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Chapitre 1

Chapitre 1 Introduction

Les travaux de recherche effectués lors de ma these portent sur la synthése de nouvelles
molécules fluorescentes appliquées au marquage biologique. Dans le présent chapitre
d’introduction, vont d’abord étre détaillées le principe général de la fluorescence et les différents
mécanismes qui composent ce phénomene. Il s’en suivra une présentation de différentes familles

de fluorophores, pour finir avec les applications des fluorophores au domaine médical.

I I. La lumiére

La lumiere est un phénomeéne physique qui peut étre considéré de deux facons: soit
comme une onde électromagnétique, soit comme un flux de particules énergétiques. En 1865, J.C.
Maxwell décrivit la lumiére comme étant une onde électromagnétique caractérisée par I'équation :

c
A==

v
Avec A la longueur d’onde exprimée en meétre, ¢ la célérité ou la vitesse exprimée en m.s”

(299 792 458 m.s”), et v la fréquence exprimée en cm™.

En 1926, G.N. Lewis propose une nouvelle définition, considérant le caractere corpusculaire de la
lumiere. Il nomma ces grains énergétiques les photons. L’équation suivante permet de relier la

quantité d’énergie des photons avec la longueur d’'onde du rayonnement :

E= s
= = *
p)

Avec E I'énergie exprimée en joule et h la constante de Planck égale a 6,626.10°* ].s™.

La lumiére est donc une onde électromagnétique et une particule, qui peut étre caractérisée soit
par sa longueur d’onde, soit par son énergie. Plus la longueur d’onde est faible, plus I'énergie est
élevée. Communément, le terme de lumiére est utilisé pour décrire la partie du spectre

électromagnétique auquel les yeux humains sont sensibles, a savoir un intervalle de longueurs

11



Introduction

d’onde compris environ entre 380 et 780 nm (Figure 1-1). Ces longueurs d’onde correspondent aux

valeurs maximales d’émission du soleil a la surface de la terre.

Energie
1MeV 1keV 1eV 103eV  106eV  10%eV
1 1 1 | 1 1 1 | |} 1 1 1 ] 1 |} 1 1 1 1 1 |} |} 1 1 1
< Fréquence croissante (v)
10 10% 10%° 10" 10" 10" 10" 10" 10% 10° 10 10° 10° v (Hz)
| ) I | I | | |
Y X uv IR Microwave |FM AM
Radio
I I | = | | n |l | I I | I | |
100 10 10" 10" 0% 10 104 1072 10° 10° 10* 10° 10% 2 (m)
"
"7-=---.____Longueur d'onde croissante (h) —>
Spectre visible (nm)
g8 V 8§ B ¢ G £Y§ 08 R 2

Figure 1-1 Spectre électromagnétique avec un zoom sur le domaine du visible "

I I1. Lia fluorescence

Cette partie a été inspirée par deux ouvrages traitant du sujet: Molecular Fluorescence :
Principles and Applications écrit par Bernard Valeur et Mario Nuno Berberan Santos ! ainsi que

Principles of Fluorescence Spectroscopy écrit par Joseph Raymond Lakowicz'®

L’émission de lumiére par une substance est un phénomene physique pouvant suivre plusieurs

mécanismes : I'incandescence et la luminescence

e L'incandescence, caractérisée par une émission de lumiere liée a la température d’'un
corps. Par exemple, la lave des volcans apparait rouge, car la pierre (principal constituant
de la lave) chauffée a de hautes températures émet de la lumiere infrarouge et rouge. Ce

phénomeéne est aussi a I'origine de la lumiere du soleil, ou du métal en fusion. La couleur

12



Chapitre 1

de la lumiere émise est corrélée avec la température qui est corrélée a I'énergie; par

exemple, le bleu indique des températures et une énergie plus élevées que le rouge.

e Laluminescence n'implique pas de notion de température. En effet, elle est la conséquence
de la désexcitation radiative d'une substance dans son état excité. Plusieurs types de
luminescence peuvent étre distingués selon le phénoméne qui a permis a la molécule
d’entrer dans I'état excité. Par exemple, I'électroluminescence résulte de I'excitation d'une
substance par un champ électrique, la chimiluminescence résulte de I'excitation par une
réaction chimique. Ce dernier phénomene est observable chez les lucioles. L'oxydation de
la luciférine catalysée par les luciférases permet le passage a I'état excité de la luciférine,
émettant ainsi un photon. La photoluminescence est probablement le plus répandu des
phénomeénes de luminescence. Elle intervient lorsque la promotion d'un électron a I'état

excité est causée par I'absorption d'un autre photon.

Dans le cadre de ces travaux, il ne sera question que de la photoluminescence, et surtout de

molécules excitées par de la lumiere.

I1.1. Absorption de lumiére

Les molécules et les atomes peuvent interagir avec la lumiere via le phénomene d’absorption.
Lorsqu'une substance absorbe un photon d’énergie adéquate, un de ses électrons est promu dans
une orbitale vacante de plus haute énergie. La molécule ayant absorbé un photon sera dite dans un
état excité. Ce phénomene est appelé transition électronique et est commun a toutes les molécules
et atomes. D’'un point de vue physique, lorsqu’'une source lumineuse irradie une molécule, 'onde
électromagnétique incidente, composée de photons (notés hv), si elle est d’énergie correspondante
a la transition électronique, entre en résonnance avec les électrons. En absorbant le photon, la

substance passe dans un I'état excité.

Pour illustrer ce phénomene et en dépeindre la complexité, un exemple avec une molécule

basique est présenté figure 1-2 : le formaldéhyde.

13 |



Introduction
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Figure 1-2 Diagrammes des orbitales frontieres et des transitions possibles de la liaison
C=0 du formaldéhyde

Cet exemple est tres intéressant car la faible complexité de cette molécule permet de lister toutes
les transitions électroniques possibles. Le formaldéhyde posséde les cinq orbitales les plus
communément rencontrées dans les composés organiques. Deux orbitales liantes : et o, deux
orbitales antiliantes ©* et ¢* et deux orbitale non liante n. Les transitions depuis I'orbitale ¢ sont
les plus énergétiques, entrainant la dégradation de la molécule, ne seront pas discutées ici car ne
relevant pas du domaine énergétique de I'UV-visible, contrairement aux transitions n -> 7* ou 7 ->
7. De plus, la réalisation de transitions si énergétiques entraine la dégradation de la molécule. En
spectroscopie d’absorption, la majorité des transitions électroniques observées sera entre les
orbitales HOMO (de I'anglais Highest Occupied Molecular Orbitals) et LUMO (de I'anglais Lowest
Unoccupied Molecular Orbitals). Ce sont les orbitales frontiéres de la molécule dans son état
fondamental. Elles font l'objet principal d’étude en spectroscopie d’absorption. Dans le cas du
formaldéhyde, la HOMO correspond a l'orbital n et la LUMO a l'orbital 7*, la transition
électronique correspondante sera donc notée n -> ¥ et sera la transition de plus basse énergie
pour ce composé. Ainsi, dans le cas du formaldéhyde, la transition n -> ©* sera réalisée par des
photons d’'une longueur d’'onde de 270 nm et la transition 7 -> * par des photons d'une longueur

d’onde de 185 nm.¥

Le spin de I'électron reste inchangé lors du passage a I'état excité en accord avec le principe de
Pauli. Le spin total de la molécule est donc nul méme dans I'état excité. Il est possible de calculer la

multiplicité de spin avec I'équation suivante :
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M=25+1

Avec M la multiplicité de spin, et S le spin total de la molécule. Le résultat de cette équation, pour
la plupart des molécules neutres, est égal a 1, car le spin total de la molécule est inchangé. Lorsque
M est égal a 1, la molécule est dite dans un état singulet (noté S, pour I'état fondamental, S,,S,,S....
pour les états excités). A I'état fondamental, le spin d’'un électron ne peut pas s'inverser, mais il est
possible que cela se produise a I'état excité. Cette inversion de spin a I'état excité est appelée
croisement intersysteme. Si le spin s’inverse, la multiplicité de spin de la molécule sera égale a 3. La
molécule sera alors dite dans un état triplet. Selon la régle de Hund, le premier état triplet est plus
bas en énergie que le premier état singulet excité, permettant a ce phénomeéne d’étre favorable
(Figure 1-3). Le croisement intersysteme a une faible occurrence pour les composés organiques,
mais pas pour les complexes métalliques. Ce phénomene est dit au couplage spin-orbite, il est donc

favorisé en présence d’atomes lourds, comme des halogénes ou des métaux de transition.

S
T,
2
o0
c H
\uJ T1
So

Figure 1-3 Représentation schématique des niveaux d’énergie singulet et triplet

L'immense majorité des molécules sont dans un état singulet a I'état fondamental. Il existe

cependant des exceptions, comme le dioxygene, dont I'état fondamental est triplet.

Expérimentalement, I'absorption d'une substance a une longueur d'onde donnée est définie par

I'équation suivante :
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IO
A
AA) = log+~

I

\

Ou I corresponds 4 l'intensité lumineuse incidente et I; corresponds a lintensité lumineuse

transmise.

Dans la majorité des cas en solution diluée, I'équation précédente peut-étre décrite par la loi de

Beer-Lambert
AD) = e(A) xc*1

Ou £(A) est le coefficient d’absorption molaire pour une longueur d’'onde définie exprimée en
M™.cm’, [ la longueur du milieu absorbant exprimée en cm et ¢ la concentration de I'échantillon
exprimée en molL" (ou M). A(1) est donc une valeur sans dimension et est linéairement
proportionnelle a la concentration de la molécule en solution. Dans le cas ot A(4) ne varie pas
proportionnellement a la concentration, il est possible que plusieurs espéces soient en solution ou
que l'espece analysée soit sujette a la formation d’agrégat. Cette équation n’est valable que pour de
faibles concentrations d’espece en solution, ainsi les valeurs d’absorbance supérieure a 2 sont
considérées comme ne respectant plus la linéarité dans la loi de Beer-Lambert. Il est a noter que
£(A) exprime la capacité d’'une molécule a absorber la lumiére a une longueur d’onde donnée, et

donc la probabilité d’effectuer une transition électronique avec une lumiere incidente de longueur

d’onde A.

Expérimentalement, ces mesures sont effectuées sur un spectrometre UV-visible, qui balaye le
spectre UV-visible et permet de mesurer quelle quantité de lumiere est absorbée par I'échantillon.
Ce type d’appareil permet d’obtenir des spectres d’absorption. Le spectre est un outil graphique
permettant de relier 'absorbance ou le coefficient d’extinction molaire a la longueur d’onde. Le
spectre est constitué de différentes bandes, matérialisant les différentes transitions électroniques
du composé analysé. Ces bandes peuvent étre affectées et déplacées par différents mécanismes.

(Figure 1-4).
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Hyperchrome

Hypsochrome <——— C——> Bathochrome

!

Hypochrome

(M'.em™)

Coefficient d'éxtinction molaire

Longueur d'onde (nm)

Figure 1-4 Les différents déplacements observés sur un spectre

En rouge, les variations du coefficient d’extinction molaire, appelées déplacement hyperchrome
dans le cas d'une augmentation et hypochrome dans le cas d'une diminution. Pour les variations
des longueurs d’onde, ces déplacements sont appelés déplacement hypsochrome quand I'énergie

de la bande augmente, et déplacement bathochrome lorsqu’elle diminue (Figure 1-4).

11.2. Désexcitation

Lorsqu'une substance a absorbé un photon, plusieurs mécanismes existent pour promouvoir
son retour a I'état fondamental. Ils sont tous liés a une perte d’énergie de la molécule et sont listés

figure 1-5. Une molécule aura toujours tendance a retourner vers son état fondamental, car il est,

par définition, le plus bas en énergie et donc le plus stable.
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Phosphorescence |<—'

Conversion
interne

Fluorescence

Transfert de charge
intramoléculaire

MOle.c,L‘lle Transfert
excitee d’électron

| Formation d’eximere | Transfert d’énergie

‘ Formation d’exiplexe ‘ Transfert de

| Photochromisme proton

Figure 1-5 Voies de désexcitation pour une espéce excitée

Les voies de désexcitation de I'état excité sont classées en deux catégories : les désexcitations
radiatives (en rouge) et les désexcitations non-radiatives (en noir). Les désexcitations radiatives
sont responsables de la luminescence. Les désexcitations non-radiatives sont tous les phénoménes

de désexcitation ne s'accompagnant pas d’émission directe de lumiere.
I1.2.1. Les désexcitations radiatives

Les différents chemins de désexcitations radiatives sont représentés sur le diagramme de

Perrin-Jablonski (Figure 1-6).
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Figure 1-6 Diagramme de Jablonski-Perrin

Sur ce diagramme, I'état fondamental (S,), ainsi que trois états excités (S, S, et T,) sont représentés
avec leur état vibrationnel respectif. Le phénomene d’absorption est extrémement rapide, de
l'ordre de la femtoseconde ce qui est beaucoup plus rapide que les autres processus. Ce processus
est plus rapide que le mouvement des atomes. La trés grande majorité des molécules est a I'état
vibrationnel le plus bas a température ambiante. Lors de I'absorption, il est possible d’atteindre

n'importe quel niveau vibrationnel d’'un état excité donné.

