) as added slowly to the flask. The 

mixture was then heated to reflux again for 2 h. RP-HPLC-MS showed no conversion of the starting material, 

hence boron trifluoride etherate (65 mL, 247 mmoles, 63 eq.) was added slowly at room temperature. The 

mixture was refluxed again and after 3 h, RP-HPLC-MS showed complete consumption of the starting material. 

The crude was dried under reduced pressure and centrifuged in methanol four times. The product was obtained 

after precipitation from a DCM/pentane mixture and gave 4 (1.60 g, 73 %) as a dark blue powder. 

 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3.89 (s, 6H, H16), 7.15 (d, JH14-H13 = 9.0 Hz, 4H, H14), 

7.48 (d, JH11-H10 = 7.3 Hz, 2H, H11), 7.54 (d, J = 7.4 Hz, 4H, H10), 7.62 (s, 2H, H2, H6), 8.15 (m, 8H, H9, H13). 

 
11B NMR (160 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 1.04 (t, JB-F = 32.6 Hz). 

 
19F NMR (470 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = -130.4 (q, JF-B = 32.4 Hz). 
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Compound 5 

 

C44H42BN5O2 

M = 683.66 g.mol-1 

Metallic red powder 

Yield = 58 % 

 

 

 
 

In a round-bottom flask under inert atmosphere, N,N-dimethylpropargylamine (0.622 g, 5.91 mmol, 2.2 eq.) was 

introduced with anhydrous THF (1.5 mL). After addition of a 0.85 M ethylmagnesium bromide solution in THF 

(7.3 mL, 6.21 mmol, 2.3 eq.), the mixture was stirred at reflux for 45 minutes. After cooling down to room 

temperature, a solution of 4 (1.5 g, 2.69 mmol, 1 eq.) in 34 mL of anhydrous THF were added to the flask. The 

mixture was then refluxed again for an hour and the reaction monitored using TLC. Isopropanol (30 mL) was then 

added and the mixture stirred for 30 minutes. After complete evaporation under reduced pressure, the solid was 

dissolved in dichloromethane and slowly precipitated using pentane. After centrifugation and evaporation, the 

solid was treated on a silica column (EtOAc then DCM/MeOH 9:1 to 7:3). After evaporation, 5 was obtained as a 

grey bluish product (1.07 g, 58 %). 
 

HRMS (ESI): calcd for C44H42BN5O2+H+ [M+H]+  684.35043 Da; found 684.35322 Da (error: 4.077 ppm). 

 
1H NMR (500 MHz, TDF): δ (ppm) = 2.22 (s, 12H, H4’), 3.20 (s, 4H, H3’), 3.90 (s, 6H, H16), 7.14 (d, JH14-H13 = 8.5 Hz, 

4H, H14), 7.29 (s, 2H, H2, H6), 7.38 (t, JH11-H10 = 7.3 Hz, 2H, H11), 7.45 (t, JH10-H11 = 7.5 Hz, 4H, H10), 

8.14 (d, JH9-H10 = 7.1 Hz, 4H, H9), 8.47 (d, JH13-H14 = 8.9 Hz, 4H, H13). 

 
11B NMR (193 MHz, TDF): δ (ppm) = -11.83 (s, bs). 
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Compound 6 

 

C60H56BCl2N5O6 

M = 1024.85 g.mol-1 

Dark green powder 

Yield = 68 % 

 

 

 
 

In a round-bottom flask, 5 (250 mg, 370 µmol, 1 eq.) was dissolved in THF (35 mL) and deionized water (10 mL). 

Sodium carbonate (154 mg, 1.83 mmol, 5 eq.) and 4-(bromomethyl)benzoic acid (173 mg, 810 µmol, 2.2 eq.) 

were then added and the mixture was stirred at 17 °C for 4 h. 4-(bromomethyl)benzoic acid was then removed 

via extraction using diethyl ether and water. The aqueous phase was concentrated under reduced pressure and 

HCl 3 M was added until precipitation. After centrifugation, the solid was dried under reduced pressure to finally 

give 6 as a green solid (250 mg, 68 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C60H56B1N5O6
2+ [M]2+  476.71563 Th; found 476.71604 Th (error: 0.860 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 2.87 (s, 12H, H4’), 3.83 (s, 6H, H16), 3.95 (s, 4H, H3’), 4.26 (s, 4H, H5’), 

7.15 (d, JH14-H13 = 8.7 Hz, 4H, H14), 7.43-7.54 (m, 12H, H2, H6, H10, H11, H7’), 8.04 (d, JH8’-H7’ = 8.0 Hz, 4H, H8’), 

8.15 (d, JH9-H10 = 7.4 Hz, 4H, H9), 8.46 (d, JH13-H14 = 8.7 Hz, 4H, H13). 

 
13C NMR (151 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 50.7 (C4’), 55.5 (C3’), 56.2 (C16), 66.7 (C5’), 88.4 (C2’), 115.3 (C14), 121.3, 

125.4 (C12), 128.9, 129.7, 129.8 (C10), 130.4 (C9), 130.7, 131.1, 131.5 (C7’), 132.7, 133.4 (C6’), 133.9 (C13), 134.0, 

134.1, 134.5, 144.1, 144.2 (C7a, C7b), 159.0 (C3, C5), 163.7 (C15), 168.5. 

 
11B NMR (192 MHz, CD3OD): δ (ppm) = -12.36 (s, bs). 
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Compound 9 

 

C94H111BF9N13O20 

M = 1924.79 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 18 % 

 

 
The reaction was carried out in four separate flasks. In the following lines we describe the protocol used for one 

of those flasks. In a round-bottom flask with an argon atmosphere, 6 (77 mg, 75 µmol, 1 eq.) was dissolved in 

anhydrous DMF (6 mL). A solution of HBTU (61 mg, 160 µmol, 2.2 eq.) in anhydrous DMF (6 mL) was added under 

stirring. After addition of DIPEA (99 µL, 570 µmol, 7.5 eq.), the mixture was stirred at 17 °C for 45 minutes. A 

solution of DO3AtBu-N-(2-aminoethyl)ethanamide (50 mg, 81 µmol, 1.1 eq.) in anhydrous DMF (6 mL) was then 

added and the reaction monitored by RP-HPLC-MS. Completion of the coupling was reached after 90 minutes of 

reaction, and Boc-TOTA (26 mg, 81 µmol, 1.1 eq.) in anhydrous DMF (5 mL) was added to the mixture. The 

coupling was completed after 90 minutes. The crude from all flasks were mixed and after complete evaporation 

of the solvent under reduced pressure, the solid was solubilized in acetonitrile (160 mL) and HCl 3 M (80 mL) was 

added. After stirring at 40 °C, a RP-HPLC-MS of the mixture confirmed the complete deprotection after 2 h. After 

complete evaporation, the solid was solubilized in distilled water (30 mL) and purified using semi-preparative 

HPLC (20 % to 100 % acetonitrile in water (0.1 % TFA) gradient over 20 minutes, Column: Shim-pack GIS, 5 µm 

C18, 10x250 mm) and the resulting solid was lyophilized to give 9 as a green solid (104 mg, 18 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C92H110B1F6N13O18
2+ [M]2+ 791.91886 Th; found 791.91948 Th (error: 0.783 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 1.57-1.64 (m, 1H), 1.87 (quint, J = 6.7 Hz, 2H, H12’’ or H19’’), 1.91 (quint, 

J = 5.9 Hz, 2H, H12’’ or H19’’), 2.00-2.06 (m, 1H), 2.86 (s, 6H, H4’ or H4’’), 2.87 (s, 6H, H4’ or H4’’), 3.09 (t, 

J = 6.5 Hz, 2H, CH2), 3.09-3.21 (m, 8H), 3.36 (bs, 4H), 3.36-3.43 (m, 6H), 3.45 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.48-3.54 (m, 3H), 

3.56 (t, J = 6.1 Hz, 3H), 3.59-3.68 (m, 10H), 3.70-3.75 (m, 1H), 3.78-3.81 (m, 6H, H16), 3.82 (bs, 4H), 3.92 (s, 2H, 

H3’ or H3’’), 3.93 (s, 2H, H3’ or H3’’), 4.20-4.26 (m, 4H, H5’, H5’’), 7.12-7.17 (m, 4H, H14), 7.40-7.52 (m, 12H, H2, 
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H6, H7’, H7’’, H10, H11), 7.80-7.85 (m, 2H, H8’ or H8’’), 7.91-7.96 (m, 2H, H8’ or H8’’), 8.12-8.17 (m, 4H, H9), 

8.45-8.52 (m, 4H, H13). 

 
13C NMR (151 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 23.7, 24.2, 28.1 (C12’’ or C19’’), 28.5, 30.3, 30.5 (C12’’ or C19’’), 36.5, 

38.6, 40.1, 40.2, 40.6, 50.7 (C4’, C4’’), 55.6 (C3’, C3’’), 56.2 (C16), 56.5, 66.9 (C5’ or C5’’), 67.0 (C5’ or C5’’), 

69.9-71.4 (CTOTA), 88.2 (Calkyne), 115.3 (C14), 117.2, 119.2, 121.1, 121.2, 125.2 (C12), 129.1 (C8’ or C8’’), 

129.5 (C8’ or C8’’), 129.8 (C10), 130.4 (C9), 130.7, 131.3, 131.4, 133.4 (C8), 134.0, 133.9, 134.0 (C13), 137.9, 

138.1, 143.9, 144.2, 158.9 (C3, C5), 162.5, 162.8, 163.0, 163.1, 163.2, 163.7 (C15), 168.9 (C9’ or C9’’), 

169.1 (C9’ or C9’’).  
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Compound 10 

 

C100H120BF6N17O22 

M = 2036.96 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 20 % 

 

 
During synthesis of 9, a by-product of the reaction was also isolated during semi-preparative HPLC purification. 