Aprés l'absorption, deux phénomeénes non-radiatifs peuvent se produire: la relaxation
vibrationnelle et la conversion interne. La conversion interne permet la transition entre différents
niveaux énergétiques de méme spin (par exemple S,->S,). Il est a noter que ce phénomene autorise
la transition S, -> S,, qui est majoritaire pour les composés non-luminescents. Lorsqu'un électron
est localisé a un niveau vibrationnel x, la relaxation vibrationnelle permet, grace a une dissipation
d’énergie notamment due a la collision avec le solvant, de retourner vers I'état vibrationnel de plus
basse d’énergie. Ces deux phénomeénes combinés permettent aux électrons dans I'état excité de
rejoindre I'état vibrationnel le plus bas de I'état excité S, dans des gammes de temps de l'ordre de la

picoseconde.

19 |



Introduction

La fluorescence correspond a la désexcitation radiative associée a la transition S, -> S, selon la loi
de Kasha. Il est a noter qu'il existe des cas ou I'émission de la transition S, -> S, est observée,
l'azuléne par exemple.” Les écarts énergétiques entre les niveaux vibrationnels sont trés faibles ; le
spectre de fluorescence est donc trés similaire au spectre d’absorption. Le terme d’'image miroir est
méme utilisé. Cette similitude n’est vraie que pour le profil de ces bandes, car leurs énergies sont
différentes. Cette différence est due aux phénomeénes de conversions internes et de relaxation
vibrationnelle, qui dissipe un peu d’énergie a I'état excité. La conséquence est qu'un décalage de
longueur d’onde sera observé entre les deux spectres, avec la bande de fluorescence subissant un
effet bathochrome (donc avec une énergie plus basse). Cette différence entre les maxima
d’absorption de plus basse énergie et d’émission de plus haute énergie est appelée le déplacement

de Stokes et est exprimée par la relation suivante :

1 1
Ass = ~max ~ Fmax
émi abs
Ou AL est la longueur d’onde du maximum de 'émission, Ajps est la longueur d’onde du

maximum de I'absorption et Agg le déplacement de Stokes, exprimé en cm™

Le déplacement de Stokes reflete en partie la capacité de la molécule a se réorganiser a I'état
excité. Lorsqu'une molécule change de conformation dans I'état excité, de I'énergie sera dissipée.
Ainsi, plus le changement de conformation sera important, plus le déplacement de Stokes sera
potentiellement grand. A I'inverse avec une molécule trés rigide, peu d’énergie sera dissipée et le

déplacement de Stokes sera faible.

La fluorescence est en compétition avec un autre phénomene radiatif, la phosphorescence. Ce
phénomene correspond a la transition T, -> S,. Pour que I'état triplet puisse étre peuplé, il faut que
le spin de I'électron s’inverse, ce qui est impossible selon le principe de Pauli. Ce principe est vrai a
'état fondamental, mais pas a I'état excité ou un phénomeéne non-radiatif appelé croisement
intersysteme peut permettre la transition S, -> T,. Ce phénomeéne correspond donc au changement
de spin de I'électron, rendu possible par le couplage spin-orbite, mais également a cause du niveau
d’énergie plus bas de I'état triplet. Ce phénomeéne peut étre favorisé par un long temps de vie de
I'état excité S, ou par lintroduction d’atomes lourds, favorisant le couplage spin-orbite. La

transition électronique responsable de la phosphorescence, T, -> S, est tres lente, a cause de
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l'inversion de spin, normalement interdite. L'état T, possede donc un long temps de vie (100 ns a
plusieurs secondes), il est donc commun que la phosphorescence ne soit pas observée en solution
a température ambiante a cause de désexcitations non-radiative ou de collisions avec le solvant. A
noter que ce phénomene en solution ne peut étre observé qu’en solution dégazée. En effet, lorsque
de I'oxygene est dissous dans le solvant, il y a génération d’oxygene singulet par interaction entre
I'oxygene triplet et la molécule dans son état triple. La phosphorescence est plus couramment
observée a I'état solide, ou encore a de basses températures. Ainsi, comme le niveau énergétique
de T, est plus faible que celui de S, plus d’énergie est dissipée. La longueur d’'onde d’émission de

phosphorescence subira donc un déplacement bathochrome par rapport a la fluorescence.

La tres longue durée de vie de I'état T, peut permettre I'émergence d’'un autre phénomene, la
fluorescence retardée. Elle est provoquée par un deuxiéme croisement intersystéme : la transition
T, -> S.. Cette derniére est possible seulement si les niveaux énergétiques des deux états sont
proches et qu'un apport d’énergie suffisant est fournis au systeme. Cette transition permet a
certains composés de présenter uniquement la bande correspondant a la transition S, ->S,, mais

avec des temps de vie de l'ordre de celle de la phosphorescence.

Pour mieux appréhender les phénomenes émissifs, il est important de définir certaines grandeurs

physiques décrivant ces événements.

Le temps de vie 7: il décrit la durée de vie de I'état excité S, Les phénoménes d’émission de
lumiére sont eux-mémes du méme ordre de temps que l'absorption (=~ femtoseconde), la
fluorescence est un phénomeéne plus lent, car lié a la durée de vie de I'état excité S,. Pour des
molécules organiques fluorescentes, ce temps de vie est compris entre 10™ et 107 s, cette valeur
peut étre mesurée expérimentalement en mesurant la décroissance temporelle de l'intensité de

fluorescence. Le temps de vie peut étre décrit par I'équation suivante.

1

T= ———r
K, + K,

Ou T est le temps de vie décrit en seconde, K. est la constante de vitesse associée aux phénomenes
radiatifs et K, est la constante de vitesse associée aux phénomenes non-radiatifs, toutes les deux

exprimés ens™.
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Les constantes de vitesse K: composé de deux membres K, et K., ces constantes décrivent la

vitesse des mécanismes radiatifs et non-radiatifs de la molécule excitée.

Le rendement quantique ¢ : il décrit I'efficacité du processus de fluorescence. Il est représenté par
le nombre de photons absorbés sur le nombre de photons réémis et peut donc étre décrit en
fonction des constantes de vitesse :

K

*T K + Ky

La brillance B: elle est un moyen d’évaluer lefficacité globale d’'un fluorophore. Plus un
fluorophore est brillant, plus il est facile de le détecter. La brillance est décrite par le produit du

coefficient d’extinction molaire avec le rendement quantique de fluorescence.
B= ¢@x* ¢
I11.2.2. Les désexcitations non radiatives
11.2.2.1. 'Transfert de charge intramoléculaire

Le transfert de charge intramoléculaire (ICT pour Internal Charge Tranfer) est un
phénomeéne qui résulte de 'augmentation de la polarité d'une molécule lors du passage a I'état
excité. Ce transfert de charge est possible dans le cas de molécules possédant des groupements
donneurs et attracteurs. La présence de ces deux groupements engendre un réarrangement
prononcé de la densité électronique lors du passage a I'état excité. Les molécules de solvant autour
du fluorophore s'adaptent a ce changement de polarité en alignant leur moment dipolaire avec
celui de la molécule. Il en résulte une perte d’énergie, car la stabilité est augmentée par ce
réarrangement. Ce phénomeéne a pour conséquence l'apparition d’'une bande supplémentaire

et/ou un déplacement bathochrome de la bande d’émission (Figure 1-7).
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Ce phénomeéne est fortement influencé par la nature du solvant. Un solvant polaire aura un effet
plus marqué sur le transfert, car il stabilise mieux I'état excité, plus polaire. La viscosité du solvant
est aussi un facteur déterminant, ainsi un solvant visqueux ne permet pas un réarrangement assez
rapide des molécules de solvant, ayant pour conséquence la disparition du phénomene. Le
transfert de charge intramoléculaire est une application du principe de Franck-Condon, stipulant
que I'état excité est stabilisé par la solvatation dans un solvant polaire. Les interactions fortes avec
la sphere de solvatation vont diminuer le rendement quantique de maniere proportionnelle avec

la polarité du solvant.'”!

D'un point de vue expérimental, un déplacement bathochrome associé a une chute du rendement
quantique proportionnelle a l'augmentation de polarité du solvant sera associé avec un

phénomene d’'ICT. Ce phénomeéne est couramment appelé solvatochromisme.

Le caractere protique du solvant est un facteur influencant le phénomene d’ICT, premiérement par
leur polarité importante et deuxiemement par leur capacité a donner ou accepter une liaison
hydrogene. La liaison hydrogene aura de forts effets sur les orbitales n, devenant la HOMO, et ainsi

aura une forte influence sur les propriétés spectroscopiques des composés. Ces influences sont
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proportionnelles a la capacité du solvant a donner des liaisons hydrogene. Ainsi, ce phénomene

[7]

peut étre appliqué a la détection d’eau par exemple.”" Il y a aussi un impact sur la solubilité, les

liaisons hydrogene étant un facteur solubilisant.

Les parametres physiques du solvant jouent un role important dans I'émission de lumiére, tel que
l'agitation moléculaire par exemple. Une augmentation de la température augmente les chemins
de désexcitation non-radiative, et se traduit par une diminution du rendement quantique. Au
contraire, une baisse de la température permet d’'observer une augmentation de l'intensité de
fluorescence et des phénoménes non-observables a température ambiante, comme la
phosphorescence de certains composés organiques. La viscosité du solvant est aussi un facteur
déterminant. En présence de liaison aryl-aryl présentant une rotation non contrainte, une
augmentation de la viscosité du solvant permet de restreindre cette rotation, et ainsi étendre le

systeme T conjugué.
11.2.2.2. 'Transfert de proton a I’état excité

Le transfert de proton photoinduit consiste en une réaction acido-basique a l'état excité.
Lorsqu'une molécule est a I'état excité, la répartition des électrons en son sein est modifiée. Cette
transformation entraine des changements de stabilité pour les bases et acides conjugués, et ainsi
provoque une modification des constantes d’acidité de ces derniers. Les acides deviennent plus
acides, et les bases plus basiques, favorisant de nouvelles réactions acido-basiques, impossibles a
I'état fondamental. L'exemple figure 1-8 présente un couple phénol/carboxylate. Les pKa a l'état
fondamental ne permettent pas d’échange de protons entre les deux especes, mais lorsque les

molécules sont a I'état excité, 'échange de protons entre les deux especes devient favorable.
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Figure 1-8 Transfert de proton a I'état excité

Le transfert de proton peut avoir lieu entre une molécule excitée et une molécule de solvant, ou
encore se produire de maniére intramoléculaire (ESIPT pour Exited State Intramolecular Proton
Transfer). Lorsque le donneur et I'accepteur de proton sont reliés par un systeme m conjugué,
I'échange de proton peut provoquer une délocalisation électronique au sein de la molécule (Figure
1-9). Ce phénoméne permet notamment d’avoir potentiellement deux especes différentes a 1'état
excité, et d’observer I'émission de fluorescence de l'une des deux formes, voire des deux
simultanément. Ce phénoméne permet de générer d’importants déplacements de Stokes, car
'espece absorbant la lumiere n’est pas forcément la méme que celle qui émet la fluorescence. Ce
type de systeme peut étre appliqué pour la production de fluorophores avec une émission

blanche : sur tout le spectre visible.*!
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Figure 1-9 Transfert intramoléculaire de proton a I'état excité (ESIPT)

11.2.2.3. AIE et ACQ

L’extinction de fluorescence par agrégation est appelée ACQ (pour Aggregation Caused
Quenching).”’ Les molécules présentant un ACQ sont des molécules polyaromatiques planes
pouvant facilement s’assembler grace aux interactions de m-stacking. Le mécanisme de I'ACQ est
mal connu, il semble que ce terme soit utilisé pour décrire plusieurs types d’extinction de
fluorescence. Ce phénomene peut étre observé en solution, soit avec grande concentration de
molécule, soit par ajout d'un solvant hydrophobe, défavorisant les interactions avec le solvant
(Figure 1-10). L’ACQ peut étre diminuée par ajout de substituant non-plans, empéchant ainsi les

interactions de w-stacking.

Un autre phénomene d’agrégation existe : 'émission induite par agrégation (AIE pour Aggregation
Induced Emission)."” Ce phénoméne est 'inverse de 'ACQ. Lorsque les molécules sont agrégées,
elles deviennent émissives. Ainsi, lorsque la molécule est en solution dans un solvant apolaire,
aucune émission n'est observée. Mais lorsque de l'eau est ajoutée, des agrégats se forment et
I'émission apparait. Un exemple typique de molécule présentant ce phénoméne est le

tétraphényléthyléne. En solution diluée dans un solvant apolaire, la rotation des groupements
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phényles entraine la désexcitation non-radiative de I'état excité. A T'état solide ou agrégé, la
rotation des phényles se trouve bloquée, provoquant ainsi I'émission de fluorescence du composé.
La figure 1-10 montre deux molécules, une présentant un AIE et 'autre un ACQ solubilisée dans
I'acétonitrile avec différentes proportions d’eau. Pour le cas de 'ACQ, 'augmentation de la
proportion d’eau provoque des agrégats et donc éteint la fluorescence proportionnellement. Pour
le cas de I'AIE, l'augmentation du pourcentage d’eau provoque une agrégation, empéchant la

rotation de la liaison N-N, et donc une apparition de fluorescence."

OH /
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 92% 94% 96% 98% N-N AIE
gl < 5 Vi
HO

J|
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Figure 1-10 Fluorescence de solutions dans le MeCN avec différents pourcentages d’eau [

11.2.2.4. Photochromisme

Le photochromisme est un phénomene de transformation chimique réversible induite par
irradiation lumineuse. Deux photochromismes sont distingués, le type T (pour Thermique) ou la
transformation de A en B est induit par irradiation lumineuse. L'espece B n’est pas stable
thermiquement et se transforme en A au bout d’'un intervalle de la milliseconde a la minute. Le
type P (pour Photochimique), I'espéce B est stable thermiquement. Pour réaliser la transformation
retour, il est nécessaire d'irradier a nouveau le composé avec de la lumiére, pouvant étre d'une
longueur d’'onde différente que précédemment. Le changement de A vers B s’accompagne d'un
changement des propriétés du composé, notamment de son spectre d’absorption, mais aussi du
moment dipolaire, et méme des propriétés acides-bases dans certains cas. Les applications du
photochromisme sont principalement dans le domaine de la chimie supramoléculaire ! méme si
il existe d’autres applications comme la photopharmacologie ou encore I'optochimie. Les fonctions
photochromiques y ont un réle d’interrupteurs, de portes logiques ou encore de machines

chimiques. Ce type d’activation est intéressant, car elle ne nécessite pas I'intervention de produit

27 |



Introduction

chimique extérieur pour transformer la molécule. Plusieurs types de réactions peuvent avoir lieu,

quatre mécanismes principaux sont connus pour les composés photochromiques :

e L’isomérisation Z/E : des composés tels que les azobenzenes ou les stilbenes peuvent, sous
irradiation lumineuse, isomériser leurs doubles liaisons (Figure 1-11). Le processus
d’isomérisation est négligeable a température ambiante, mais est possible a plus haute
température. Il est a noter que l'utilisation des stilbénes peut étre problématique, 'isomere

Z peut, sous irradiation lumineuse, se cycliser et s'oxyder de maniere irréversible.

hv,
X=X
—_— Xa X =CH Stilbéne
- X X=N  Azobenzéne

hv, ou A

Figure 1-11 Isomérisation photoinduite de stilbéne et d’azobenzéne

o FElectrocyclisation : des réactions d’électrocyclisation a 6 électrons T peuvent étre observés
lors d’irradiation lumineuse de dérivés diaryléthene. Cest le cas du Z stilbéne, mais la

réaction d'oxydation parasite conduisant au phénanthréne

ne permet pas une de
réversibilité de 1'électrocyclisation. Des thiophénes substitués par des groupements
méthyls en position a sont utilisés pour éviter 'oxydation parasite et avoir une stabilité

accrue (Figure 1-12)."! Ils sont thermiquement stables et ne peuvent donc étre convertis

d’'une forme a I'autre que par une irradiation lumineuse.

Figure 1-12 Electrocyclisation & 6 électrons 1 d’un dithiényléthéne

e Rupture de liaison C-O : les spiropyranes sont des composés photochromiques capables de
se transformer en mérocyanines lors de la rupture d'une liaison C-O spiranique (Figure 1-
13). La transformation en mérocyanine augmente largement la polarité grace a la formation

]

d'un zwitterion et rend la molécule sensible au pH de Ienvironnement."® Les
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mérocyanines se convertissent thermiquement en spiropyranes. Ce processus prend

plusieurs minutes a température ambiante.

Figure 1-13 Ouverture photoinduit d’une spirolpyrane en mérocyanine

e Dimérisation: certains composés aromatiques ont la propriété de dimériser sous
irradiation lumineuse par un mécanisme de cycloaddition. C’est notamment le cas des
coumarines ou de I'anthracene (Figure 1-14). La formation du dimeére d’anthracéne est
réversible thermiquement et photochimiquement.”” Les coumarines possédent un
photochromisme de type P, mais ce systéme présente tout de méme une réversibilité
seulement partielle due a des chemins de dégradation impliquant notamment le

dégagement de CO,.!"

oo —

3
]

Figure 1-14 Exemples de dimérisation photoinduit

11.2.2.5. Transfert d’électron photoinduit

Le transfert d’électrons photoinduit ou PET (pour Photoinduced Electron Tranfer) est un
phénomeéne par lequel un électron peut étre transféré a partir d'un composé dans son état excité
vers une molécule a I'état fondamental. Ce transfert a lieu entre un accepteur A et un donneur D
d’électron, formant ainsi un état a charge séparé noté (D'A"). Le retour a I'état fondamental est non
radiatif dans la plupart des couples, méme s'il existe des cas dans lequel le complexe formé peut

étre émissif (exciplexe). Deux cas sont envisageables en fonction du potentiel redox des couples.
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Le PET oxydant lorsque l'espéce excitée est donneuse d’électron et le PET réducteur lorsque

'espece excitée est acceptrice d’électron (Figure 1-15).

A* D _— A* D**

Energie

- — —

Figure 1-15 Schéma d’un transfert d’électron photoinduit réducteur

La synthese photochimique s’appuie sur le phénomeéne de PET pour promouvoir la génération de
radicaux.” Cette méthode permet la génération de radicaux dans des conditions douces,

permettant un meilleur controle de la réactivité.

11.2.2.6. Exciméres et exciplexes

Les excimeres (pour excited dimer) et les exciplexes (pour excited complex) sont des
dimeres de molécules a I'état excité. Ils résultent de la collision entre une molécule a I'état excité et
une molécule a I'état fondamental. Cette collision forme un dimere ou un complexe comportant
les deux molécules se partageant I'énergie de l'état excité. Ils sont représentés par la notation
(MM)* pour les exciméres et (DA)* pour les exciplexes. Ces regroupements se forment par
collision intermoléculaire, les parameétres tels que le solvant, la température et la viscosité ainsi
que la concentration de la solution jouent un role majeur dans leurs formations. La polarité du
solvant affecte aussi ces phénomeénes. Ainsi plus le solvant est polaire, plus I'émission du complexe
sera décalée vers le rouge et faible en intensité. La fluorescence est éteinte dans la plupart des
solvants a haute polarité. Il existe tout de méme plusieurs exemples d’exciplexes décrit comme

luminescents dans 'eau.™!
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L’émission de ce type de complexes est majoritairement déplacée vers les plus basses énergies par
rapport a '’émission du monomere. Pour les excimeres, une fois la lumiére émise, le complexe est
dissocié a nouveau en deux monomeres. Dans le cas des exciplexes, il peut étre observé en lieu et
place de I'émission, la séparation du complexe résultant en une paire ionique A" D". Un cas d’école
d’exciplexes est le couple diéthylaniline/anthracéne.” Dans cet exemple, illustré figure 116, la
diéthylaniline donne un électron a l'anthracéne excité. Dans ce cas I'addition de diéthylaniline
éteint la fluorescence du monomere d’anthracene qui apparait comme une bande structurée a
environ 400 nm, progressivement remplacée par la fluorescence de I'exciplexe, une bande large et
peu structuré a 490 nm. Plus la concentration de diéthylaniline augmente, plus la fluorescence de

I'anthracéne disparait au profit de celle de I'exciplexe.

A
1
| ) 20®
u.a. / 3
1f\ ({ 2 \\ /'\\\ 1=0M 0:2410_4M
| VN /\ 2 2=25103M

/ 3=01M
| ~J 3
J 1 \

400 500 A, Nm

Figure 1-16 Exemple d’exciplexe d’anthracene avec différentes concentrations de
diéthylaniline/?”

11.2.2.7. 'Transfert d’énergie

Le transfert d’énergie est un processus d’échange d’énergie depuis un état excité. Cet
échange peut étre réalisé par émission d'un photon par le donneur et absorption de 'accepteur. Ce

transfert d’énergie peut aussi étre réalisé sans 'émission de photon, par des processus non-radiatif;
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soit par interaction coulombienne (mécanisme de Forster), soit par recouvrement orbitalaire
(mécanisme de Dexter). Pour réaliser ce transfert, une des premieres conditions est le
recouvrement au moins partiel de la bande d’émission du donneur d’énergie avec la bande
d’absorption de I'accepteur (Figure 1-17). Ce recouvrement indique que des transitions vibroniques
sont de méme énergie pour les deux molécules, elles sont alors dites en « résonance ». Le donneur
est nécessairement une molécule fluorescente, mais I'accepteur a juste besoin d’absorber la

lumiere a la longueur d’onde d’émission du donneur.

Absorption du composé A
Emission du composé A

Absorption du composé B

Longueur d’'onde A (nm)

Figure 1-17 Mise en évidence du recouvrement spectral entre 'absorption et 'émission de
deux composés

Mécanisme de Dexter

Le transfert d’énergie selon Dexter (figure 1-18), décrit en 1953, est un double transfert
d’électrons par recouvrement orbitalaires.””! Les particularités de ce transfert d’électrons sont dues
au recouvrement des orbitales des accepteurs et des donneurs. Ainsi, il est uniquement efficace
aux distances auxquelles les orbitales se recouvrent (max 10 A), et éteint totalement la
fluorescence du donneur. Ce transfert possede aussi la particularité de peupler ou dépeupler les
états triplets. En effet, ce transfert d’électrons va étre influencé par les niveaux énergétiques des
orbitales, rendant possible le transfert d’état triplet, ce qui est impossible par le mécanisme de

Forster.
La constante de vitesse associée a ce transfert peut étre exprimée selon la formule suivante :

kpexter = Ke(=FRpa)
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avec K le facteur expérimental, 5 le facteur d’atténuation du transfert et Rp4 la distance entre le

donneur et I'accepteur
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Figure 1-18 Schéma d’un transfert d’énergie selon le mécanisme de Dexter

Mécanisme de Forster

Le transfert d’énergie par le mécanisme de Forster fonctionne par résonance entre deux
dipoles (Figure 1-19).”*! Lorsque la molécule donneuse est excitée, elle crée un champ électrique
par l'action de son dipdle. La molécule acceptrice peut alors entrer en résonance avec ce champ
électrique, permettant alors son passage a I'état excité, accompagné par le retour a I'état
fondamental de la molécule donneuse (Figure 1-19). Le mécanisme étant basé sur des interactions
de champs électriques implique que son emploi peut étre efficace a de trés longues distances,
jusqu’a 100 A. 1l est & noter que son efficacité varie trés fortement avec la distance (1/d°). La
dépendance de ce transfert d’énergie avec la distance permet a cet outil d’étre tres utilisé pour
mesurer la taille ou la distance entre des biomolécules. En mesurant la diminution de fluorescence
de la molécule donneuse, il est possible de déterminer précisément la distance entre les molécules

donneuse et acceptrice.

La constante de vitesse associée a ce transfert peut étre exprimée selon la formule suivante :

k2k?p

krsrster = @ R6
DA

avec « est une constante dépendante de la concentration et de parametres physiques du solvant,

RS, la distance entre le donneur et I'accepteur, k? le facteur d’orientation des dipdles (compris
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entre o et 4), k%, la constante de vitesse des phénoménes radiatifs du donneur et J le

recouvrement spectral entre le donneur et 'accepteur.
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Figure 1-19 Schéma d’un transfert d’énergie selon le mécanisme de Forster

I 111. Occurrence de la fluorescence

II1.1. Historique de la fluorescence

La fluorescence est, comme présentée plus tot, 'émission de lumiére accompagnant le
retour a I'état fondamental d'une molécule excitée. La premiére mention d'un objet luminescent se
retrouve dans un texte chinois de la dynastie de Song (960 — 1279). Il est question d’'une relique
bouddhiste brillante et diffusant une lumiére vive.”” La premiére trace écrite moderne faisant
référence a la fluorescence provient du botaniste Nicolas Monardes et est datée de 1565. Il observa
que les décoctions d’'un bois du Mexique, le Lignum nephriticum, présentaient des reflets bleus
sous certaines conditions d'éclairage. L'origine de cette fluorescence ainsi que la molécule
responsable ont longtemps été inconnues. La fluorescence de cette décoction était alors utile pour
vérifier que le bois n’était pas contrefait. Nous savons aujourd’hui que l'arbre autrefois appelé
Lignum nephriticum, aujourd’hui appelé Eysenhardtia polystachya, contient une molécule de la
famille des hydroxydihydrochalcones, la coatline B, en relativement grande quantité (1 % du

poids sec). Cette molécule n’est pas fluorescente, mais en présence d’oxygene et d’eau, dans
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des conditions légérement basiques, une oxydation quantitative a lieu (Figure 1-20).””! La

molécule obtenue, la matlaline, présente une fluorescence bleue de haute intensité.

Coatline B Matlaline

Figure 1-20 Transformation de la coatline B en Matlaline

D’autres décoctions végétales de différentes couleurs ont par la suite été découvertes. Par exemple,
la décoction alcoolique de certaines feuilles d’arbres présente une couleur rouge lorsqu’elles sont
observées a 9o° de I'incidence lumineuse. Cette couleur est due a la chlorophylle présente dans les
feuilles. Durant les siecles suivants, il y a peu de découvertes majeures sur la fluorescence. Les
observations de décoction fluorescente sont réalisées, avec la découverte de la fluorescence du
pétrole, ou encore des décoctions de bois de santal.”® Des organismes bioluminescents sont

découverts partout dans le monde.

Plusieurs matériaux luminescents sont fabriqués, comme par exemple les pierres de Bologne. Ce
matériau a été découvert aux alentours de 1603 par un cordonnier italien, Vincenzo Cascariolo.™
Les pierres ont été calcinées avec du charbon dans un four. Apres calcination, lorsque la pierre est
exposée a la lumiere de la lune ou du soleil, elle reste brillante pendant plusieurs minutes. Ce
phénomeéne est dit a la phosphorescence du matériau obtenu, le sulfure de baryum. Bien que les

observations de différents matériaux luminescents se multiplient, I'explication du phénomeéne

restera encore inconnue pour plusieurs siécles.