The by-product was identified as being the bis-DOTA derivative and after lyophilization, 10 was isolated as a 

green solid (115 mg, 20 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C96H120B1N17O18
2+ [M]2+ 904.95397 Th; found 904.95673 Th (error: 3.050 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 1.57-1.64 (m, 1H), 1.87 (quint, J = 6.7 Hz, 2H, H12’’ or H19’’), 1.91 (quint, 

J = 5.9 Hz, 2H, H12’’ or H19’’), 2.00-2.06 (m, 1H), 2.86 (s, 6H, H4’ or H4’’), 2.87 (s, 6H, H4’ or H4’’), 3.09 (t, 

J = 6.5 Hz, 2H, CH2), 3.09-3.21 (m, 8H), 3.36 (bs, 4H), 3.36-3.43 (m, 6H), 3.45 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.48-3.54 (m, 

3H), 3.56 (t, J = 6.1 Hz, 3H), 3.59-3.68 (m, 10H), 3.70-3.75 (m, 1H), 3.78-3.81 (m, 6H, H16), 3.82 (bs, 4H), 

3.92 (s, 2H, H3’ or H3’’), 3.93 (s, 2H, H3’ or H3’’), 4.20-4.26 (m, 4H, H5’, H5’’), 7.12-7.17 (m, 4H, H14), 7.40-7.52 

(m, 12H, H2, H6, H7’, H7’’, H10, H11), 7.80-7.85 (m, 2H, H8’ or H8’’), 7.91-7.96 (m, 2H, H8’ or H8’’), 8.12-8.17 

(m, 4H, H9), 8.45-8.52 (m, 4H, H13). 

 
13C NMR (151 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 40.4 (C11’ or C12’), 40.5 (C11’ or C12’), 50.6 (C4’), 55.6 (C3’), 55.9, 

56.2 (C16), 66.9 (C5’), 88.3 (C2’), 115.1, 115.3 (C14), 117.1, 119.0, 121.0, 121.3, 125.3 (C12), 129.3, 129.8 (C10), 

130.4 (C9), 130.7, 131.3, 133.4 (C6’), 134.0 (C13), 131.3, 133.4, 134.0, 137.9, 144.0, 144.2, 159.0 (C3), 162.2, 

162.4, 162.6, 162.9, 163.7 (C15), 169.2. 

 
11B NMR (193 MHz, CD3OD): δ (ppm) = -12.77 (s, bs). 
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Compound 11 (DOTA-azaBODIPY) 

 

C98H114BF6N13O21 

M = 1934.86 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 62 % 

 

 
In a round-bottom flask, 9 (16 mg, 8 µmol, 1 eq.) was solubilized in ethanol (11 mL). DIPEA 

(16 µL, 97 µmol, 12 eq.) and diethyl squarate (14 µL, 97 µmol, 12 eq.) were then introduced. After stirring at 

30 °C for 30 minutes, the solvent was removed under reduced pressure and the resulting solid was solubilized in 

25 mL of a distilled water/acetonitrile (8/2) mixture. The purification was carried out using a semi-preparative 

HPLC (20 % to 100 % acetonitrile in water (0.1 % TFA) gradient over 20 minutes, Column: Shim-pack GIS, 5 µm 

C18, 10x250 mm). After lyophilization, 11 was obtained as a green solid (10 mg, 62 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C94H114B1N13O17
2+ [M]2+ 853.92689 Th; found 853.92875 Th (error: 2.178 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 1.23-1.43 (m, 5H, H26’’), 1.44-1.54 (m, 1H), 1.54-1.68 (m, 1H), 1.72-1.78 

(m, 1H, H12’’ or H19’’), 1.78-1.83 (m, 1H, H12’’ or H19’’), 1.83-1.91 (m, 2H), 1.98-2.09 (m, 1H), 2.17-2.42 (m, 2H), 

2.86 (s, 12H, H4’, H4’’), 3.06-3.27 (bs, 7H), 3.36-3.75 (m, 25H), 3.76-3.99 (m, 15H, H16, H3’, H3’’), 4.17-4.28 (m, 

4H, H5’, H5’’), 4.59-4.69 (m, 2H, H25’’), 7.08-7.19 (m, 4H, H14), 7.35-7.58 (m, 12H, H2, H6, H10, H11, H7’, H7’’), 

7.85-7.79 (m, 2H, H8’ or H8’’), 7.90 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H8’ or H8’’), 8.14 (d, J = 7.9 Hz, 4H, H9), 8.46 (d, J = 8.4 Hz, 

4H, H13). 

 
13C NMR (151 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 14.4, 16.1 (C26’’), 17.3, 20.7, 23.7, 24.2, 30.2-43.2 (CTOTA), 50.7 (C4’, C4’’), 

55.3-55.5 (C3’, C3’’), 56.0, 56.2 (C16), 66.7-66.9 (H5’, H5’’), 69.1-70.4 (CTOTA, CDOTA), 70.6 (C25’’), 71.1-71.6 (CTOTA, 

CDOTA), 88.3 (Calkyne), 88.4 (Calkyne), 115.3 (C14), 117.2, 119.1, 121.3, 125.4 (C12), 129.1 (C8’ or C8’’), 129.4 (C8’ or 

C8’’), 129.8 (C10), 130.4 (C9), 130.7, 131.3, 133.4 (C8), 134.0 (C13), 137.9, 138.1, 144.0, 144.2, 159.0 (C3, C5), 

163.7 (C15), 168.6 (C9’ or C9’’), 169.2 (C9’ or C9’’), 174.6, 174.7, 175.7, 177.7, 178.1, 180.0, 184.4, 184.6, 189.9, 

190.0.  
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Compound 12 

 

C98H111BF6InN13O21 

M = 2046.65 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 82 % 

 
 

In a 1.5 mL Eppendorf, InCl3 (420 µg, 2 µmol, 1.05 eq.) was dissolved in HCl 0.05 M (315 µL). NH4OAc 1 M (40 µL) 

was added until pH ≈ 6. 11 (3.47 mg, 1.8 µmol, 1 eq.) in H2O (50 µL) was then added to the previous solution and 

the reaction was carried out in an Eppendorf ThermoMixer C (40 °C, 900 rpm, 50 min). After completion 

acknowledged via RP-HPLC-MS, the solution was purified directly on a semi-preparative HPLC (5 % to 100 % 

acetonitrile in water (0.1 % TFA) gradient over 20 minutes, Column: Shim-pack GIST, 5 µm C8, 10x250 mm) and 

the resulting product was lyophilized to give 12 as a green solid (3 mg, 82 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C94H111B1In1N13O17
2+ [M]2+  909.86709 Th; found 909.86880 Th (1.879 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 1.30-1.44 (m, 5H, H26’’), 1.47-1.54 (m, 1H), 1.58-1.65 (m, 1H), 1.73-1.84 

(m, 2H, H12’’ or H19’’), 1.85-1.89 (quint, J = 6.4 Hz, 2H, H12’’ or H19’’), 2.01-2.07 (m, 1H), 2.15-2.23 (m, 1H), 2.65-

2.80 (m, 8H), 2.86 (s, 6H, H4’ or H4’’), 2.89 (s, 6H, H4’ or H4’’), 2.95-3.27 (m, 10H), 3.43-3.74 (m, 24H), 3.79-3.84 

(m, 6H, H16), 3.92-3.97 (m, 4H, H3’, H3’’), 4.18-4.26 (m, 4H, H5’, H5’’), 4.59-4.69 (m, 2H, H25’’), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 

4H, H14), 7.42-7.54 (m, 10H, H2, H6, H10, H7’, H7’’), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H11), 7.80-7.86 (m, 2H, H8’ or H8’’), 

7.90 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H8’ or H8’’), 8.16 (d, J = 6.8 Hz, 4H, H9), 8.46 (d, J = 7.9 Hz, 4H, H13). 
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Compound 14 

 

C88H100BF12N9O18 

M = 1810.60 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 37 % 

 

 
 

In a round-bottom flask, 6 (100 mg, 90 µmol, 1 eq.) was dissolved in anhydrous DMF (5 mL) under an argon 

atmosphere. DIPEA (140 µL, 1.08 mmol, 11 eq.) and a solution of HBTU (87 mg, 230 µmol, 2.4 eq.) dissolved in 

anhydrous DMF (5 mL) were added to the flask. After stirring for 30 minutes at 25 °C, a solution of Boc-TOTA 

(74 µL, 230 µmol, 2.4 eq.) in anhydrous DMF (5 mL) was added and the mixture further stirred at 25 °C. 

Completion of the coupling was monitored using RP-HPLC-MS and after 5 h, HCl 3 M (3 mL) was added and the 

solvent evaporated under reduced pressure. The solid was dissolved in water and purified using semi-preparative 

HPLC (20 % to 100 % acetonitrile in water (0.1 % TFA) over 20 minutes, Column: Shim-pack GIS, 5 µm C18, 

10x250 mm) and the resulting product was lyophilized to give 14 as a green solid (66 mg, 37 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C80H100B1N9O10
2+ [M]2+ 678.88376 Th; found 678.88472 Th (error: 1.414 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 1.87 (quint, J = 6.5 Hz, 4H, H12’), 1.91 (quint, J = 6.1 Hz, 4H, H19’), 

2.86 (s, 12H, H4’), 3.09 (t, JH20’-H19’ = 6.4 Hz, 4H, H20’), 3.45 (t, JH11’-H12’ = 7.1 Hz, 4H, H11’), 

3.56 (t, JH13’-H12’ = 6.0 Hz, 4H, H13’), 3.59-3.66 (m, 20H, H14’-H18’), 3.81 (s, 6H, H16), 3.93 (s, 4H, H3’), 
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4.22 (s, 4H, H5’), 7.13 (d, JH14-H13 = 8.9 Hz, 4H, H14), 7.40-7.51 (m, 12H, H2, H6, H10, H11, H7’), 

7.83 (d, JH8’-H7’ = 8.2 Hz, 4H, H8’), 8.14 (d, JH9-H10 = 6.7 Hz, 4H, H9), 7.83 (d, JH13-H14 = 8.9 Hz, 4H, H13). 

 
13C NMR (151 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 24.2, 28.1 (C19’), 30.5 (C12’), 38.5 (C11’), 40.1 (C20’), 50.7 (C4’), 55.5 (C3’), 

56.2 (C16), 66.8 (C5’), 69.9 (C13’), 70.3 (C18’), 71.0, 71.1, 71.4, 88.3 (C2’), 115.3 (C14), 117.3, 119.3, 121.3 (C2, 

C6), 125.3 (C12), 129.1 (C8’), 129.8 (C10), 130.4 (C9), 130.7 (C11), 131.3 (C6’), 133.4, 134.0 (m, C13, C7’), 138.1 

(C7a, C7b), 144.0 (C1/C7 or C8), 144.2 (C1/C7 or C8), 159.0 (C3, C5), 163.0 (d), 163.7 (C15), 168.8 (C10’). 
 