L’apparition du terme de fluorescence remonte a I'année 1852, ou un célebre article « On the
Change of Refrangibility of Light » a été publié par Sir George Gabriel Stokes.”” Dans ce papier, il
fait référence a une solution de quinine qui, selon un certain angle, semble émettre une lumiere
bleue. Il observe méme que lorsque la lumiére est décomposée a I'aide d’un prisme, la solution de
quinine émet de la lumiere bleue lorsqu’elle est exposée au rayonnement au-dela de la lumiére

bleue, c’est-a-dire la lumiére ultraviolette (Figure I-21 a). Il émet le postulat que ce phénomeéne est
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lié a la dispersion de la lumiere dans la solution de quinine. Pour nommer ce phénomene, il décida
de fusionner deux mots : la fluorite et I'opalescence, donnant fluorescence. Le terme fluorite fait
référence a un minéral composé de CaF,, un des premiers minéraux luminescents connus (Figure
1-21 b). L'opalescence est un phénomeéne observé sur des hydrates de silicate (opale), qui brillent de
couleurs différentes selon I'angle auquel elles sont observées (Figure 1-21 ¢). On sait aujourd’hui
que 'opalescence est due a la diffusion de la lumiére a travers les différents hydrates de silicate et
que la luminescence de la fluorite est due a la phosphorescence de traces de lanthanide dans le
minéral. La description complete du phénomene de fluorescence sera établie bien plus tard,

notamment par Max Plank et Albert Einstein.

a) b)

Figure 1-21 (a) Bouteille de soda sous une lumiére naturelle et sous lumiére UV 2
(b) Une opale présentant un phénoméne d’opalescence %
(c) Cristaux de fluorites sous une lumiére naturelle et sous lumiére UV’

Une autre découverte de cet article est que la lumiére incidente est de plus haute énergie que la
lumiere réémise par la solution. Ce phénomene est aujourd’hui appelé le déplacement de Stokes

(Figure 1-22).
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Figure 1-22 Représentation graphique du déplacement de Stokes

Peu de temps apres les travaux de Stokes, les premieres applications de la fluorescence
commencent a émerger. Edmond Becquerel, en 1857, a théorisé la conception du tube fluorescent.
Ce type de lampe, encore utilisée de nos jours, consiste en un tube recouvert de substance
fluorescente. Un courant électrique excite du mercure a I'état gazeux, émettant ainsi une lumiere
ultraviolette, absorbée ensuite par les molécules fluorescentes du tube. La lumiere émise par ces
prototypes n’était pas encore assez intense pour une application large. Les tubes fluorescents
utilisés de nos jours utilisent des ions de terre rare telle que Eu", Eu™ et Tb". Plusieurs applications
pratiques virent aussi le jour a la fin du XIX"™ siécle. Goppelsroder rapporte en 1868 l'utilisation
d’un dérivé de 3-hydroxyflavone, le morin, pour détecter des ions aluminium (Figure 1-23).*! Le

morin n’est pas fluorescent en solution, mais avec la présence de sels d’aluminium, I'intensité de

fluorescence augmente drastiquement.

H
HO_~0
(Je

N HO. O (0] ~
—_—
7 NoH
o O

Sl ©

Fluorescent

Non fluorescent

Figure 1-23 Complexation d’aluminium Il par le morin, une hydroflavone
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La premiere synthése d'un composé fluorescent remonte a I'année 1856. Sir William Henry Perkin
cherchait un moyen de synthétiser de la quinine a partir d’aniline issue de goudron de houille. Lors
de l'oxydation d'un mélange d’aniline et de toluidine par du dichromate de potassium, il obtenu
une poudre noire qui, solubilisée dans l'alcool, présentait une couleur violette. Le composé ainsi
obtenu, la mauvéine, fut la premiére molécule fluorescente synthétisée.*”! Cette découverte va
mettre en place les bases de l'industrie chimique moderne. Avant cette découverte, tous les
pigments étaient extraits de la faune ou de la flore. Cette invention permit l'apparition de
nouvelles couleurs ainsi que la diminution drastique des colits de production des pigments
textiles. La structure exacte de la mauvéine n’a pas été élucidée avant 1994. Elle I'a été grace a des
analyses de spectrométrie de masse, ainsi que par RMN 2D.®! 1l g'agit d'un mélange de deux
composés, issue de la condensation de deux molécules d’aniline, une de p-toluidine et une d’o-
toluidine pour le composé majoritaire, la mauvéine A. La différence avec la mauvéine B est le

remplacement d'une molécule d’aniline par une d’o-toluidine (Figure 1-24).

R

N
N
H Nﬁ[ﬁ;@\w R=H Mauvéine A

2 R =Me Mauvéine B

Figure 1-24 Structure du premier pigment synthétique : la mauvéine

Le nouvel essor apporté par la synthése de ce premier composé a donné naissance a toute
I'industrie chimique moderne. Avec elle les syntheses de nombreuses familles de molécules

organiques fluorescentes furent développées.

I11.2 La fluorescence au quotidien

Les molécules fluorescentes et les recherches qui y sont associées sont des domaines de
pointe. Elles se retrouvent principalement pour le marquage biologique, les panneaux solaires ou
encore dans les LED organiques. Les applications de la fluorescence au quotidien ne sont

néanmoins pas en reste.
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Les azurants optiques sont une classe de molécules fluorescentes utilisées pour « blanchir » le
blanc. Depuis tres longtemps les artisans ont été confrontés a la problématique du blanc. En effet,
la grande majorité des blancs naturels présentent des imperfections jaune ou rose. Dans
'antiquité, déja deux blancs étaient distingués : candidus et albus. Candidus correspond au blanc
parfait et étincelant, albus correspond au blanc naturel, pur et nuancé.*" Cette distinction
souligne déja a l'antiquité la volonté d’obtenir un blanc « plus blanc que blanc ». Les azurants
optiques sont des molécules fluorescentes bleues, absorbant de la lumiere ultraviolette. Ils sont
utilisés sur des papiers ou des lessives pour permettre d’obtenir un blanc visuellement plus pur. Le
blanc, pour I'ceil humain, correspond a un mélange de 'ensemble du spectre visible. Or, les fibres
constituantes des tissus et du papier, notamment issues de la cellulose, absorbent légerement dans
la gamme du bleu. Cette absorption leur donne une teinte jaune. L'ajout d'un composé fluorescent

émettant dans le bleu permet par addition de couleur d’obtenir un blanc plus éclatant.

Les azurants n’'ont pas une grande durée de vie, ils se dégradent rapidement a la lumiere du aux
phénomeénes de photoblanchiment. Pour que le tissu blanc garde toujours un blanc éclatant, il faut
renouveler souvent l'ajout d’azurant. Cest pourquoi la plupart des lessives contiennent un
pourcentage d’azurant optique dans leur composition, afin qu'a chaque lavage, la couche d’azurant
puisse étre renouvelée.’™ De nombreux azurants sont décrits dans la littérature, mais

industriellement, deux azurants sont prédominants : le DSBP et le DAS 1 (Figure I-25).

DSBP

DAS1

Figure 1-25 Structures de deux azurants optiques utilisés dans la lessive. Le DAST (pour
4,4(-bis[4-anilino-6-morpholino-1,3,5-triazin-yl)Jamino]stilbene-2, 2’-disulfonate) et le DSBP
(pour 4,4’-bis(2-sulfostyryl)biphényl)

La structure de ces fluorophores comporte plusieurs groupements sulfonates. Cela leur permet de

. . . . . ey s 6
mieux interagir avec la cellulose afin de se fixer et d’avoir une meilleure solubilité dans 'eau.*”
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Les billets de banque représentent une autre application de la fluorescence au quotidien. En effet,
placé sous une lumiére UV, des motifs fluorescents apparaissent. Ces encres représentent une

sécurité supplémentaire pour empécher la contrefacon de la monnaie (Figure 1-26).
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Figure 1-26 Billet de 20 euro sous lumiere ultraviolette

Les billets de banque sont marqués a 'aide d’encres fluorescentes spécifiques. Ces encres sont le
plus souvent constituées de molécules luminescentes inorganiques ou organométalliques, leur
signature visuelle étant tres difficile a imiter. Les quantums dots, ainsi que les complexes de

lanthanides sont les fluorophores les plus utilisés pour cette application.”

Les billets de banque ne sont pas les seuls produits a étre protégés a I'aide d’encres fluorescentes.
Selon les pays, certains documents officiels et financiers sont protégés par diverses encres. Elles se

retrouvent aussi pour protéger des produits controlés par I'état comme I'alcool ou encore le tabac.

La fluorescence se retrouve également dans les écrans dits OLED (pour Organic Light Emmiting
Device) dans lequel la lumiére est émise par des molécules fluorescentes. Cette technologie
permet d’obtenir de meilleurs contrastes, des lumieres plus naturelles ainsi qu'un cofit
environnemental moins élevé. Les molécules fluorescentes se retrouvent aussi dans certaines
technologies de panneaux solaires. Les cellules solaires organiques posseédent 'avantage d’étre plus

légeres, moins polluantes et peuvent étre transparentes.

|40



Chapitre 1

I IV. Les fluorophores

Ils existent énormément de structures différentes pour les fluorophores. On peut distinguer
trois grands groupes qui varient par la nature des atomes constituant le systeme fluorescent : les
systémes inorganiques, organomeétalliques et organiques. Les travaux réalisés durant cette theése se
sont concentrés sur les fluorophores organiques. Les molécules luminescentes inorganiques et
organométalliques existent et sont nombreuses, la grande majorité fonctionne par des
mécanismes différents de la fluorescence. En effet, la plupart des complexes organométalliques
émettent de la lumiére fonctionnent par phénomeéne de phosphorescence. Ceci est di a la
présence d'un atome lourd, augmentant le couplage spin-orbite, et ainsi la probabilité de
croisement intersysteme, ainsi qu'aux ligands qui permettent de transférer de I'énergie vers le
centre métallique (LMCT ou MLCT). De par leurs longs temps de vie, ces complexes trouvent des

applications dans l'imagerie médicale en temps résolu, ainsi que dans le domaine du

38]

photovoltaique.'

Figure 1-27 Solution de quantums dots de différentes tailles sous une lumiére UV'*

Les quantums dots constituent un systéme luminescent inorganique. Ce sont de petits semi-
conducteurs, d'une taille de quelques nanomeétres, constitués d'un alliage métallique et ce
structurant de manieére similaires aux atomes, avec un noyau et une couche externe. Ils sont

souvent considérés comme des atomes artificiels. Leurs propriétés photophysiques sont liées a la
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taille des particules. La longueur d’'onde de la luminescence de ces systémes dépend uniquement
du diametre de « 'atome ». Ainsi, plus le diameétre est grand, plus les longueurs d’onde d’émissions
sont décalées vers le rouge (Figure 1-27). Les quantums dots fonctionnent de facon analogue aux
fluorophores organiques. Lors de 'excitation, un électron est promu vers la bande de conductance,
lors de son retour vers la bande de valence, il émet un photon. La longueur d’'onde du photon
dépend de la différence énergétique entre les deux bandes. Les quantums dots ont de nombreuses
applications concrétes, comme le marquage biologique*”, le photovoltaique'*, les QD-LED

(Quantum Dots LED)"* et les qubits (bits quantique) %/,

IV.l. Les fluorophores organiques

Les fluorophores organiques constituent le plus grand des trois groupes. Depuis leur
découverte a la fin du XIX*™ siécle, d’innombrables molécules organiques fluorescentes ont été
synthétisées. Ces molécules possédent la particularité d’étre constituées d'un ou plusieurs
groupements chromophoriques (groupement pouvant absorber la lumiere). Ces groupements sont
constitués d’enchainements de doubles liaisons et/ou de cycles (hétéro)aromatiques, étant donné
que, énergétiquement, ce sont les électrons m qui interagissent avec la lumiere visible pour

permettre 'absorption. La grande variété des fluorophores permet des applications variées, que ce

44] [45]

soit dans le domaine de la biologie pour des marquages'* ou la détection d’analyte!*”, ou encore

dans le domaine de 'optoélectronique, avec les panneaux solaires™*” ou les dispositifs OLED*",

1V.1.1 Naturels

Les fluorophores naturels sont d’'un grand intérét. La nature est une source d’inspiration
infinie pour les chimistes, notamment grace a la grande diversité des molécules rencontrées chez
les organismes vivants. Plusieurs exemples sélectionnés vont étre présenté dans la suite de ce

chapitre.

I1V.1.1.1. GFP (Green fluorescent protein)

La GFP est une protéine fluorescente de couleur verte. Cette protéine se retrouve dans une méduse

appelée aequorea victoria originaire des cotes ouest d’Amérique du Nord. Dans la méduse, la
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fluorescence verte de la GFP est provoquée par une cascade bioluminescente mettant en ceuvre
une autre protéine, I'aequorine. Cette derniere en réagissant avec des ions calcium, émet une
lumiére bleue qui est transférée a la GFP qui émet a son tour une lumiére verte par un mécanisme
de type BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfert).*"! Les découvertes de la GFP ainsi
que sa structure et son fonctionnement ont valu a Osamu Shimomura, Martin Chalfie et Roger

Tsien le prix Nobel de chimie en 2008.

Le mécanisme de fluorescence de la GFP est di a présence d'un fluorophore enfermé a I'intérieur
de la structure de la protéine. Cette « cage », constituée de feuillets § permet au fluorophore
d’évoluer dans un environnement controlé et apolaire, ce qui évite I'extinction de fluorescence. Le
fluorophore au cceur de la protéine résulte de la condensation de trois acides aminés préorganisés :
une tyrosine, une serine et une glycine (Figure 1-28). Il est a noter que deux formes existent, I'une

neutre et 'autre anionique, excités respectivement a 395 et 475 nm et émettant a 504 nm. !

HO

Figure 1-28 Structure quaternaire de la GFP et représentation du chromophore actif

Depuis la découverte de la structure de la protéine dans les années 60, de nombreux groupes ont

réalisé des modifications du fluorophore, permettant ainsi d’obtenir différentes couleurs,
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notamment du bleu et du jaune. Ces modifications ont été obtenues en modifiant la série d’acides

aminés impliqués dans la formation du fluorophore.

La principale application de la GFP (et des autres protéines fluorescentes issues du méme
squelette) est I'imagerie médicale et I'étude des biomolécules. Lorsque la GFP est encodée ou
greffée a une autre protéine, elle va permettre de suivre son cycle de vie grace a 'observation de la

fluorescence de la GFP.5!

1V.1.1.2. Flavonols

Les flavonoides sont une classe omniprésente de métabolites secondaires du régne végétal.
Leur structure générale est constituée de trois cycles, deux sous-unités benzéniques (A et B) et un
noyau pyrane (C) (Figure 1-29). L'acide aminé phénylalanine est le réactif de départ du processus
métabolique conduisant a la biosynthese des dérivés de flavonoides. Or, cet acide aminé n’est pas
produit par les animaux, mais uniquement par les plantes, expliquant la faible occurrence de ces
métabolites chez les animaux.” Les principaux membres de la famille des flavonoides sont
présentés figure 1-29. Cette famille de composé, de par la grande diversité structurale rencontrée,
constitue la principale classe de composés phénoliques naturels. Elles constituent une grande
partie des pigments dans le régne végétal et possédent des propriétés médicinales remarquables.
Les propriétés médicinales des flavonoides sont aussi variées que leurs structures, avec des

activités anti-inflammatoires, anti-diabétique, anti-cancéreuses, neuroprotective, etc.”>”!
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Figure 1-29 Structures des principaux flavonoides

Les flavonols sont une sous-catégorie des flavonoides. La présence d'une cétone avec groupement
énol en alpha sur le cycle pyrannique C permet une liaison hydrogéne intramoléculaire forte. Cette
liaison donne lieu a des propriétés spectroscopiques singuliéres. Lors de l'absorption de ces
composés, la transition 7 -> ©* s’'accompagne d'un transfert de charge a I'état excité ainsi que d’'un
ESIPT entre I'hydroxy en position 3 et la cétone en position 4. Ce qui se traduit par une émission

duale de la forme tautomeére et de la forme normale (Figure 1-30).
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Figure 1-30 Phénoméne d’ICT et d’ESIPT sur un flavonols a l'état excité

Les flavonols sont des fluorophores trés sensibles a leurs environnements. Cette propriété leur
permet de nombreuses applications dans le domaine du marquage biologique. Ainsi, certains
dérivés de flavonols peuvent étre utilisés pour marquer des membranes cellulaires et déterminer
leur environnement proche, ou encore suivre des changements conformationnels de protéines.'™

Les résultats peuvent étre lus en mesurant la différence de ratio entre les deux formes C et E, et

ainsi permettre de déterminer quel est I'environnement direct de la sonde (Figure 1-31).

|46



Chapitre 1
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Figure 1-31 Deux sondes flavonols sensibles a I'environnement %

Les deux flavonols présentés figure 1-31 montrent une grande sensibilité de leurs bandes d’émission
ala polarité (échelle E,30)°" et a la proticité du solvant. L'état N* est favorisé sur 3HC-A, ceci est dit
a la présence du groupement diéthylamino, substituant tres donneur sur le cycle B.
L’augmentation de la polarité du solvant favorise cet état, qui est éteint dans les solvants protiques.
A Tinverse, la molécule 3HC-B, posséde un substituant moins polaire qui lui permet d’étre utilisé

dans les solvants protiques et polaires.

I1V.1.1.3. Coumarines

Les 2H-chromene-ones ou coumarines sont une classe de composés naturels dérivés du
squelette des flavonoides. Les coumarines présentent de nombreuses activités biologiques. Par
exemple, le Psoralene, une furanocoumarine, présente une activité photosensibilisante utilisée
dans certaines thérapies contre le psoriasis ou le cancer de la peau. Un autre exemple de
coumarine avec d'importantes activités biologiques est la warfarine, un puissant anticoagulant tres

utilisé en médecine (Figure 1-32)

47|



Introduction

OH
CCrLQ ¢l
(o) o (o)

Figure 1-32 Structures de deux coumarines d’importances médicales : la Warfarine (a
gauche) et le Psoralene (a droite)

55 une substitution

Les coumarines non substituées ne présentent quasiment aucune fluorescence
de la position 7 (Figure 1-33) par un groupement riche en électrons permet l'apparition d'un
phénomeéne d’ICT. Ainsi, la plupart des coumarines naturelles et synthétiques présenteront un
phénol ou une aniline en position 7. Cette caractéristique rend les coumarines tres sensibles a leurs
environnements. De plus, de hauts rendements quantiques de fluorescence et une émission
modulable a travers le spectre visible permettent aux coumarines de nombreuses applications :
azurants optiques®, colorants lasers’” ou encore la détection chimique'™® . La détection chimique
est 'application la plus répandue. Des centaines d’exemples de coumarines substituées existent
pour la détection d’analytes comme les anions, les cations métalliques ou encore les ROS (Reactive
Oxygen Species). Plusieurs exemples sont présentés figure 1-33: le mercure interagit avec le

groupement ether de vinyle pour libérer le phénol, le cyano réagit par addition sur 'accepteur de

Mickael dicyanovinyléne et les ions ClO- permettent 'oxydation des positions 3 et 4.
Z>0 0o /\l\ll\ oo N /\NK 0o

Figure 1-33 De gauche & droite, détection de Hg>*, CN", HCIO ,l*®l

IV.1.1.4. Porphyrines

Les porphyrines sont une classe de composés naturels hétéro-macrocycliques. Elles sont
composées de quatre unités pyrroliques connectées entre elles en position o par des ponts
méthines. Ce sont des molécules particulierement répandues chez les organismes aérobies. Chez
I'homme, cette structure est principalement présente dans le sang ou elle permet le transport de
gaz dans I'organisme. Dans le corps humain, la porphyrine qui permet le transport du dioxygene

est 'héme qui est contenue dans 'hémoglobine (Figure 1-34).
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HOOC COOH

Figure 1-34 Structure de 'hémoglobine, et de la principale porphyrine la constituant,
Ihémel®!

Une des propriétés principales des porphyrines est leur capacité a complexer différents métaux
dans leur cavité centrale qui leurs attribuent différentes propriétés en fonction de I'atome. Par
exemple la chlorophylle, qui est aussi une porphyrine, complexe un atome de magnésium en son
ceeur, contrairement a I'atome de fer présent dans 'héme. Elle ne transporte pas I'oxygene, mais

est un élément essentiel de la photosynthese chez les plantes.

Le précurseur de la biosynthése des porphyrines dans le corps est 'acide 3-aminolévulinique (5-
amino-4-oxopentanoic acid). Il est aussi utilisé dans le domaine du marquage in vivo, car il va
provoquer une accumulation de protoporphyrine IX, qui est hautement fluorescente. Cet aspect le

rend notamment utile pour le guidage en chirurgie.

IV.1.1.5. Carboline

Les carbolines sont une classe d'alcaloides dérivés du noyau indole. Ce sont des
métabolites secondaires des plantes, mais elles se retrouvent aussi de maniére endogene chez les
animaux, principalement dans le cerveau. Les carbolines sont constituées d'un indole fusionné
avec une pyridine en positions 2 et 3 de I'indole. Quatre isomeres de positions se distinguent : «, {,

J et y (Figure 1-35).
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a-carboline B-carboline §-carboline y-carboline

Figure 1-35 Structures des quatre isomeres de carboline

Les B-carbolines sont les isomeres les plus répandus, cette prédominance est due a la condensation
d’un acide aminé, le tryptophane avec un aldéhyde. Il est estimé qu'un quart de tous les alcaloides
serait issu du noyau carboline.*” Les B-carbolines se distinguent aussi par leurs nombreuses
activités biologiques'®, ainsi que par leurs signatures hautement fluorescentes. Non
fonctionnalisées, elles sont des émetteurs bleus, mais il est possible de moduler leurs propriétés
avec une fonctionnalisation appropriée. Les 3-carbolines sont d’ailleurs en partie responsables de

] Dans 'exemple figure 1-36, un dérivé de B-carboline est utilisé

la fluorescence des scorpions.
pour la détection d’eau dans des échantillons.® Cette sonde est ratiométrique et permet de
mesurer des concentrations d’eau de o, wt% a 20 wt%. Elle fonctionne tout d’abord par
décomplexation de l'atome de bore, puis par I'établissement de différents réseaux de liaisons

hydrogénes autour de I'atome d’azote de la pyridine. Ces différentes interactions permettent

d’observer des modifications dans le spectre d’émission de la molécule.

500 F = 0.0201 wt% (10 min) = 0.24 wt%
= 0.0201 wt% (1 day)
400 - - 1.1 Wt% e— @ e
— 2.3 Wi% \ N-BF3
o W - 3.4 wt% /
© 2 300 F — 4.2 W% N
Qg — 53 wt% N
] - 11 wt%
s 2 — 23 W%
2 S 200 f — 30 wt%
— &= — 40 wt%
| - 60 wt%
100 F \ — 80 Wt%
0 =
300 350 400 450 500 550 600 650 700

A (nm)

Figure 1-36 Sonde a base de -carboline pour la détection d’eau. Spectre d’émission
enregistré dans l'acétonitrile (Aex = 302) avec différentes quantités d’eau ¢’
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Les propriétés pharmacologiques des B-carbolines sont tres étudiées, mais pas leurs propriétés
optiques. La derniere partie de ces travaux est consacrée a I'étude systématique de dérivés de f3-

carbolines.
IV.1.2. Synthétiques

Comme décrit précédemment, le premier fluorophore synthétique, la fluorescéine, a été synthétisé
il y a plus de 100 ans. Dés lors, la recherche sur le sujet n’a cessé de s'intensifier. Il existe a ce jour
un tres grand nombre de familles de fluorophores synthétiques. La suite de ce chapitre propose de

présenter trois familles de fluorophores parmi les plus répandues.

IV.1.2.1. Cyanines

Les cyanines sont une classe de fluorophores synthétiques. Elles sont constituées d'une
chaine carbonée m conjuguée avec un nombre impair de carbones connectant deux groupements,

un électro donneur et un électro accepteur (Figure 1-37).°*

SOSNa ('/
O N_O
\ lo (( Y
N ASANN N AN N~
AP Y STy
Cyanine Squarine Oxool Mérocyanine

Figure 1-37 Différents exemples de molécules de la famille des cyanines

Les cyanines peuvent étre classées en fonction du nombre de carbones entre les deux
hétérocycles : les monométhines, les triméthines, les pentaméthines et les hépatméthines.
L’allongement de la chaine d'une double liaison entraine un déplacement bathochrome d’environ
100 nm; cela permet d’obtenir un controle précis sur les longueurs d’onde d’absorption et
d’émission. Les cyanines peuvent ainsi couvrir tout le spectre UV-visible, et méme du proche
infrarouge. Les cyanines possedent également de tres forts coefficients d’absorption molaire. De
nombreuses applications sont possibles pour ces dernieres : dans le domaine du photovoltaique

]

[6s] , ou encore pour le marquage biologique *.

, pour le stockage de données *°!

La chaine polyméthine est constituée de plusieurs enchainements d’alcenes de configuration E.

Cette configuration permet de garder une géne stérique minimum. Cependant, les cyanines sont
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sujettes a l'isomérisation de leurs doubles liaisons sous différentes conditions ayant parfois pour
conséquence la dégradation de la molécule.” De plus, le haut degré de liberté de la chaine
polyméthine conduit facilement a une dissipation de I'énergie ce qui ne permet pas aux cyanines
d’atteindre de hauts rendements quantiques. La rigidification de la chaine polyméthine est une
solution élégante a ce probleme (Figure 1-38). Elle permet une augmentation significative des

rendements quantiques ainsi qu'une stabilité accrue face a l'isomérisation et diminue le

photoblanchiment.*!
Qf j’ QE@ 3’9
@ 2
NN NN N / Z N
I \ o
Aabs = 638 nm Aabs = 662 nm
Lemi = 657 nm Lemi = 677 nm
$=0,15 = 0,69
£ =214 000 M.cm™" ¢ =206 000 M.cm™"

Figure 1-38 Propriétés optiques dans le méthanol de deux cyanines pentaméthines [*”

I1V.1.2.2. Xanthéne

Les fluorophores dérivés du xanthéne (Figure 1-39) forment une des plus anciennes
familles de fluorophores synthétiques. La fluorescéine (Figure 1-39), un fluorophore dérivé du
xanthéne, a été synthétisée pour la premiére fois par Adolf Von Baeyer en 1871 a partir d’anhydride
phtalique et de résorcinol. S’en est suivie la syntheése de la premiere rhodamine (Figure 1-39), un
dérivé azoté de la fluorescéine, en 1887. A partir de 13, de nombreux fluorophores dérivés du

xanthéne ont été synthétisés.