11B NMR (193 MHz, CD3OD): δ (ppm) = -12.63 (s, bs).  
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Compound 15 

 

C105H127BF6N12O24 

M = 2066.03 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 15 % 

 

 
 

In a round-bottom flask, 14 (140 mg, 68 µmol, 1 eq.) was dissolved in anhydrous DMF (35 mL). Under an inert 

atmosphere, NODAGA-NHS ester (72 mg, 98 µmol, 1.5 eq.) and DIPEA (89 µL, 508 µmol, 7.5 eq.) were added and 

the mixture was stirred at 25 °C for 2 hours. After complete evaporation of the solvent, ethanol (120 mL), DIPEA 

(175 µL, 1.03 mmol, 15 eq.) and diethyl squarate (152 µL, 1.03 mmol, 15 eq.) were added and the solution was 

stirred at 30 °C for 80 minutes. After complete evaporation of the solvent, the solid was dissolved in water and 

remaining diethyl squarate was removed from the aqueous phase using diethyl ether. The aqueous layers were 

collected and the solvent evaporated. The solid crude was dissolved into 20 mL of an acetonitrile/water (3:20) 

solution and purified using a semi-preparative HPLC (15 % to 100 % acetonitrile in water (0.1 % TFA) gradient 

over 25 minutes, Column: Shim-pack GIST, 5 µm C8, 10x250 mm). After lyophilization, 15 was obtained as a green 

solid (23 mg, 15 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C101H127B1N12O20
2+ [M]2+ 919.46858 Th; found 919.46982 Th (error: 1.349 ppm). 
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1H NMR (600 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 1.36-1.41 (m, 3H, H26’’), 1.68-1.79 (m, 4H), 1.79-1.83 (m, 1H), 1.83-1.93 

(m, 5H), 1.93-2.00 (m, 1H), 2.04-2.13 (m, 1H), 2.25-2.33 (m, 1H), 2.34-2.42 (m, 2H), 2.87 (s, broad, 12H, H4’, H4’’), 

2.97-3.07 (m, 4H), 3.07-3.16 (m, 5H), 3.16-3.26 (m, 4H), 3.34-3.39 (m, 1H), 3.42-3.49 (m, 10H), 3.49-3.54 (m, 5H), 

3.53-3.75 (m, 24H), 3.82 (s, 6H, H16), 3.91-3.96 (m, 4H, H3’, H3’’), 4.20-4.25 (m, 4H, H5’, H5’’), 4.59-4.67 (m, 2H, 

H25’’), 7.13 (d, JH14-H13 = 8.6 Hz, 4H, H14), 7.41-7.53 (m, 12H, H2, H6, H10, H11, H7’, H7’’), 7.81-7.83 (m, 4H, H8’, 

H8’’), 8.15 (d, JH9-H10 = 8.1 Hz, 4H, H9), 8.46 (d, JH13-H14 = 8.4 Hz, 4H, H13). 
 

13C NMR (151 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 16.1 (C26’’), 16.2, 23.9, 24.2, 26.5, 28.1, 30.2-43.2 (CTOTA), 50.7 (C4’, C4’’), 

55.4 (C3’, C3’’), 56.2 (C16), 64.9, 65.4, 66.7 (C5’, C5’’), 69.1, 69.3, 69.8, 70.0, 70.1, 70.2, 70.3, 70.6, 71.1-71.3 (m, 

overlapping), 71.4-71.6 (m, overlapping), 79.3, 88.4 (Calkyne), 115.3 (C14), 117.3, 119.2, 121.2, 121.4, 125.3 (C12), 

129.1 (C8’, C8’’), 129.5, 129.8 (C10), 130.4 (C9), 130.7, 131.3, 133.4 (C8), 134.0 (C13), 138.1, 138.2, 144.0, 144.2, 

159.0 (C3, C5), 163.7 (C15), 168.5-168.6 (m, overlapping), 173.3, 174.6, 175.0, 175.1, 176.5, 177.7, 178.1, 184.4, 

184.6, 189.9, 190.0. 

 
11B NMR (193 MHz, CD3OD): δ (ppm) = -12.25 (s, bs). 
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Compound 16 (DOTA-azaBODIPY-trastuzumab) 

Bioconjugation 

 

Yield = 78 % 

 

 

 
 

Trastuzumab antibody was purified with a HiTrap™ Desalting column (GE Healthcare) and concentrated up to 

10 mg/mL in PBS. Bioconjugation was optimized to get a degree of labeling (DOL) suitable for imaging purpose 

while avoiding risks of alteration of the antibody. On this account, 3 equivalents of azaBODIPY 11 at 5 mM (DMSO) 

were added to 10 mg of trastuzumab in NaHCO3/Na2CO3 0.1 M pH 9 buffer, for a final concentration of antibody 

of 2 mg/mL. The reaction mixture was then incubated for 2.5 h at 37 °C, protected from light. The free probe was 

removed by FPLC using a protein A affinity column Hitrap Mabselect ™ (Ge Healthcare). A solution of acetic acid 

25 mM pH 3 was used for elution and ammonium acetate 50 mM pH 9 was added in a final step to obtain a pH 6 

solution tolerable for the storage of antibody at 4 °C. The degree of labeling (DOL) was calculated based on 

absorbance at 280 nm and AUC between 600 and 750 nm. A MALDI-TOF analysis was carried out to confirm this 

result. 
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Compound 17 ([111In]In-DOTA-azaBODIPY-trastuzumab) 
111In radiometallation 

 

Yield = 88 % 

 

 
 

Compound 16 in 0.1 M AcONH4 pH 5.8 was incubated with [111In]InCl3 in 0.05 M HCl (Curium, France) 

(600 Mbq/mg of compound 16). The mixture was adjusted to pH 5 with 1 M AcONH4 and mixed at 37 °C during 

16 h in a Thermomixer®. Unincorporated 111In was scavenged by addition of a solution of EDTA 0.05 M in 0.1 M 

AcONH4 pH 5.6 (1/10th of the reaction volume) and incubated during 15 min. 111In-EDTA was removed by 

ultrafiltration using Amicon® Ultra 2 (Merck Millipore) MWCO 30 kDa and radiolabeled antibody was diluted in 

0.9 % NaCl prior to injection. The radiolabeling yield and the presence of free [111In]InCl3 in the labeled antibody 

solution were determined using Instant Thin Layer Chromatography-Silica Gel (ITLC-SG) strips (Agilent). ITLCs 

were performed before and after ultrafiltration to determine the radiolabeling yield and to assess the absence 

of free 111In. 1 μL of each solution was deposited on ITLC-SG strips at 2 cm of the bottom. The eluent (sodium 

citrate 0.1 M pH 5) was allowed to rise to 10 cm from the bottom of the strips. Compound 17 remained at the 

application point while free 111In or 111In-chelates migrated with solvent front. The strips were then analyzed 

using an AR-2000 γ-radiochromatograph (Eckert & Ziegler, Germany). 
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Compound 18 ((tht)AuCl) 

 

C4H8AuClS 

M = 320.58 g.mol-1 

White powder 

Yield = 80 % 

 

 

 
 

Compound 18 was synthesized according to a modified reported procedure. 1H NMR data are in agreement with 

literature data.329 

 

In a Schlenk tube, tetrahydrothiophene (226 mg, 2.55 mmoles, 2.1 eq.) were introduced dropwise in to a solution 

of HAuCl4,nH2O (500 mg, 1.21 mmoles, 1 eq.) in a H2O/EtOH (0.5 mL/2 mL) mixture. After stirring at 25 °C for an 

hour, the supernatant was filtered via cannula, and the remaining precipitate was washed twice with pentane 

before being dried under reduced pressure to give 18 (310 mg, 80 %) as a white powder. 

 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.01-2.35 (m, 4H, CH2), 3.21-3.60 (m, 4H, CH2). 
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Compound 19 (2-(diphenylphosphino)ethylamine-aurichloride) 

 

C14H16AuClNP 

M = 461.68 g.mol-1 

White powder 

Yield = 85 % 

 

 

 
 

Compound 19 was synthesized according to a modified reported procedure. 1H and 31P NMR data are in 

agreement with literature data.227 

 

In a Schlenk tube, 2-(diphenylphosphino)ethanamine (466 mg, 2.03 mmoles, 1 eq.) was added to a solution of 

(tht)AuCl 18 (651 mg, 2.03 mmoles, 1 eq.) in DCM (20 mL). The mixture was stirred at 25 °C for 30 minutes. The 

solution was concentrated and pentane added, leading to a precipitate, which was dried to give 19 (800 mg, 

85 %) as a white solid. 

 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.68 (td, J = 11.0, 7.5 Hz, 2H, CH2-P), 3.07-3.16 (td, J = 11.3, 7.6 Hz, 2H, 

CH2-N), 7.42-7.53 (m, 6H, CHAr
ortho+para), 7.64-7.72 (m, 4H, CHAr

meta). 

 
31P NMR (202 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 23.75. 
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Compound 20 

 

C88H84Au2BCl4N7O4P2 

M = 1912.18 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 80 % 

 
 

In a round-bottom flask, 6 (45 mg, 40 µmol, 1 eq.) was dissolved in anhydrous DMF (4 mL). A solution of 

HBTU (34 mg, 89 µmol, 2.05 eq.) in anhydrous DMF (5 mL) was added, followed by an addition of DIPEA 

(56 µL, 320 µmol, 7.4 eq.). After stirring at 22 °C for 15 minutes, a solution of 

2-(diphenylphosphino)ethylamine-aurichloride 19 (42 mg, 90 µmol, 2.05 eq.) in DMF (5 mL) was added to the 

mixture. After 4 h, TLC confirmed complete conversion of the reagent. The solvents were removed under 

reduced pressure and the crude was purified on alumina column (DCM to DCM/MeOH 96:4). After removal of 

the solvents under reduced pressure, the product underwent an ion exchange (Amberlite IRA-410, ACN/water 

1:1). The solid was precipitated from DCM using diethyl ether to give 20 (67 mg, 80 %) as a green solid. 