Xanthéene Fluorescéine Rhodamine

Figure 1-39 Structure du xanthéne ainsi que des principaux fluorophores dérivés de ce
squelette
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La fluorescéine et la rhodamine ne présentent pas de fluorescence a l'état neutre. Ce sont
seulement les dérivés cationiques (pour la rhodamine) et anioniques (pour la fluorescéine) qui
sont capables d’émettre de la lumiére. Un réarrangement du groupement spirolactone permet la
conjugaison entre le donneur (phénol/ate) et I'accepteur (la cétone). Ce phénomeéne est présenté
figure 1-40 avec la fluorescéine comme exemple. Ce phénomeéne permet donc de facilement créer
des fluorophores dits OFF/ON, en tirant parti du pH ou de la fonctionnalisation spécifique pour
pouvoir déclencher 'ouverture de la spirolactone, et ainsi allumer la fluorescence.””” 1l est notable

que ces molécules soient sensibles au photoblanchiment.™

O e e
COO COO
o + +
-H -H
X X
L, =— O, =—— o1
HO 0 OH " HO 0 o " 0 o )

Non fluorescent Fluorescent Fluorescent

Figure 1-40 Schéma de la fluorescéine et ses différents anions

La fonctionnalisation de ces molécules permet de moduler efficacement leurs propriétés. Ainsi, la
substitution de 'atome central d’oxygeéne, une conjugaison étendue ou encore une rigidification de
structure permettent des déplacements bathochromes importants, permettant de couvrir une
grande partie du spectre visible au proche infrarouge.”™ Cette diversité, combinée a de hauts
coefficients d’absorption molaire ainsi que de bons rendements quantiques faits de cette famille
d’excellents candidats pour le marquage biologique. Ces molécules sont par contre trés sensible

a la lumiere et se dégradent rapidement sous irradiation.

IV.1.2.3. BODIPY

Les BODIPYs (pour BOron DIPYrromethenes), ou 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene, sont une famille de fluorophores synthétiques. Formellement, ils correspondent a une
cyanine monométhine complexant un atome de bore. Les BODIPYs sont une marque déposée par
I'entreprise Invitrogen.” La premiére synthése d'un BODIPY fut reportée par Treibs et Kreuzer en

1968.1! Elle a été réalisée en condensant du 2,4-diméthylpyrrole en présence d’anhydride acétique
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et de BF,.OEt, ce qui conduit a la formation d'un dipyrrométhane, qui s'oxyde en dipyrométhene

pour finalement complexer un atome de bore (Figure 1-41).

N
I Ac,0 & N PN BF;.OEt,
_— —_— p _—
N BF3.0Et, N Y BF3.0Et, =N HN

Figure 1-41 Premiére synthése du BODIPY par Treibs et Kreuzer "

Les propriétés spectroscopiques de cette famille de molécules sont excellentes : de trés bonnes
propriétés d’absorptions (60 000 < € < 250 ooo M".cm™), un faible impact de la polarité du milieu
sur la fluorescence, de tres bons rendements quantiques pouvant méme atteindre 100 %, ainsi
qu'une grande photo-stabilité. Ce dernier point contraste par rapport a la famille de molécules
dont les BODIPYs sont issus : les cyanines. En effet, 'immobilisation de la chaine monométhine
par 'atome de bore central empéche les désexcitations non radiatives ainsi que I'isomérisation cis-

trans.

En outre, I'avantage principal de la famille des BODIPYs est la possibilité de fonctionnalisation sur
toutes les positions, permettant une ingénierie précise des propriétés photophysiques de ces
composés.”™ Cela permet notamment 'utilisation des BODIPY dans de nombreuses applications,

[78]

par exemple dans le domaine du marquage biologique”, du photovoltaique”™ et comme

photosensibiliseur pour la formation d’oxygéne singulet.™!

V. Application des fluorophores a 'imagerie
médicale

V.1. Introduction
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Le diagnostique médical a été de tout temps un domaine de recherche tres actif. La
nécessité de découvrir la cause et les symptomes d’'une maladie est une question de la plus haute
importance. Aujourd’hui, les techniques de diagnostics sont nombreuses et tres répandues.
L'imagerie médicale regroupe les méthodes permettant d’observer le corps humain. Elle permet
d’observer l'intérieur d’'un organisme, de maniere ex vivo ou in vivo. La premiere forme d’'imagerie
médicale remonte a I'utilisation des rayons X par Wilhelm Rontgen a la fin du XIX*™ siécle./*”! Dés
lors, énormément d’efforts de recherche ont été déployés pour permettre 'essor de cette méthode.
De nombreuses technologies différentes cohabitent désormais. On peut notamment citer le
marquage aux radio-isotopes, les rayons X, I'échographie, I'IRM, marquages fluorescents, etc.
Toutes ces méthodes fonctionnent en parallele, elles ne permettent pas de détecter les mémes
phénomeénes. En effet, chacune de ces méthodes s’appuie sur des phénomeénes physiques bien
spécifiques, la visualisation de ces phénomeénes ne permet pas les mémes observations. Par
exemple, les rayons X sont retenus par les parties denses du corps, on identifie donc les os. L'1RM,
quant a elle, s'appuie principalement sur la détection de I'eau dans le corps, et les parties molles,
riches en eau seront donc plus identifiables mais I'utilisation de différents produits de contraste

permet d’autres observations.

Les sondes fluorescentes représentent une méthode de diagnostic singuliere par rapport aux
autres, notamment pour sa précision. Il est en effet possible de marquer les phénomeénes, autant in
vivo que ex vivo, avec une précision a I'échelle moléculaire, cellulaire ou encore macroscopique. Le
fonctionnement général consiste a mesurer la fluorescence d'une molécule, exogéne ou endogene.
Selon le type d'interaction que la molécule va avoir avec la cible, plusieurs phénomenes peuvent
étre observés en fonction de la spécificité de la sonde fluorescente. Plusieurs modes de détections

existent pour ces sondes :

e Les sondes ON/OFF : ces sondes fonctionnent par extinction de leur fluorescence lors de
l'interaction avec leurs analytes. Cette technologie est peu utilisée car elle donne lieu a de
nombreux faux positifs/négatifs. En effet, comme exposé précédemment, il existe beaucoup
de facteurs différents pouvant éteindre la fluorescence au vu de la complexité des milieux
biologiques. Il existe tout de méme un certain nombre de ces sondes qui sont utiles. Elles

sont principalement utilisées ex vivo pour la détection d’analytes. Le groupe de Xu a par
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exemple synthétisé une sonde ON/OFF pour la détection de sulfure d’hydrogene en tres
faible quantité (Figure 1-42).*") Lors de la réaction, un déplacement bathochrome de

'absorption ainsi qu'une extinction quasi-totale de la fluorescence sont observés.

0. 0
N\ IN H,S NN o
2 - HN N-§©—
O;N N N—g@— 0N SH i
Fluorescent non fluorescent
180
160 4
140 4 0 mM
|
1 mM
. 100 4
©
35 804
80 4
40 4 [/
1
20 4 i /—\ 2
il 7 . —w ‘ e
500 550 600 650 700
A (nm)

Figure 1-42 Sonde ON/OFF pour la détection de H>S. Spectre enregistré dans un mélange
acétonitrile/PBS (1/2 v :v)avec addition progressive de H.S ®'

® Les sondes OFF/ON : ces sondes fonctionnent par apparition de leur fluorescence lors de
l'interaction avec un analyte. Ces sondes sont couramment appelées fluorogénes. Ces types
de sondes sont trés sensibles et permettent de détecter des traces infimes de composés. La
fiabilité de ces sondes est accrue car la réponse se traduit par I'apparition de la fluorescence.
Malgré cette amélioration, ces sondes ne permettent pas de quantifier la réponse, juste son
observation. Dans l'exemple présenté figure 1-43, la sonde est non fluorescente. En
réagissant avec les ions hypochlorites, la sonde est transformée en acide pyréne-1-oique. Ce

composé montre une forte fluorescence bleue.*”
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Figure 1-43 Exemple de sonde pour les ions CIO ¥

Les sondes ratiométriques : ces sondes, comme les précédentes, reposent sur la détection
d’un analyte. Contrairement aux deux autres, la réponse a la détection sera matérialisée par
un déplacement bathochrome ou hypsochrome de la bande d’absorption et/ou d’émission.
Cela permet d’établir un rapport entre l'intensité des différentes bandes et il est ensuite
possible d’en déduire la concentration en analyte. L’avantage de cette technologie est que la
réponse dépend de la concentration en analyte, et est indépendante de la concentration de
la sonde contrairement aux sondes OFF/ON. Les déplacements de la bande peuvent étre
induits par différents facteurs, comme par exemple un changement d’environnement, un
transfert de proton, une interaction avec un cation ou un anion, ou encore une variation de
pH. Ce type de détection est plus précis car un déplacement spécifique de la bande est
associé avec un phénomene précis. Dans I'exemple figure 1-44, une sonde basée sur un
squelette flavone synthétisée par le groupe de Shi permet la détection d’ions fluorures."**!
Cette détection est tres sensible, et des niveaux de fluorures de l'ordre de 1 uM peuvent étre
détectés et la concentration peut étre calculée grace au rapport entre deux bandes

d’absorption distinctes.
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Figure 1-44 Sonde radiométrique de détection des ions fluorures. Spectre d’absorption

enregistré dans le THF /87

Les marqueurs: ces sondes, contrairement aux autres présentées précédemment, ne
présentent pas de reconnaissances spécifiques pour un analyte. Elles se greffent via des
liens covalents et non-transformables a différents types de molécules. Elles ont notamment
la possibilité d’étre conjuguées a un médicament ou a une biomolécule, permettant de
visualiser cette derniére via la fluorescence du marqueur. La fonction permettant le greffage
va dépendre des fonctions réactives de la cible, la plupart du temps des amines, des thiols
ou encore des alcools. L'exemple figure 1-45 montre un dérivé de BODIPY portant un ester

activé, permettant la conjugaison avec une biomolécule portant un résidu lysine.**

Figure 1-45 Marqueur des résidus lysine basé sur un squelette BODIPY 4
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2. La conception du fluorophore

Les fluorophores organiques présentent des avantages uniques pour une application au

domaine de l'imagerie. Leurs tres grandes résolutions spatiales, la rapidité de la réponse, leurs

sensibilités, ainsi que les trés nombreuses possibilités de structures et de modifications en font des

candidats idéals. Des caractéristiques précises doivent étre respectées pour des applications a

I'imagerie médicale :
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Fonctionnalisable : il est important que le squelette de la sonde choisie soit
fonctionnalisable dans plusieurs positions. Ces fonctionnalisations peuvent étre utiles pour
moduler les propriétés photochimiques, ajouter des groupements solubilisant ou encore
des fonctions de greffage. L'idéal étant la possibilité de modifier le fluorophore a des stades
avancés de la synthése.

Etre hydrosoluble : la trés grande majorité des analyses biologiques sont réalisées dans des
milieux aqueux. Les fluorophores organiques étant constitués de systeme insaturé, a base
de carbone, possédant principalement un caractére apolaire, ainsi qu'une géométrie plane
rendent problématiques leur solubilisation dans un milieu aqueux. Ce probléme peut étre
résolu en fonctionnalisant la sonde avec des groupements solubilisants. Ces groupements
peuvent étre de nature variés, par exemple, 'introduction d'une charge a la structure
permet une plus grande affinité avec les solvants polaires. Globalement, les substituants
solubilisant sont soit polaires, soit chargés, soit donneurs/accepteurs de liaison hydrogene.
Il est aussi possible de rajouter des groupements avec un fort encombrement stérique,
permettant d’éviter I'agrégation et ainsi I'extinction de la fluorescence.

Stabilité et toxicité : il est nécessaire, pour une application au domaine médical, que le
fluorophore ne soit pas toxique dans les gammes de concentrations effectives. Il est aussi
primordial que le composé soit stable dans le milieu de détection ainsi que stable au
phénomeéne de photoblanchiment dans les gammes de temps de la mesure.

Etre brillant : les échantillons biologiques, ou les tissus animaux sont des environnements
complexes, dans lesquelles énormément de molécules différentes existent, dont un certain

nombre de molécules fluorescentes. Il est donc nécessaire, pour obtenir un bon contraste,
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que le fluorophore posséde une émission intense de maniére a apparaitre clairement au-
dessus du bruit de fond. Une bonne brillance permettra d’observer plus clairement la cible
avec des concentrations plus faibles de fluorophore.

e Longueurs d'onde d’absorption et d’émission: les longueurs d’onde d'utilisation des
fluorophores sont un parametre tres important. La présence d’autres molécules
fluorescentes dans les échantillons biologiques peut provoquer des pertes de signal s'il y a
recouvrement des spectres d’absorption ou d’émission conduisant a des mécanismes de
transfert d’électrons ou d’énergie. Dans le domaine du marquage in vivo, il est nécessaire
que les fluorophores possédent des longueurs d’onde d’absorption et d’émission d’au
moins 650 nm (Figure 1-46).*” Cette contrainte est due & deux facteur, I'absorption des
tissus, notamment provoquée par les porphyrines présentes dans le sang ainsi que la

diffusions de la lumiére dans les tissus.

~— NIR window —»-
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Figure 1-46 Fenétre thérapeutique du proche infrarouge %

Il est a noter que les facteurs retenus pour la conception de fluorophore vont dépendre des
applications souhaitées. Par exemple, il n’est pas intéressant pour toutes les sondes de posséder
une solubilité dans l'eau. Certaines sondes sont utilisées pour visualiser des milieux faiblement
polaires, comme des membranes cellulaires. La conception d’'une sonde repose dans sur une

combinaison de différents facteurs spécifiques a la cible souhaitées.
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Chapitre 2 Synthése de
BODIPY fusionné pour

le marquage in vivo

1. Introduction

Les sondes fluorescentes pour le marquage in vivo doivent répondre a un cahier des charges
précis. Notamment éviter certains problémes majeurs : le manque de pénétration dans les tissus, la
diffusion de la lumiére dans les tissus, leur auto-fluorescence, I'absorption de certaines molécules
endogénes ainsi qu'un mauvais rapport signal sur bruit.*! Ces problémes sont notamment dus aux
tissus, 'hémoglobine et l'eau, qui absorbent la lumiére. L'imagerie par fluorescence a donc
longtemps été cantonnée a une application in vitro. Pour s’affranchir de ces problématiques, il est
possible, via l'ingénierie moléculaire, de moduler la gamme dans laquelle les molécules sont
fluorescentes. Dans la région du visible, les corps absorbent le rayonnement UV-Visible
contrairement a l'infrarouge pour lequel ils sont relativement transparents.®! Pour les corps qui
absorbent moins la lumiere, les distances de pénétration sont plus élevées et la résolution
augmente. Le développement de nouvelles sondes fluorescentes émettant dans l'infrarouge est
donc un axe essentiel de recherche aujourd’hui. De plus il existe un nombre limité de sondes

efficaces a ce jour.**"

Deux régions peuvent étre distinguées dans ce domaine :
- Le proche infrarouge, situé dans une gamme entre 650 et 9oo nm

- L'infrarouge, compris entre 1000 et 17700 nm
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La gamme de l'infrarouge semble étre la plus intéressante, car elle offre la meilleure transparence
des tissus.'*! Elle posséde néanmoins un grand désavantage lié au principe méme de fluorescence.
Car dés lors que les longueurs d’onde d’émission sont dans le domaine de linfrarouge, le
phénomene de fluorescence est en compétition avec la vibration des liaisons. Lorsque le gap
énergétique HOMO LUMO est assez faible, I'énergie de vibration des liaisons est suffisante pour
promouvoir des transitions S, -> S, et étre en compétition avec le phénomene de fluorescence.
Donc, plus ce gap est faible (ce qui est corrélé avec des longueurs d’onde d’absorption et
d’émission plus grandes), plus la part des désexcitations non-radiatives sera importante.”! Cela
provoque une diminution de l'efficacité de la fluorescence (diminution du rendement quantique).
Pour ces fluorophores, les rendements quantiques sont en deca de 1 %, cela signifie que pour
chaque centaine de photons absorbés par la molécule, moins de 1 sera réémis. Cette chute conduit

a une baisse d’efficacité des fluorophores : une brillance moins élevée.

Ce phénomene existe aussi dans le domaine du proche infrarouge, mais dans une moindre mesure.
Un écart se crée entre les deux groupes, avec d'un coté une meilleure pénétration des tissus et de

l'autre une plus grande intensité de signal.
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Figure 2-1 Structure de deux fluorophores émettant dans l'infrarouge : le vert d’indocyanine
(ICG),le bleu de methylene (MB) ainsi que l'acide 6-aminolévulinique (5-ALA), une molécule
profluorescente
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A ce jour, seules deux molécules fluorescentes et une molécule pro fluorescente dans le domaine
du proche infrarouge sont autorisées par la FDA, I'IGC, MB, et le 5-ALA (Figure 2-1).*" Les
applications des molécules dont la fluorescence se situe dans I'infrarouge sont nombreuses dans le
domaine biologique, comme par exemple la microscopie de fluorescence, la détection, ainsi que le
marquage ; la demande pour ces nouvelles molécules est donc forte. Cela s’explique par le faible
nombre de fluorophores autorisés. Cependant il est a noter la difficulté synthétique que de tels

systemes représentent.

Dans le cas des fluorophores organiques, pour permettre I'absorption et I'émission de photons de
basse énergie, deux principaux leviers peuvent étre actionnés. L'augmentation du systéme de
délocalisation 7 permet la diminution du gap HOMO LUMO par hybridation des orbitales et/ou
'ajout d’hétéroatomes a la structure des fluorophores contribue a 'augmentation de leur densité

; .
électronique.

Les candidats potentiels comme marqueur dans ce domaine doivent néanmoins respecter certains
critéres. Leurs longueurs d’onde d’absorption et d’émission doivent se situer dans le rouge ou le
proche infrarouge, leur brillance doit étre la plus élevée possible et ils doivent présenter une bonne
stabilité (photo)chimique pour résister autant a la lumiére qu'aux conditions physiologiques de la

zone de marquage.

65 |



Synthese de BODIPY fusionné pour le marquage 2 vivo

Fischer et al, 2009 '] Peng et al, 2005 921

Aabs = 754 nm Aabs = 617 nm
Aem =773 nm Aem = 757 nm
€=205000 M. cm™! £=70000 M. cm™!
$=59% O=47%
Umezawa et al, 2018 [?3] Mayerhoffer et al, 2012 [®4] Ziessel et al, 2009 [?%]

CF3COOe
Aabs = 691 nm Aabs= 695 nm Aabs = 700 nm
Aem = 720 nm Aem =710 nm Aem = 767 nm
£=N.R. £€=216 000 M. cm™ £€=83000M". cm™
$=13% 0=47% 0=18%

Figure 2-2. Quelques exemples de fluorophores organiques émettant dans le proche

infrarouge, ainsi que leurs propriétes spectroscopiques mesurées en solution
dl'luée[g7][92][93][94][95]

Le fluorophore doit étre peu toxique et posséder une bonne solubilité en milieu physiologique.*"
Parmi les systémes les plus étudiés, on peut citer les cyanines, les squarines, les rhodamines, les
PPCy (pyrrolopyrroles cyanines), les BODIPYs. Toutes ces molécules peuvent étre utilisées dans le
domaine du marquage in vivo. Chaque famille possede ses spécificités qu’elles soient synthétiques,
de stabilité ou de solubilité. Dans les exemples présentés figure 2-2, les fluorophores doivent subir
des modifications pour étre utilisables en tant que marqueur. En effet la plupart des fluorophores

ne possédent pas de reconnaissance spécifique, il est donc nécessaire de les fonctionnaliser en vue
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d'un greffage. Pour parvenir a un tel résultat, plusieurs fonctions sont communément utilisées. Le
choix de cette fonction doit se faire en fonction du partenaire de greffage : chaque situation est
spécifique. On peut par exemple citer les esters activés pour greffer des amines libres, ou encore les
malémides pour la conjugaison avec des thiols. Ce type de fonction est essentiel pour réaliser la
connexion entre le fluorophore et une molécule active. Le choix de fonction de greffage est donc

un point essentiel dans I'application de cette méthode.

L.2. Les BODIPYs comme marqueurs

La famille de molécules que nous avons sélectionnées pour cette application est celle des
BODIPYs. Cette famille présente l'avantage d’étre tres diversifiée; autant dans l'approche
synthétique que dans la modulation des propriétés spectroscopiques via 'ingénierie de la structure
moléculaire. Une analogie structurale est partagée avec l'indacene et les porphyrines. Ceci
explique que deux nomenclatures cohabitent, se basant sur ces deux différents analogues
structuraux (Figure 2-3). La réactivité des BODIPYs peut étre résumée a celle d'un cycle hétéro-
aromatique riche en électrons. Les réactions de substitution électrophile aromatique sont
favorisées dans les positions 2, 3, 5 et 6. Il est aussi notable que les atomes de fluor portés par le
bore en position 4 sont sensibles a 'attaque de nucléophiles forts, comme les organolithiens ou les
organomagnésiens. Le BODIPY en lui-méme est stable dans une large gamme de conditions, méme

si des dégradations peuvent étre observées en milieu fortement basique ou acide."””

méso méso

8 1 8 7b

1 7
Z N
2 \eN._ N &P
B
3 5

4 3 FF 5a

4

Figure 2-3. De gauche a droite : une porphyrine, un indacéne et un BODIPY

La synthese des BODIPYs consiste dans la majorité des cas en la condensation de deux dérivés du
pyrrole sur un composé carbonylé (aldéhyde, ortho ester, chlorure d’acyle) en présence d’'un acide

(de Lewis ou de Bronsted) suivi d'une oxydation (pour I'aldéhyde) puis de la complexation d’'un
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atome de bore par le dipyrrométhene formé. Du fait de la réactivité du pyrrole, une seule position
a doit étre libre lors de la condensation. Cela permet d’éviter la polymérisation des pyrroles. Un
développement issu de la chimie des porphyrines, notamment en réalisant la condensation en
milieux aqueux, permet d’obtenir ces BODIPYs non substitués en a avec des rendements

corrects.*®

Les BODIPYs sont tres peu phosphorescents, en effet, le peuplement de I'état triplet T, par
croisement inter-systéme n’est pas favorable, et n'intervient que lorsque des atomes lourds sont
intégrés a la structure. Ces effets ne sont pas forcément intéressants pour une utilisation en tant
que marqueur. Les structures pouvant atteindre leur état triplet trouvent un grand intérét pour la
génération d’oxygene singlet. Zaho Menglong et son équipe ont préparé des aza-BODIPYs
possédant différents halogenes dans leurs structures. De telles molécules ont permis de combiner
trois applications : un marqueur fluorescent, un agent pour la photothérapie dynamique grace au
croisement inter-systéme apporté par les atomes lourds et enfin pour la photothérapie thermique

du fait de chemin de désexcitation non-radiative apportée par les chaines alkyle (Figure 2-4).1%"!

,Octyl Octyl
o) O

X=Cl, Br, |

O, 0
Octyl Octyl

Figure 2-4. Aza-BODIPY synthétisé par Zhao et al *%

Les BODIPYs présentent une forte bande d’absorption caractéristique correspondant a la
transition S, -> S, cette bande présente un épaulement, conséquence des états vibroniques du
niveau d’énergie S,. L'émission est dans une grande partie des cas I'image miroir de I'absorption, et
correspond a la transition S,->S,. De faibles déplacements de Stokes sont observés pour cette
famille (de I'ordre de 600 cm™). C'est une conséquence de la rigidification de la structure. Plus la
structure est rigide, moins la molécule se réarrange a I'état excité. Tres peu d’énergie est donc

dissipée, avec pour conséquence que le photon réémis par la molécule seront d’énergie proche.
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Kollmansberger et al. 1997 [100] Li et al. 2013 [101] Rohan et al. 2006 [102]

Aabs = 497 nm Aabs = 528 nm Aabs = 557 nm
Aem =505 nm Aem =555 nm Aem =589 nm
€=79400 M. cm™ €=26000 M. cm" e=NR.

& =60 % (MeCN) & =33 % (PhMe) & = 42 % (PhMe)

Figure 2-5. Quelques exemples de BODIPYs substitués par des phényl, ainsi que leurs
propriétés spectroscopiques mesurées en solution diluée (~10°M) [100I1011102]

Le BODIPY non fonctionnalisé posséde des longueurs d’onde d’absorption et d’émission avoisinant
500 nm. Il est donc nécessaire de moduler la structure pour permettre un large déplacement
bathochrome et ainsi atteindre le proche infrarouge. Des études sur la fonctionnalisation des
BODIPYs montrent que plusieurs facteurs sont importants, et que toutes les positions de
fonctionnalisation n’ont pas le méme effet sur les propriétés spectroscopiques.”™ Par exemple, la
position méso présente peu d’'intérét lorsqu'il s’agit de moduler ces dernieres car I'angle diedre
entre des substituants phényles —par exemple et le squelette BODIPY est proche de go °, il n'y a
donc que tres peu de recouvrement orbitalaire entre les deux systémes m, donc peu de
délocalisation électronique. Avec le méme raisonnement, il est possible de classer les positions par
leurs impacts sur le déplacement bathochrome obtenu. Ainsi, les positions 3 et 5 sont les positions

possédant la plus forte influence sur les propriétés spectroscopiques des BODIPYs. (Figure 2-5)
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Chen et al. 2000 [103] Kim et al. 1999 [104]

Aabs = 619 nm Aabs = 550 nm Aabs = 630 nm

Aem =639 nm Aem =597 nm Aem = 654 nm
€=146 000 M. cm™’ £=35000 M. cm™ €=46 000 M. cm™!
¢ =72 % (PhMe) ¢ =7 % (PhMe) ¢ =41 % (PhMe)

Figure 2-6. Quelques exemples de BODIPYs substitués par des phényl, ainsi que leurs
propriétés spectroscopiques mesurées en solution diluée (~10°M) 11031104

Si I'angle diédre entre les substituants phényles et le coeur du BODIPY est diminué en bloquant la
rotation des substituants, la coplanarité des deux systemes ® augmente. Donc le recouvrement
orbitalaire devient plus efficace entrainant une diminution des chemins de désexcitations non-
radiatives (rotation). Une augmentation du rendement quantique est observée, ainsi quun
déplacement bathochrome et hyperchrome (Figure 2-6). La nature des substituants portés par ces
groupements aromatiques va aussi grandement influer sur les propriétés optiques des BODIPYs.
Ainsi, un substituant mésomere donneur va provoquer de fort déplacement bathochrome, comme

les substituants diméthylamino par exemple."