 

HRMS (ESI): calcd for C88H84Au2BCl2N7O4P2-2HCl2+ [M-2HCl]2+ 883.76583 Th; found 883.76766 Th 

(error: 2.071 ppm). 

 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 2.77 (s, 12H, H4’), 3.04-3.10 (m, 4H, H12’), 3.50-3.56 (m, 4H, H11’), 

3.77 (s, 6H, H16), 3.98 (s, 4H, H3’), 4.21 (s, 4H, H5’), 7.14 (d, JH14-H13 = 8.5 Hz, 4H, H14), 

7.37 (d, JH7’-H8’ = 8.5 Hz, 4H, H7’), 7.48 (t, JH11-H10 = 7.3 Hz, 2H, H11), 7.52-7.59 (m, 16H, H10, H14’, H16’), 

7.66 (s, 2H, H2, H6), 7.78 (ddd, J = 12.9, 7.5, 1.8 Hz, 8H, H15’), 7.84 (d, JH8’-H7’ = 7.9 Hz, 4H, H8’), 8.17 (d, 

JH9-H10 = 7.1 Hz, 4H, H9), 8.45 (d, JH13-H14 = 8.5 Hz, 4H, H13), 8.92 (t, J = 5.4 Hz, 2H, NH). 

 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 14.0, 15.2, 18.8, 26.3 (d, JC12’-P = 37.8 Hz, C12’), 26.6, 30.4, 34.4, 

35.5 (m, C11’), 49.2 (C4’), 53.8 (C3’), 55.6 (C16), 64.8 (C5’), 64.9, 87.1 (C2’), 114.1 (C14), 120.8 (C2, C6), 

123.4 (C12), 124.9, 127.8 (C8’), 128.8-129.1 (d, JC13’-P = 46.1 Hz, C13’), 128.9 (C9), 129.3 (C10), 

129.4 (d, JC14’-P = 11.6 Hz, C14’), 130.1 (C6’), 131.7 (C8), 132.1 (C16’), 132.3 (C7’), 132.7 (C13), 

133.1 (d, JC15’-P = 13.1 Hz, C15’), 135.5 (C9’), 139.2, 141.3 (C1, C7), 142.3 (C7a, C7b), 157.1 (C3, C5), 161.7 (C15), 

165.3 (C10’). 

 
31P NMR (193 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 24.57.  
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Compound 21 

 

C18H26AuN2PS 

M = 530.42 g.mol-1 

White powder  

 

 
 

In a Schlenk tube, 2-(dimethylamino)ethanethiol hydrochloride (15 mg, 0.11 mmoles, 1 eq.) was stirred in 

anhydrous DCM (2 mL) in presence of DIPEA (184 µL, 1.1 mmoles, 10 eq.) at 17 °C for 15 minutes under an argon 

atmosphere. In another Schlenk tube, 19 (50 mg, 0.11 mmoles, 1 eq.) was stirred in anhydrous DCM (4 mL) at 

0 °C for 5 minutes in the dark, under an argon atmosphere. The content of the first Schlenk was then introduced 

dropwise to the second Schlenk via canula at 0 °C in the dark. The mixture was stirred at 17 °C for 15 minutes 

under argon. Evaporation gave 21 that was directly engaged in the next reaction without further purification. 

 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 2.90 (s, 6H, NCH3), 2.99-3.05 (m, 2H), 3.06-3.13 (m, 2H), 3.15-3.19 (m, 

2H), 3.20-3.24 (m, 2H), 7.58-7.64 (m, 6H, CHAr
ortho+para), 7.76-7.82 (m, 4H, CHAr

meta). 

 
31P NMR (202 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 29.54. 
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Compound 22 

 

C96H104Au2BCl2N9O4P2S2 

M = 2049.66 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 67 % 

 

 
 

In a Schlenk tube, 2-(dimethylamino)ethanethiol hydrochloride (10 mg, 73 µmol, 2.05 eq.) were solubilized in 

anhydrous DCM (15 mL) and anhydrous DIPEA (60 µL, 350 µmol, 9.5 eq.) was added. The suspension was stirred 

in the dark under argon at 20 °C for 10 minutes. In a second Schlenk tube, 20 (70 mg, 35 µmol, 1 eq.) was 

solubilized in anhydrous DCM (35 mL). The solution was stirred at 0 °C for 5 minutes. The suspension from the 

first Schlenk tube was then slowly added via canula to the second Schlenk tube in the dark at 0 °C. The mixture 

was then stirred at 20 °C for 16 h. A solution of 2-(dimethylamino)ethanethiol hydrochloride (6 mg, 42 µmol, 

1.2 eq.) and anhydrous DIPEA (60 µL, 350 µmol, 9.5 eq.) solubilized in anhydrous DCM (2 mL) was added and the 

mixture further mixed at 30 °C for 2 hours. After completion confirmed by TLC, the crude was dried under 

reduced pressure and purified on alumina gel (DCM to DCM/MeOH 97:3). Ion exchange was performed 

(Amberlite IRA-410, ACN/water 1:1) and after removal of the solvents under reduced pressure, the solid was 

precipitated from DCM using diethyl ether to give 22 (50 mg, 67 %) as a green solid. 

 
1H NMR (600 MHz, 318 K, DMSO-d6): δ (ppm) = 2.45 (t, J = 5.5 Hz, 4H, H17’ or H18’), 2.77 (s, 12H, H4’), 2.91 (t, 

J = 7.2 Hz, 4H, H17’ or H18’), 2.98-3.02 (m, 4H, H12’), 3.52-3.58 (m, 4H, H11’), 3.70-3.80 (m, 6H, H15), 3.97 (s, 4H, 

H3’), 4.19 (s, 4H, H5’), 7.00-8.82 (m, 50H, Harom, NH). 
 

31P NMR (600 MHz, 328 K, DMSO-d6): δ (ppm) = 28.15.  
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Compound 25 

 

C92H92Au2BCl6N7Na6O10P2S4 

M = 2401.36 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 44 % 

 
 

In a Schlenk tube, sodium 2-mercaptoethanesulfonate (5.4 mg, 33 µmol, 2.05 eq.) was suspended in 3.5 mL of 

degassed acetone and a solution of 0.1 M NaOH (150 µL, 15 µmol, 1 eq.) was added. The suspension was stirred 

in the dark under argon at 12 °C for 10 minutes. In a second Schlenk tube, 20 (30 mg, 15 µmol, 1 eq.) was 

solubilized in 4 mL of degassed acetone. The solution was stirred at 0 °C for 5 minutes. The suspension from the 

first Schlenk tube was then slowly added via canula to the second Schlenk tube in the dark and the mixture was 

then stirred at 12 °C for 3 h. After completion confirmed by 31P NMR, the crude was dried under reduced 

pressure, solubilized in a dichloromethane/methanol mixture, then filtrated on cotton to remove uncolored 

particles. Ion exchange was performed (Amberlite IRA-410, ACN/water 1:1) and 31P NMR showed complete 

removal of PF6
- counterions. The product was obtained after complete evaporation to give 25 (15 mg, 44 %) as a 

green solid. 

 

HRMS (ESI): calcd for C92H92Au2BN7O10P2S4-C2H4O3S2
 2+ [M-C2H4O3S2]2+ 954.75375 Th; found 954.751919 Th 

(error: -1.927 ppm). 

 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 2.68-2.73 (m, 4H, H17’ or H18’), 2.77 (s, 12H, H4’), 

3.01-3.06 (m, 4H, H17’ or H18’), 3.06-3.12 (m, 4H, H12’), 3.52-3.60 (m, 4H, H11’), 3.73 (s, 6H, H16), 

4.02 (s, 4H, H3’), 4.22 (s, 4H, H5’), 7.17 (d, JH14-H13 = 8.5 Hz, 4H, H14), 7.44 (d, JH7’-H8’ = 7.9 Hz, 4H, H7’), 

7.48-7.57 (m, 18H, H10, H11, H14’, H16’), 7.67 (s, 2H, H2, H6), 7.76-7.84 (m, 8H, H15’), 7.91 (d, JH8’-H7’ = 7.8 Hz, 

4H, H8’), 8.18 (d, JH9-H10 = 7.5 Hz, 4H, H9), 8.48 (d, JH13-H14 = 8.4 Hz, 4H, H13), 8.98 (s, 2H, NH). 

 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 14.0, 16.7, 18.0, 18.8, 19.9, 22.1, 23.8 (C17’ or C18’), 26.4-26.6 (m, C12’) 

28.4-29.1 (m), 30.4, 30.7, 31.3, 32.6, 33.7, 33.9, 35.1, 35.4 (C11’), 48.6, 49.2 (C4’), 51.3, 54.1 (C3’), 54.9, 55.3, 

55.7 (C16), 59.7 (C17’ or C18’), 64.9 (C5’), 69.8, 87.1 (C2’), 114.2 (C14), 120.8 (C2, C6), 123.4 (C12), 127.8 (C8’), 

128.8-129.1 (d, JC13’-P = 50.7 Hz, C13’), 128.9 (C9), 129.3-129.4 (m, C10, C14’), 129.5, 129.7, 130.0, 130.3 (C6’), 

131.7 (C8), 131.8 (C16’), 132.5 (C7’), 132.8 (C13), 133.1, 133.2 (d, JC15’-P = 13.2 Hz, C15’), 135.5 (C9’), 141.2 (C1, 

C7), 142.3 (C7a, C7b), 157.1 (C3, C5), 161.7 (C15), 165.3 (C10’), 174.5. 

 
31P NMR (202 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 25.35.  
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Compound 26 

 

C16H13BrO2 

M = 317.18 g.mol-1 

Off-white powder 

Yield = 87 % 

 

 
 

Compound 26 was synthesized according to a reported procedure. 1H NMR data are in agreement with literature 

data.180 

 

In a round-bottom flask, a solution of KOH (3.59 g, 63.9 mmoles, 2.4 eq.) was added to a solution of 

4'-methoxyacetophenone (4.00 g, 26.6 mmoles, 1 eq.) and 4-bromobenzaldehyde (4.93 g, 26.6 mmoles, 1 eq.) in 

methanol (100 mL). The mixture was stirred at 22 °C for 15 h. After completion confirmed by RP-HPLC-MS, the 

precipitate was filtered, washed with methanol and dried under reduced pressure to give 26 as an off-white 

powder (7.31 g, 87 %). 

 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3.90 (s, 3H, H12), 6.99 (d, JH10-H9 = 8.4 Hz, 2H, H10), 7.48-7.60 (m, 5H, 

H3, H6, H2), 7.73 (d, JH5-H6 = 15.6 Hz, 1H, H5), 8.03 (d, JH9-H10 = 8.4 Hz, 2H, H9). 
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Compound 28 

 

C34H25Br2N3O2 

M = 667.40 g.mol-1 

Blue solid 

Yield = 45 % 

 

 
Compound 28 was synthesized according to a reported procedure. 1H NMR data are in agreement with literature 

data.180 

 

In a round-bottom flask, nitromethane (11 mL, 210 mmoles, 10 eq.) was introduced in a solution of 26 (6.76 g, 

21.3 mmoles, 1 eq.) and diethylamine (22 mL, 210 mmoles, 10 eq.) in methanol (150 mL). After stirring under 

reflux for 20 h, completion of the reaction was confirmed by RP-HPLC-MS. The crude was then dried under 

reduced pressure and directly engaged in the next step without further purification. 

 

In a round-bottom flask, ammonium acetate (33 g, 130 mmoles) was introduced to a solution of crude 27 in 

ethanol (130 mL) at 50 °C. After being refluxed for 48 h, ¾ of the solvent were evaporated and the blue 

precipitate was centrifuged four times in ethanol and dried under reduced pressure to yield 28 (3.2 g, 45 % over 

the last two steps) as a blue solid. 

 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): = 3.92 (s, 6H, H15), 7.06 (d, JH13-H12 = 8.8 Hz, 4H, H13), 7.12 (s, 2H, H2, H5), 7.55 (d, 

JH8-H9 = 8.5 Hz, 4H, H8), 7.88 (d, JH12-H13 = 8.8 Hz, 4H, H12), 7.91 (d, JH9-H8 = 8.5 Hz, 4H, H9). 
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Compound 29 

 

C34H24BBr2F2N3O2 

M = 715.20 g.mol-1 

Green solid 

Yield = 35 % 

 

 
 

Compound 29 was synthesized according to a reported procedure. 1H, 11B and 19F NMR data are in agreement 

with literature data.180 

 

In a round-bottom flask, 28 (3.21 g, 4.81 mmol, 1 eq.) was introduced with anhydrous THF (200 mL). After 

addition of DIPEA (10 mL, 58 mmol, 12 eq.), the mixture was stirred at 20 °C for 15 minutes. BF3.Et2O (7.3 mL, 

58 mmol, 12 eq.) was then added and the mixture stirred under reflux for one hour. Once at room temperature, 

DIPEA (5 mL, 26 mmol, 6 eq.) and BF3.Et2O (5 mL, 38 mmol, 8 eq.) were added to the mixture which was refluxed 

for another 17 hours. After completion checked by TLC, the mixture was allowed to cool down to room 

temperature before being washed with a DCM/HCl 0.5 M (200/150 mL) mixture. ¾ of the organic phase were 

evaporated and the mixture was purified on a silica plug (DCM as eluent). Evaporation gave 29 as a green solid 

(1.2 g, 35 %). 

 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3.89 (s, 6H, H16), 7.15 (d, JH14-H13 = 9.0 Hz, 4H, H14), 7.67 (s, 2H, H2, H6), 

7.80 (d, JH9-H10 = 8.6 Hz, 4H, H9), 8.10 (d, JH10-H9 = 8.6 Hz, 4H, H10), 8.18 (d, JH13-H14 = 9.0 Hz, 4H, H13). 

 
11B NMR (160 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 1.00 (t, J = 32.4 Hz). 

 
19F NMR (470 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = -130.6 (q, J = 32.3 Hz). 
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Compound 35 

 

C21H17NO2 

M = 315.37 g.mol-1 

Yellowish powder 

Yield = 87 % 

 

 
 

In a round-bottom flask, 4'-methoxyacetophenone (820 mg, 5.46 mmoles, 1 eq.) was introduced into a solution 

of KOH (735 mg, 13.1 mmoles, 2.4 eq.) in methanol (25 mL). 4-(2-pyridyl)benzaldehyde 

(1.00 g, 5.46 mmoles, 1 eq.) was then added and the mixture was stirred at 22 °C for 72 h in the dark. The 

precipitate was then filtered, washed with methanol and dried under reduced pressure to give 35 as a yellowish 

powder (1.5 g, 87 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C21H17NO2+H+ [M+H]+  316.13321 Da; found 316.13356 Da (error: 1.107 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3.90 (s, 3H, H17), 7.00 (d, JH15-H14 = 8.9 Hz, 2H, H15), 7.26-7.28 (m, 1H, H2), 

7.61 (d, JH11-H10 = 15.6 Hz, 1H, H11), 7.76 (d, JH8-H7 = 8.4 Hz, 2H, H8), 7.77-7.79 (m, 2H, H3, H4), 

7.85 (d, JH10-H11 = 15.6 Hz, 1H, H10), 8.05-8.09 (m, 4H, H7, H14), 8.72 (d, JH1-H2 = 4.8 Hz, 1H, H1). 

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 55.7 (C17), 114.0 (C15), 120.8 (C4), 122.4 (C11), 122.7 (C2), 127.5 (C7), 

129.0 (C8), 131.0 (C14), 131.3 (C13), 135.8 (C9), 137.0 (C3), 141.2 (C6), 143.5 (C10), 150.0 (C1), 156.6 (C5), 

163.6 (C16), 188.8 (C12). 
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Compound 37 

 

C44H33N5O2 

M = 663.78 g.mol-1 

Dark violet powder 

Yield = 42 % 

 

 
In a round-bottom flask, 35 (3.00 g, 9.51 mmoles, 1 eq.) was introduced into methanol (120 mL). Diethylamine 

(10 mL, 95 mmoles, 10 eq.) and nitromethane (5  mL, 47 mmoles, 5 eq.) were added to the flask. After stirring 

under reflux for 20 h, complete consumption of starting material was assessed via RP-HPLC-MS. Evaporation 

gave a reddish oil that was directly engaged in the next step without further purification. 

 

In a round-bottom flask, ammonium acetate (15 g, 200 mmoles) was added to a solution of crude 36 in ethanol 

(100 mL). The mixture was stirred under reflux for 120 h. The precipitate was filtered, dried under reduced 

pressure and centrifugated twice in DCM to give with no further purification 37 as a dark violet powder (1.3 g, 

42 % over the last two steps). 

 

HRMS (ESI): calcd for C44H33N5O2+H+ [M+H]+ 664.27070 Da; found 664.27074 Da (error: 0.060 ppm). 

 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3.91 (s, 6H, H20), 7.24 (d, JH18-H17 = 8.9 Hz, 4H, H18), 

7.39 (dd, JH14-H13 = 7.7 Hz, JH14-H15 = 4.8 Hz, 2H, H14), 7.72 (s, 2H, H2, H5), 7.93 (td, JH13-H14 = 7.7 Hz, 

JH13-H12 = 2.0 Hz, 2H, H13), 8.06-8.10 (m, 6H, H12, H17), 8.22 (d, J = 8.6 Hz, 4H, H8 or H9), 8.30 (d, J = 8.4 Hz, 4H, H8 

or H9), 8.73 (d, JH15-H14 = 4.6 Hz, 2H, H15). 
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Compound 38 

 

C56H54BN5O2 

M = 839.89 g.mol-1 

Coppery red powder 

Yield = 29 % 

 

 
 

In a schlenk tube, freshly distilled triethylamine (20 µL, 0.15 mmoles, 4 eq.) was added to a solution of 37 (25 mg, 

0.04 mmol, 1 eq.) in dry dichloromethane (3 mL). (C6H11)2BOTf (12 mg, 0.04 mmol, 1 eq.) was added and the 

mixture was stirred at 21 °C for 20 h. After evaporation of the solvents under reduced pressure, the crude was 

purified over silica gel column (EtOAc/heptane 3:7) to yield 38 (9 mg, 29 %) as a metallic red powder. 

 

HRMS (ESI): calcd for C56H54B1N5O2+H+ [M+H]+ 840.44433 Da; found 840.44710 Da (error: 3.296 ppm). 
 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0.37-0.43 (m, 4H, H25), 0.91-0.95 (m, 2H, H22), 1.13-1.15 (m, 8H, H24), 

1.46-1.48 (m, 8H, H23), 3.87 (s, 6H, H21), 6.85 (s, 2H, H2, H6), 6.94 (d, JH19-H18 = 8.6 Hz, 4H, H19), 

7.24-7.25 (m, 2H, H15), 7.39 (d, JH18-H19 = 8.6 Hz, 4H, H18), 7.77 (td, JH14-H13 = 7.7 Hz, JH14-H15 = 1.8 Hz, 2H, H14), 

7.82 (d, JH13-H14 = 7.8 Hz, 2H, H13), 8.10 (d, JH10-H9 = 8.4 Hz, 4H, H10), 8.20 (d, JH9-H10 = 8.5 Hz, 4H, H9), 

8.73 (d, JH16-H15 = 3.9 Hz, 2H, H16). 

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 14.3, 22.9, 27.4, 28.8 (C23), 29.2 (C25), 29.3 (C24), 29.5, 29.9, 32.0, 

55.6 (C21), 113.0 (C19), 120.9 (C13), 122.3 (C2, C6, C15), 127.1 (C10), 128.4 (C17), 129.6 (C9), 131.4 (C18), 

133.9 (C8), 136.9 (C11), 139.2 (C1/C7, C14), 144.9 (C7a, C7b), 149.9 (C16), 157.2 (C12), 160.2 (C3/C5 or C20), 

160.4 (C3/C5 or C20). 

 
11B NMR (160 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0.95 (s, bs). 
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Compound 39 

 

C52H50BN5O2 

M = 787.82 g.mol-1 

Coppery red powder 

Yield = 60 % 

 

 
 

In a schlenk tube, freshly distilled triethylamine (122 µL, 0.904 mmoles, 4 eq.) was added to a solution of 37 

(150 mg, 0.226 mmol, 1 eq.) in dry dichloromethane (10 mL). (C4H9)2BOTf 1.0 M in DCM (226 µL, 0.226 mmol, 

1 eq.) was added and the mixture was stirred at 21 °C in the dark for an hour. After evaporation of the solvents 

under reduced pressure, the crude was purified over alumina gel column (EtOAc/heptane 1:2) and precipitated 

from a DCM/pentane mixture to yield 39 (110 mg, 60 %) as a metallic red powder. 

 

HRMS (ESI): calcd for C52H50B1N5O2+H+ [M+H]+ 788.41303 Da; found 788.41431 Da (error: 1.624 ppm). 

 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0.27-0.30 (m, 4H, H22), 0.73 (t, JH25-H24 = 7.3 Hz, 6H, H25), 

0.90-0.94 (m, 4H, H23), 1.04-1.08 (m, 4H, H24), 3.84 (s, 6H, H21), 6.86 (s, 2H, H2, H6), 6.93 (d, JH19-H18 = 8.7 Hz, 

4H, H19), 7.27 (ddd, J = 7.3 Hz, J = 4.7 Hz, J = 1.1 Hz, 2H, H15), 7.40 (d, JH18-H19 = 8.6 Hz, 4H, H18), 

7.80 (td, JH14-H13 = 7.7 Hz, JH14-H15 = 1.8 Hz, 2H, H14), 7.87 (d, JH13-H14 = 7.9 Hz, 2H, H13), 8.16 (d, JH10-H9 = 8.5 Hz, 

4H, H10), 8.23 (d, JH9-H10 = 8.5 Hz, 4H, H9), 8.72 (d, JH16-H15 = 3.9 Hz, 2H, H16). 

 
13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 14.3 (C25), 26.1 (C24), 27.6 (C22), 27.8 (C23), 29.9, 55.5 (C21), 113.2 (C19), 

120.7 (C13), 120.9 (C2, C6), 122.4 (C15), 127.0 (C17), 127.2 (C10), 129.5 (C9), 130.2 (C18), 134.0 (C8), 136.9 (C11), 

139.3 (C1/C7 or C14), 140.0 (C1/C7 or C14), 144.1 (C7a, C7b), 149.9 (C16), 157.2 (C12), 159.1 (C3, C5), 

160.4 (C20). 

 
11B NMR (160 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.59 (s, bs). 
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Compound 40 

 

C42H44BN3O2 

M = 633.64 g.mol-1 

Coppery red powder 

Yield = 40 % 

 

 

 
 

In a schlenk tube, freshly distilled triethylamine (53 µL, 0.390 mmoles, 4 eq.) was added to a solution of 3 (50 mg, 

0.0981 mmol, 1 eq.) in dry dichloromethane (3 mL). (C4H9)2BOTf 1.0 M in DCM (98 µL, 0.098 mmol, 1 eq.) was 

added and the mixture was stirred at 21 °C for an hour. After evaporation of the solvents under reduced pressure, 

the crude was purified over silica gel column (DCM/cyclohexane 1:4) to yield 40 (24 mg, 40 %) as a coppery red 

powder. 

 

HRMS (ESI): calcd for C42H44BN3O2+Na+ [M+Na]+ 656.34188 Da; found 656.34442 Da (error: 3.535 ppm). 

 

1H NMR (500 MHz, acetone-d6): δ (ppm) = 0.35-0.38 (m, 4H, H17), 0.69 (t, JH20-H19 = 7.3 Hz, 6H, H20), 

0.90-0.94 (m, 4H, H18), 1.03-1.07 (m, 4H, H19), 3.86 (s, 6H, H16), 6.98 (s, 2H, H2, H6), 

7.02 (d, JH14-H13 = 8.8 Hz, 4H, H14), 7.40-7.47 (m, 6H, H11, H13), 7.50 (d, JH10-H9 = 7.7 Hz, 4H, H10), 

8.18 (d, JH9-H10 = 7.1 Hz, 4H, H9). 

 
13C NMR (126 MHz, acetone-d6): δ (ppm) = 14.5 (C20), 26.6 (C19), 27.5 (C17), 28.5 (C18), 55.7 (C16), 114.0 (C14), 

121.5 (C2, C6), 127.5 (C12), 129.4 (C10), 129.5 (C11), 129.9 (C9), 131.0 (C13), 133.9 (C8), 141.3 (C1, C7), 

144.6 (C7a, C7b), 160.1 (C3, C5), 161.6 (C15). 

 
11B NMR (160 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.01 (s, bs). 
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Compound 41 

 

C52H42BN5O3 

M = 795.75 g.mol-1 

Coppery red powder 

Yield = 16 % 

 

 
 

In a round-bottom flask, 37 (40 mg, 60 µmol, 1 eq.) was introduced and an argon atmosphere was established. 

Successively, toluene (5 mL), triethylamine (41 µL, 300 µmol, 5 eq.) and dichlorophenylborane (39 µL, 300 µmol, 

5 eq.) were added to the flask. After heating at 80 °C for 10 minutes, TLC confirmed the entire consumption of 

the dipyrromethene, and no evolution being noticed after an additional 40 minutes, ethanol (28 µL, 480 mmoles, 

8 eq.) was added to the mixture. A brown precipitate formed almost immediately, and TLC acknowledged partial 

consumption of the intermediary compound. After 30 more minutes at 80 °C and 30 µL then 100 µL of ethanol 

added, no evolution whatsoever was noticed. The mixture was dried under reduced pressure and purified over 

alumina gel column (DCM/cyclohexane 8:2 to DCM) to give after evaporation 41 (8 mg, 16 %) as a coppery red 

powder. 

 

HRMS (ESI): calcd for C52H42B1N5O3+H+ [M+H]+ 796.34535 Da; found 796.34593 Da (error: 0.728 ppm). 

 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1.19 (t, JH23-H22 = 7.0 Hz, 3H, H23), 3.55 (q, JH22-H23 = 7.0 Hz, 2H, H22), 

3.80 (s, 6H, H21), 6.72-6.76 (m, 7H, H19, HPh), 6.96 (s, 2H, H2, H6), 7.06-7.08 (m, 2H, HPh), 7.29 (ddd, J = 7.3, 4.9, 

1.2 Hz, 2H, H15), 7.78 (d, JH18-H19 = 8.9 Hz, 4H, H18), 7.83 (td, J = 8.1, 1.8 Hz, 2H, H14), 7.89 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H13), 

8.17 (d, JH10-H9 = 8.5Hz, 4H, H10), 8.29 (d, JH9-H10 = 8.5 Hz, 4H, H9), 8.76 (dd, JH16-H15 = 4.9, 0.8 Hz, 2H, H16). 

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 17.7, 55.5 (C21), 57.0, 112.7, 113.2 (C19), 113.4, 120.1, 122.8, 125.1, 125.6, 

125.8, 125.9, 127.6, 129.7, 131.3, 132.1, 132.2, 132.4 (C18), 132.6, 133.0, 133.3, 145.8 (C7a, C7b), 160.0 (C3, C5), 

161.1 (C20). 

 
11B NMR (160 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.42 (s, bs). 
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Compound 42 

 

C42H36BN3O3 

M = 641.58 g.mol-1 

Coppery red powder 

Yield = 20 % 

 

 

 
 

In a round-bottom flask, 3 (40 mg, 79 µmol, 1 eq.) was introduced and an argon atmosphere was established. 

Successively, toluene (5 mL), triethylamine (53 µL, 400 µmol, 5 eq.) and dichlorophenylborane (51 µL, 400 µmol, 

5 eq.) were added to the flask. After heating at 80 °C for 10 minutes, TLC confirmed the entire consumption of 

the dipyrromethene, and no evolution being noticed after an additional 50 minutes, ethanol (37 µL, 630 mmoles, 

8 eq.) was added to the mixture. After an hour at 80 °C, TLC acknowledged partial consumption of the 

intermediary compound. 30 µL of ethanol were added, leading after 5 minutes to complete consumption of the 

intermediary compound. The mixture was dried under reduced pressure and purified over silica gel column 

(DCM/cyclohexane 3:1) to give after evaporation 42 (11 mg, 20 %) as a coppery red powder. 

 

HRMS (ESI): calcd for C42H36B1N3O3+Na+ [M+Na]+ 664.27419 Da; found 664.27452 Da (error: 0.497 ppm). 

 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1.16 (t, JH18-H17 = 7.0 Hz, 3H, H18), 3.52 (q, JH17-H18 = 7.0 Hz, 2H, H17), 

3.79 (s, 6H, H16), 6.71-6.75 (m, 7H, H14, HPh), 6.89 (s, 2H, H2, H6), 7.02-7.06 (m, 2H, HPh), 7.40 (t, JH11-H10 = 7.2 Hz, 

2H, H11), 7.47 (t, JH10-H11 = 7.4 Hz, 4H, H10), 7.77 (d, JH13-H14 = 8.9 Hz, 4H, H13), 8.13 (d, JH9-H10 = 7.0 Hz, 4H, H9). 
 

11B NMR (160 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.29 (s, bs). 
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Compound 43 (4’-methyl-[2,2’-bipyridine]-4-carboxaldehyde) 

 

C12H10N2O 

M = 198.23 g.mol-1 

Off-white powder 

Yield = 49 % 

 

 
 

Compound 43 was synthesized according to a reported procedure. 1H NMR data are in agreement with literature 

data.316 

 

In a round-bottom flask, 4,4’-dimethyl-2,2’-bipyridyl (6.0 g, 33 mmol, 1 eq.) were dissolved in 1,4-dioxane 

(310 mL) by sonication. To this solution was added selenium dioxide (4.34 g, 39 mmol, 1.2 eq.). The reaction 

mixture was heated at gentle reflux for 64 h and then filtered through Celite while hot. The Celite was washed 

with 50 mL of EtOH, which were combined with the filtrate; the solvent was removed under reduced pressure. 

The residue was suspended in a saturated solution of NaHCO3 (80 mL) and extracted with CH2Cl2 (5 x 60 mL). The 

combined organic phases were dried over Na2SO4, and the CH2Cl2 was removed under reduced pressure. The 

solid residue was suspended in an aqueous solution of 0.3 M sodium metabisulfite (Na2S2O5, 150 mL) and stirred 

for 0.5 h. The solid was filtered and then suspended again in 70 mL of 0.3 M sodium metabisulfite solution. The 

suspension was stirred for 0.5 h and filtered. The combined filtrates were washed with ethyl acetate (3 x 50 mL). 

Solid sodium hydrogen carbonate (NaHCO3, 20.7 g) was added to the Na2S2O5 solution and the product was 

extracted with CH2Cl2 (25 x 100 mL). The CH2Cl2 was dried over Na2SO4 and removed under reduced pressure to 

yield 43 as an off-white solid (3.2 g, 49 %). 

 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.48 (s, 3H, CH3), 7.21 (dd, J = 5.2, 1.7 Hz, 1H, H5’), 7.73 (dd, J = 4.9, 1.5 Hz, 

1H, H5), 8.28-8.31 (m, 1H, H3), 8.59 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H6’), 8.86 (s, 1H, H3’), 8.90 (d, J = 4.9 Hz, 1H, H6), 10.19 (s, 

1H, CHO). 

  



Experimental section 

206 

 

Compound 44 

 

C21H18N2O2 

M = 330.39 g.mol-1 

Off-white powder 

Yield = 71 % 

 

 
 

In a round-bottom flask, 4'-methoxyacetophenone (682 mg, 4.54 mmoles, 1 eq.) was introduced into a solution 

of KOH (611 mg, 10.9 mmoles, 2.4 eq.) in methanol (18 mL). 4’-methyl-[2,2’-bipyridine]-4-carboxaldehyde 43 

(900 mg, 4.54 mmoles, 1 eq.) was then added and the mixture was stirred at 20 °C for 48 h. The precipitate was 

then filtered, washed with cold methanol (0 °C) and dried under reduced pressure to give 44 as an off-white 

powder (1.07 g, 71 %). 

 

HRMS (ESI): calcd for C21H18N2O2+H+ [M+H]+ 331.14410 Da; found 331.14408 Da (error: -0.060 ppm). 

 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.46 (s, 3H, H6), 3.91 (s, 3H, H19), 7.01 (d, JH17-H16 = 8.9 Hz, 2H, H17), 

7.18 (m, 1H, H4), 7.46 (m, 1H, H9), 7.77 (d, JH13-H12 = 15.7 Hz, 1H, H12), 7.82 (d, JH13-H12 = 15.7 Hz, 1H, H13), 

8.08 (d, JH16-H17 = 8.9 Hz, 2H, H16), 8.27 (s, 1H, H2), 8.58 (d, JH5-H4 = 4.9 Hz, 1H, H5), 8.64 (s, 1H, H11), 

8.73 (d, JH8-H9 = 5.0 Hz, 1H, H8). 

 
13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 21.4 (C6), 55.7 (C19), 114.1 (C17), 119.1 (C11), 122.3 (C2), 122.7 (C9), 

125.2 (C4), 126.3 (C13), 130.7 (C15), 131.2 (C16), 141.1 (C12), 143.5 (C10), 148.5 (C3), 149.2 (C5), 150.1 (C8), 

155.6 (C1), 157.3 (C7), 164.0 (C18), 188.3 (C14). 

  



Experimental section 

207 

 

Compound 46 

 

C44H35N7O2 

M = 693.81 g.mol-1 

Dark blue powder 

Yield = 4 % 

 

 
 

In a round-bottom flask, 44 (1.00 g, 3.03 mmoles, 1 eq.) was introduced into methanol (40 mL). K2CO3 (2 mg, 

0.02 mmoles, 0.5 % cat.) and nitromethane (8 µL, 15 mmoles, 5 eq.) were added to the flask. After stirring under 

reflux for 40 h, complete consumption of 44 was assessed via RP-HPLC-MS & 1H NMR. Drying under reduced 

pressure gave a yellowish oil that was directly engaged in the next reaction without further purification. 

 

In a round-bottom flask, ammonium acetate (4.6 g, 60 mmoles) was added to a solution of crude 45 in ethanol 

(30 mL). The mixture was stirred under reflux for 20 h. One third of the solvent was evaporated, the mixture was 

then cooled to 0 °C before centrifugation. Supernatant were eliminated and the precipitate was suspended in 

ethanol and centrifuged again twice until the supernatant was no longer brown. The precipitate was dried, and 

further purified on an alumina gel column (DCM/MeOH 30:1) to yield 46 (34 mg, 4 % over the last two steps) as 

a dark-blue solid. 

 

HRMS (ESI): calcd for C44H35N7O2+H+ [M+H]+ 694.29250 Da; found 694.29154 Da (error: -1.383 ppm). 
 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2.46 (s, 6H, H17), 3.94 (s, 6H, H22), 7.09 (d, JH20-H19 = 8.8 Hz, 4H, H20), 

7.16 (dd, JH14-H13 = 4.3 Hz, 1.4 Hz, 2H, H14), 7.41 (s, 2H, H2, H5), 7.93 (d, JH19-H20 = 8.8 Hz, 4H, H19), 8.09 (dd, 

JH8-H9 = 5.0 Hz, 1.7 Hz, 2H, H8), 8.24 (s, 2H, H16), 8.47 (d, JH9-H8 = 5.0 Hz, 2H, H9), 8.52 (d, JH13-H14 = 4.9 Hz, 2H, H13), 

8.85 (s, 2H, H11). 

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 14.3 (C17), 55.7 (C22), 115.0 (C20), 116.8 (C2, C5), 120.4 (C11), 122.1. (C16), 

123.5 (C8), 124.7 (C18), 124.9 (C14), 128.6 (C19), 139.8 (C1), 142.0 (C7), 148.2 (C15), 149.2 (C13), 149.5 (C9), 

150.0 (C6a, C6b), 155.0 (C3, C4), 156.2 (C10 or C12), 156.4 (C10 or C12), 161.9 (C21). 
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Compound 52 

 

C72H68BCl2N5O3Ru2 

M = 1335.22 g.mol-1 

Dark green powder 

Yield = 54 % 

 

 
 

In a Schlenk tube, dichloro(p-cymene)ruthenium(II) dimer (7 mg, 11 µmol, 1.05 eq.) and KOAc (4 mg, 40 µmol, 

4 eq.) were suspended in ethanol (2 mL) under an argon atmosphere. A suspension of 41 (8 mg, 10 µmol, 1 eq.) 

in ethanol (2 mL) was introduced and the mixture was refluxed. After 3 h, no consumption of the reagent was 

noted. Addition of methanol (2 mL) led after 30 minutes to a complete consumption of 41 as confirmed by TLC. 

After evaporation, the crude was purified over a silica chromatography column (DCM/MeOH 99/1 to pure 

MeOH). Precipitation from DCM/pentane gave 52 (7 mg, 54 %) as a dark green powder. 

 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 0.67-0.73 (m, 6H, iPrCH3), 0.83-0.91 (m, 6H, iPrCH3), 1.10-1.31 (m, 7H, 

H20), 1.88-1.95 (m, 6H, CH3), 2.23-2.33 (m, 2H, iPrCH), 3.51 (m, 2H, H19), 3.79 (s, 6H, H21), 5.07-5.16 (m, 2H), 

5.34-5.43 (m, 2H), 5.74-5.88 (m, 4H), 6.67-6.76 (m, 3H), 6.83-6.91 (m, 5H), 6.97-7.08 (m, 2H), 7.21-7.27 (m, 2H), 

7.46 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.84-7.90 (m, 2H), 7.97-8.08 (m, 6H), 8.08-8.16 (m, 4H), 

8.72-8.76 (m, 2H), 9.36-9.41 (m, 2H). 

 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 14.0, 17.6, 18.5, 21.3-21.4 (m), 21.6, 21.8, 22.4-22.5 (m), 30.4, 55.4, 

56.4, 113.1, 119.6, 120.2, 122.0, 123.7, 124.6, 125.5, 132.2, 132.5, 137.2, 145.1, 145.3, 155.7, 160.8, 164.1. 

 
11B NMR (160 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 1.97 (bs). 
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Compound 54 

 

C66H48IrN7O2 

M = 1163.37 g.mol-1 

Black powder 

Yield = 13 % 

 

 
 

In a 30 mL microwave tube, 37 (50 mg, 75 µmol, 1 eq.) and K2CO3 (104 mg, 753 µmol, 10 eq.) in DMF (8 mL) were 

sonicated for 30 seconds. The iridium dimer (162 mg, 151 µmol, 2 eq.) in DMF (7 mL) was added to the tube 

which then underwent microwave treatment at 160 °C for 60 minutes. A blue to green change in color was noted, 

and the crude was then dried under reduced pressure. Purification over alumina chromatography column 

(DCM/MeOH 100/0.1) gave 54 (11 mg, 13 %) as a black powder. The compound being highly unsoluble in almost 

all solvents, no further characterization of the compound was carried out. 

 

HRMS (ESI): calcd for C66H48IrN7O2+H+ [M+H]+ 1164.35715 Da; found 1164.35815 Da (error: 0.859 ppm). 
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Compound 55 

 

C74H57BIrN7O3 

M = 1295.34 g.mol-1 

Black powder 

Yield = 6 % (over the last two steps) 

 

 

 
 

In a round-bottom flask, 54 (11 mg, 7.0 µmol, 1 eq.) was introduced and an argon atmosphere was established. 

Successively, toluene (2 mL), triethylamine (4 µL, 30 µmol, 5 eq.) and dichlorophenylborane (4 µL, 30 µmol, 

5 eq.) were added to the flask. After reflux for 15 minutes, TLC confirmed the entire consumption of the 

azadipyrromethene, and no evolution being noticed after an additional 15 minutes, ethanol (3 µL, 50 mmoles, 

8 eq.) was added to the mixture. A brown precipitate formed almost immediately, and TLC acknowledged partial 

consumption of the intermediary compound. After 15 minutes, the reflux was stopped and the mixture dried 

under reduced pressure. 55 (5 mg, 6 % over the last two steps) was precipitated from DCM/pentane and dried 

under reduced pressure. 

 

HRMS (ESI): calcd for C74H57BIrN7O3+H+ [M+H]+ 1296.43179 Da; found 1296.43570 Da (error: 3.016 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3.78 (s, 3H, H21 or H21’), 3.91 (s, 3H, H21 or H21’), 5.66 (d, J = 7.7 Hz, 

1H), 6.25 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.81-6.91 (m, 3H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 

1H), 7.29-7.35 (m, 5H), 7.37-7.40 (m, 2H), 7.44 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 7.52-7.58 (m, 2H), 7.72 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.77 (d, 

J = 7.1 Hz, 6H), 8.00 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 8.05-8.11 (m, 2H), 8.14-8.22 (m, 4H), 8.2 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.31-8.34 (m, 

1H), 8.37-8.43 (m, 1H), 8.74 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 8.77-8.79 (m, 1H), 9.52 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 9.79  (d, J = 5.9 Hz, 1H). 

 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 11.4, 41.8, 55.8, 56.2, 113.7, 115.6, 118.1, 119.9, 120.5, 122.5, 122.8, 

123.3, 124.0, 124.3, 125.3, 127.4, 127.8, 129.4, 129.7, 130.1, 130.4, 130.5, 131.7, 133.1, 134.5, 138.6, 139.7, 

143.6, 144.2, 145.8, 151.1, 152.5, 152.6, 154.7, 167.4, 167.8. 
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Compound 56 

 

C44H35Cl4Cu2N7O2 

M = 962.70 g.mol-1 

Black powder 

 

 
 

In a round-bottom flask, 46 (15 mg, 20 µmol, 1 eq.) in THF (2 mL) was introduced and partially dissolved by 

sonication. A solution of CuCl2 (6 mg, 40 µmol, 2 eq.) in THF (1.5 mL) was added, immediately leading to the 

formation of a greenish precipitate. After evaporation, the precipitate was washed in DCM and dried under 

reduced pressure to give a black powder (16 mg). Due to a complete insolubility in all solvent apart from DMF, 

only a HRMS analysis could be carried out on this compound. 

 

HRMS (ESI): calcd for C44H35Cl4Cu2N7O2+Na+ [M+Na]+ 982.00906 Da; found 982.01054 Da (error: 1.507 ppm). 
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Compound 59 

 

C84H67N15O2Ru2 

M = 1520.70 g.mol-1 

Greenish powder 

Yield = 60 % 

 

 
 

In a 10 mL microwave tube, 46 (15 mg, 20 µmol, 1 eq.) and [Ru(bpy)2Cl2] (30 mg, 60 µmol, 3 eq.) were partially 

solubilized in ethanol (2 mL). After a microwave treatment at 120 °C for 90 minutes, a RP-HPLC-MS analysis 

showed entire consumption of the reagent and the crude was then dried under reduced pressure. Purification 

over an alumina chromatography column gave 59 (20 mg, 60 %) as a dark greenish powder. 

 

HRMS (ESI): calcd for C84H67N15O2Ru2
4+ [M]4+ 380.34259 Th; found 380.34368 Th (error: 2.866 ppm). 

 
1H NMR (600 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 2.30 (s, 3H, H18), 2.42 (s, 3H, H18), 3.96 (s, 6H, H21), 7.18-7.25 (m, 5H), 

7.39 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 7.43 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 7.48 (t, 1H), 7.50-7.56 (m, 5H), 7.58 (t, 1H), 7.60-7.65 (m, 3H), 

7.77 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 7.80-7.87 (m, 2H), 7.89 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.95 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.98-8.22 (m, 12H), 

8.22-8.30 (m, 2H), 8.59 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.67 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 8.68-8.78 (m, 8H), 8.81 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 

9.24 (s, 1H), 9.27 (s, 1H). 

 
13C NMR (151 MHz, CD3OD): δ (ppm) = 21.2, 21.4, 26.9, 28.1, 33.1, 36.6, 56.2, 116.3, 120.5, 122.3, 123.9, 124.0, 

124.8, 125.5, 125.6, 125.8, 125.9 (m), 126.4, 126.6, 128.7, 129.1 (m), 129.2, 130.0, 130.2, 130.9, 138.9, 139.1, 

139.4, 139.5, 152.3 (m), 157.9, 158.0, 158.5 (m), 164.2, 179.4. 
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Communications scientifiques 

Publications 

A promising family of fluorescent water-soluble aza-BODIPY dyes for in vivo molecular imaging. 

J. Pliquett, A. Dubois, C. Racoeur, N. Mabrouk, S. Amor, R. Lescure, A. Bettaïeb, B. Collin, 

C. Bernhard, F. Denat, P-S. Bellaye, C. Paul, E. Bodio, C. Goze. Bioconjugate Chemistry. 2019. 

Aza-BODIPY platform: toward an efficient water-soluble bimodal imaging probe for MRI and 

near-infrared fluorescence. O. Florès, J. Pliquett, L. Abad-Galan, R. Lescure, F. Denat, O. Maury, 

A. Pallier, P-S. Bellaye, B. Collin, S. Même, C. Bonnet, E. Bodio, C. Goze. Inorganic Chemistry. 2020. 

 

Publications en préparation 

Design and evaluation of a new SPECT/OI bimodal imaging probe based on aza-BODIPY 

fluorophore: application to cancer diagnostic and fluorescence guided surgery. M. Privat, 

P-S. Bellaye, R. Lescure, A. Massot, M. Moreau, C. Racoeur, F. Denat, A. Bettaieb, B. Collin, E. 

Bodio, C. Paul, C. Goze. Soumission prévue à Theranostics. 

Homo-bimetallic gold(I)-based aza-BODIPY complexes: towards in vivo near-infrared optical 

theranostics. R. Lescure, M. Privat, J. Pliquett, A. Massot, B. Busser, F. Denat, A. Bettaieb, 

L. Sancey, C. Paul, C. Goze, E. Bodio. Soumission prévue à Journal of Medicinal Chemistry. 

 

Posters 

Juin 2019 – Journées des Écoles Doctorales, Dijon, France : Innovative bioconjugatable 

monomolecular multimodal probes for NIR fluorescence/TEP in vitro and in vivo imaging of 

cancers 

 Prix poster de la Société Chimique de France 

Août 2020 – 15th European Molecular Imaging Meeting, virtual : WAZABY platform for the 

development of bimodal probes and theranostic agents 

 Best poster-pitch in the imaging probes & application category 

 

Communications orales 

Septembre 2020 – SECO 57, Léon, France : WAZABY platform for the development of bimodal 

probes and theranostic agents 

 

Communications grand public 

2018-2019 – Programme Expérimentarium visant à promouvoir les rencontres entre les 

chercheurs et le grand public pour la vulgarisation scientifique. Participation à plusieurs 

interventions pour la présentation des travaux de thèse (classes de CE2 à Terminale et public 

adulte) 

 Lien URL Expé : Concevoir des molécules fluorescentes pour une utilisation médicale  

http://www.experimentarium.fr/les-chercheurs/concevoir-des-molecules-fluorescentes-pour-une-utilisation-medicale
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Résumé : L’utilisation in vivo de l’imagerie optique 
est encore aujourd’hui principalement limitée par le 
manque de sondes capables d’émettre dans le 
proche infrarouge, où les tissus biologiques sont plus 
transparents à la lumière. Les travaux présentés dans 
ce manuscrit abordent l’optimisation et la 
valorisation d’une plateforme fluorescente 
hydrosoluble dont les propriétés optiques peuvent 
permettre une utilisation in vivo. Deux applications 
distinctes ont été envisagées pour cette plateforme 
WazaBY (Water-soluble azaBODIPY) : une utilisation 
comme sonde bimodale TEP (ou TEMP) et optique, 
et une utilisation en tant qu’agent théranostique. 
Lors du premier projet issu de ces travaux de thèse, 
nous avons pu développer une sonde bimodale 
TEMP/optique radiométallée par l’indium-111 et 
vectorisée par un anticorps (trastuzumab). Sur 
modèles murins porteurs de tumeurs xénogreffées, 
il a été possible de réaliser une imagerie bimodale 
optique/TEMP, témoignant d’une très nette 
 

 
accumulation au sein de la tumeur dès 24 heures 
après injection. La sonde a également été validée 
pour la réalisation de chirurgie assistée par 
fluorescence. Dans le cadre du second projet de 
cette thèse, une première génération d’agents 
théranostiques, porteurs de complexes d’or pour la 
thérapie, ont été synthétisées. L’objectif de ce projet 
a été de développer une nouvelle entité 
thérapeutique traçable in vitro et in vivo par imagerie 
optique. Les résultats préliminaires in vitro ont 
indiqué une activité antiproliférative des 
théranostiques sur lignées cellulaires cancéreuses 
(4T1, MDA-MB-231, CT26 et SW480) voisine de celle 
de l’auranofine. Dans une seconde partie, nous nous 
sommes focalisés sur le développement de sondes 
théranostiques dites « intelligentes », pour 
lesquelles une modification des propriétés 
photophysiques est attendu lors du relargage 
éventuel du centre métallique. Deux molécules ont 
ainsi pu être synthétisées, chacune présentant un 
comportement de type on/off.

 
 

 

 

 

 
 

Abstract: The in vivo use of optical imaging is still 
limited by the lack of near-infrared emitting probes. 
This thesis work focuses on the optimization and 
valorization of a water-soluble fluorescent platform 
whose optical properties enable an in vivo use. Two 
distinct applications were investigated for this 
WazaBY (Water-soluble azaBODIPY) platform: use as 
a PET (or SPECT) / optical bimodal probe, and as a 
theranostic agent. Concerning the first project, we 
were able to develop a targetted SPECT/optical 
bimodal probe, which was radiometallated with 
indium-111. Using xenografted murine models, we 
were able to show a clear accumulation of the probe 
in the tumor 24 hours after injection. Moreover, the 
probe was validated as a contrast agent for 
fluorescence guided surgery experiment.  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

The second project of this thesis began by the 
synthesis of a first generation of gold-based 
theranostic agents. The goal was to develop a new 
therapeutic complex, which can be tracked in vitro 
and in vivo thanks to optical imaging. In vitro 
preliminary results showed that the theranostics 
displayed a cytotoxicity comparable to auranofin on 
the tested cell lines (4T1, MDA-MB-231, CT26 and 
SW480). A second part of this project focused on the 
develoment of « smart » probes for a theranostic 
use. Those probes are designed to undergo 
photophysical properties changes, when their 
metallic centre, responsible for the therapeutic role, 
is released. Two molecules were synthesized, both 
displaying an on/off behavior. 
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