1.3. Les BODIPYs fusionnés

Comme nous I'avons souligné précédemment, le fait d’augmenter la coplanéité entre les
substituants et le squelette BODIPY permet de profondes modifications des propriétés
d’absorption et d’émission. L'annulation de cycle aromatique au noyau pyrrolique est une
méthode efficace pour induire ces modifications. Cela permet autant d’augmenter la rigidité que la
taille du systéme m de la molécule, ayant pour conséquence un déplacement bathochrome et

hyperchrome.
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Figure 2-7. De gauche a droite, BODIPY [b]-fusionné et BODIPY [a]-fusionné

Dans la figure 2-7 sont représentés les deux isomeres envisageables pour la fusion de cycle
aromatique : la fusion [a] et [b]. Plusieurs différences existent entre ces deux isomeres de position,
notamment leur voie de synthese. Il y a également des différences notables sur leurs propriétés
spectroscopiques. Les BODIPYs b-fusionnés ayant un gap HOMO LUMO plus faible sont
habituellement utilisés dans le domaine de I'optoélectronique ainsi que les cellules solaires.!!
Alors que la forme a-fusionnée, avec ses hauts rendements quantiques et coefficients d’absorption
molaire élevés sont des candidats potentiels pour le marquage biologique in vivo. Les possibilités

[105][107]

synthétiques de fonctionnalisation ainsi que de précédentes études du laboratoire nous ont

poussés a nous concentrer sur isomére de position [a] qui est moins investigué par les chercheurs.

Plusieurs voies de synthese sont envisageables pour la synthese de ce type de composé, les quatre

principales vont étre discutées dans la suite de ce chapitre.

1.3.1. La condensation directe d’isoindole

Cette méthodologie repose sur le méme principe que la synthese classique des BODIPYs, a
savoir la condensation d’'un dérivé du pyrrole. Cette facon de faire semble attractive, mais la faible
stabilité des isoindoles rend difficile leur manipulation et donc la condensation directe. Les
isoindoles non N-substitués possedent une forme tautomere qui illustre une de leurs réactivités

principales : leur électrophilie (Figure 2-8)

R=8 38

Figure 2-8 Mécanisme de polymeérisation des isoindoles

La présence de cette forme tautomere permet donc a l'isoindole de s’autocondenser pour conduire

a des polymeres (Figure 2-8). Ce probléme de polymérisation fait que tres peu de méthodes
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existent pour la synthese directe de BODIPY a-fusionné. Parmi les exemples dans la littérature,
nous trouvons un BODIPY phénanthréne synthétisé par le groupe de Descalzo (Figure 2-9).*"
L'isoindole est obtenu par réaction de Barton-Zard, condensé en présence de dérivés de
benzaldéhyde, puis oxydé. Enfin la complexation a permis d’obtenir le BODIPY correspondant

avec un rendement compris entre 7 et 15 %.

1) ArCHO

TFA, CH,Cl,
OO
Q CN C02Et LIAIH4 3) NEt3 BF3.0Et,
0, / \ / \

Figure 2-9 Synthése d’un BODIPY phénanthréne réalisé par le groupe de Descalzo

En plus du probléeme inhérent a la réactivité d’'isoindole, cette stratégie de synthese n'est pas
générale. La synthese de Barton-Zard qui a permis d’obtenir le substrat figure 2-9 ne fonctionne
que sur certains dérivés riches en électrons. Le nitrobenzene par exemple ne peut pas réagir dans

ces conditions a cause d'une trop faible réactivité.

1.3.2. La condensation d’isoindoles masqués

La synthese utilisant des isoindoles masqués est une stratégie permettant de s’affranchir de
la réactivité spécifique de cette famille de molécules. Au lieu d'un isoindole, tres réactif,
I'intermédiaire utilisé est un pyrrole substitué dans les positions 3 et 4. Deux groupements
protecteurs peuvent étre envisagés (Figure 2-10): le di ou tetrahydropyrrole, ainsi que le
cyclohexene, adduit de la réaction de Diels Alder. La syntheése de ce type de dérivé s’appuie sur une
réaction spécifique a la chimie des pyrroles : la réaction de Barton-Zard. Un ester d’isocyanate est
mis en réaction avec un aromatique ou un alcene activé en présence d'une base. Des variantes de
cette réaction ont été développées permettant l'acces a d’autres précurseurs. Cette réaction,
malgré son utilité, présente un certain nombre d'inconvénients: l'utilisation de dérivés
d’isocyanate par exemple, qui sont chers et malodorants, ainsi que le besoin d’'un substrat activé

pour réagir.
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Figure 2-10 Synthese d’isoindole via la méthode de Barton-Zard avec un précurseur
di(tétra)hydrocyclohexane (en haut) ou un dicyclohexene (en bas)

Différents isoindoles masqués peuvent étre distingués (figure 2-11). Une premiére stratégie consiste
en I'aromatisation d'un cyclohex(éne/ane). Dans le deuxieme cas, la réaromatisation est réalisée
par une réaction de rétro Diels-Alder. Cette réaction s'effectue par traitement thermique de la
molécule, avec des rendements allant de treés bon a quantitatif. De cette maniére, pour les deux
méthodes, ce sont des pyrroles qui réagissent. L'unité « isoindole » est formée apres la synthése du

dipyrrométhéne ou du BODIPYs. (Figure 2-11)

Oxydation
e
/ \ OEt —>
N
H O 0
R™ °CI
CH,Cl,
reflux A
/ \\_ OEt >
N
H O

Figure 2-11 Synthése de DibenzoBODIPY a partir de deux précurseurs
di(tétra)hydrocyclohexane (en haut) ou un dicyclohexéene (en bas)

Cette méthode est tres utilisée dans la synthese de BODIPYs [a]-fusionnés. De nombreux exemples

de molécules remarquables sont disponibles dans la littérature. Le groupe d’Okujima (figure 2-12) a
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synthétisé, en utilisant la stratégie de rétro Diels-Alder, plusieurs BODIPYs émettant dans le

proche infrarouge et ayant une bonne solubilité dans les solvants organiques."”

220 °C

_— > Aaps = 745 nm
30 mn 7"em =761 nm
quant 0=7%

Figure 2-12 Aromatisation par réaction de rétro Diels-Alder lors de la synthese d’un
DibenzoBODIPY réalisé par Okujima et al "%

1.3.3. La condensation de Paal-Knorr

La condensation de Paal-Knorr est une réaction tres courante en chimie hétérocyclique.

Elle permet notamment d’accéder a des hétérocycles aromatiques a 5 membres comme les furanes,

les thiophénes ou encore les pyroles. Cette méthode s’appuie sur une réaction de cyclisation a

partir d'une dicétone 1,4 apres introduction de I'hétéroatome (pour le pyrrole et le thiophene). En

remplacant la dicétone aliphatique par une dicétone aromatique la réaction permet de synthétiser

des isoindoles. Il est donc possible de s’affranchir de la chimie des pyrroles tout au long de la

synthese, évitant ainsi les problémes inhérents de polymérisation. Dans le cas de ce systéme,

lisoindole n’est jamais isolé. En effet, il va directement s'autocondenser pour former un

dipyrrométhane qui va rapidement s’oxyder a l'air pour conduire a un dipyrrométhene, qui par

complexation d’'une molécule de BF,.OEt, fournira le BODIPY correspondant (Figure 2-13)
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Figure 2-13 Mécanisme de formation du DibenzoBODIPY par condensation de Paal Knorr

Cette synthese permet notamment d’obtenir des BODIPYs fonctionnalisés par des aryles en
position 3 et 5. Or, ce sont ces positions qui vont avoir le plus grand impact sur les propriétés
spectroscopiques des BODIPYs. La modification de ces groupements devrait permettre une
modulation importante des propriétés des molécules obtenues. Il est aussi a noter que la position
méso est non fonctionnalisée avec cette méthode, et probablement non fonctionnalisable d’apres

de précédents travaux réalisés au laboratoire.

AICI
(0] 3 0 10)

Bege

Figure 2-14 Essai infructueux d’acylation de Friedel-Crafts

L'obtention du motif 1,4-dicétone aromatique s'avere difficile. Par exemple, une acétylation de
benzophénone ne permet pas d’accéder a la dicétone 1,4 aromatique. En effet la fonction cétone
déja présente sur la molécule diminue la densité électronique du cycle aromatique ce qui ne
permet pas d’effectuer une acylation de Friedel Crafts (Figure 2-14). Il existe cependant plusieurs

méthodes pour I'obtention de tels systemes :
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1) La C-H activation est une méthode de choix. Elle permet I'acces rapide a de nouvelles fonctions
sans passer par une préfonctionnarisation. Elle permet en présence d’'un groupement directeur,
l'activation d’'une liaison C-H. Un exemple d’activation a été utilisé par le groupe de Yamazawa
pour synthétiser un naphto BODIPY [a]-fusionné (Figure 2-15) présentant d’excellentes propriétés
spectroscopiques et émettant dans la gamme de linfrarouge.” Cette méthode, trés élégante

[110]

présente néanmoins le défaut d’étre peu tolérante vis-a-vis de nombreux groupes fonctionnels.

" Pd(OAc),
~ .N__O TBHP _»
N
g

Figure 2-15 Synthese d’une dicétone 1,4 aromatique par C-H activation réalisée par
Yamazawa et al "%

2) Une autre méthode utilise une réaction de transposition au tetraacétate de plomb sur une

hydrazone substituée décrite pour la premiére fois par Antigoni Kotali et al (Figure 2-16).""

H (0]
< N A Pb(OAc),
N ——
o O
OH THF
Ar

Figure 2-16 Réaction de transposition au plomb réalisée par Tsoungas et al """

Le mécanisme de cette réaction a par la suite été étudié par Katritzky et al a 'aide d’'un marquage a
l'oxygeéne 18, prouvant la nature intramoléculaire du mécanisme." Cette méthode a été utilisée
par I'entreprise Molecular Probes (propriété de Thermo-Fisher) pour breveter la premiere synthese
de DibenzoBODIPYs. Elle a été largement reprise par de nombreux groupes de recherches pour

[113]

synthétiser tout un catalogue de DibenzoBODIPYs.
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I4. Objectifs de la recherche

Pour développer de nouvelles sondes pour le marquage in vivo, nous avons souligné
I'importance des caractéristiques des fluorophores. Il faut qu’ils soient brillants, stables et surtout
excitables dans le domaine de l'infrarouge. Malgré la grande activité de recherche autour de ce
type de sondes fluorescentes, seuls deux composés sont généralement utilisés a ce jour. Le besoin

de nouvelles molécules efficaces et largement disponibles est donc un enjeu important.

Nous détaillerons dans ce chapitre la synthése de nouveaux dérivés de DibenzoBODIPY. Ces
dérivés seraient des candidats potentiels pour le marquage biologique. Nous n’aborderons pas

dans ce chapitre toute la partie sur les fonctions de greffage.

Ces recherches s'inscrivent dans la continuité de travaux déja entamés au laboratoire, notamment

par le Dr.Khelladi."* Ainsi une partie de ces travaux ont été réalisés sous sa supervision.

Dans un premier temps, nous avons souhaité réaliser la fusion d'un motif furane sur le
DibenzoBODIPY, et ainsi créer une nouvelle famille : les DibenzofuraneBODIPYs. Deux isomeéres
de position ont été synthétisés. Un des deux isomeres est un candidat potentiel pour une réaction
de couplage oxydant intramoléculaire. Les essais de cette transformation seront discutés dans ce

chapitre.

La deuxieme partie de ce chapitre va étre consacrée a la fusion de nouveaux motifs inédits sur les
noyaux BODIPYs. Il sera d’abord discuté de la fusion d'un thiophéne, motif connu pour sa haute
densité électronique, pouvant donc fournir des déplacements bathochromes importants. L'autre
motif, fusionner le noyau flavone sur le BODIPY, pourrait permettre quant a lui de nombreuses

possibilités de post-fonctionnalisation, ainsi qu'un ajout inédit a cette famille de molécules.
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I1. Syntheése et étude de
dibenzofuraneBODIPYs

Dans un premier temps, nous allons discuter de la synthese des

dibenzofuraneBODIPYs.

RN =N N J PR
Af FF  Ar
o] o]
r—
— Ar Ar
R H / \
0 0 0
[
o R%/I:f‘\
o OH HO 0 OH
— Ar
| “
0

o} 0
/@5‘\ — /Of‘\ &—— !
HO OH HO OH HO OH
Figure 2-17 Analyse rétrosynthétique de la synthése des dibenzofuraneBODIPYs

Deux isomeres de position peuvent étre obtenus pour le dibenzofuraneBODIPY, a partir de la
réaction régiosélective d’iodation sur le méme produit de départ, la dihydroxyacétophénone figure
2-17. Il est a noter que deux séquences réactionnelles existent. Elles different par 'ordre de
formation du benzofurane. Dans un cas, le benzofurane est formé avant la synthése de la dicétone,

cette voie est commune pour les deux isomeres. Avec l'autre voie de synthese, applicable
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uniquement a I'isomere 5, la dicétone est obtenue avant le benzofurane. Pour I'isomére possédant
I'iode en position 3, une seule possibilité est envisageable. En effet cet isomeére est instable. Lors de
I'étape de condensation de 'hydrazone sur la cétone, la réaction de déshalogénation est observée

de maniere quantitative.

IL.1. Synthese de dibenzofuraneBODIPY

La synthese débute par la iodation de la 2,4-dihydroxyacétophénone 1, via une réaction de
substitution éléctrophile aromatique avec ICL. Cette réaction a permis d’accéder aux deux isomeres
de position 2 et 2’ (Figure 2-18). Ces deux isomeres ont été valorisés car ils permettent d’atteindre
les deux différents isoméres de dibenzofuranBODIPY. La réaction a déja fait l'objet d'une

optimisation par un précédent doctorant."™

o} O 0O 0}

_—

HO OH DCM HO OH HO OH HO OH

| I
1 2 2' 2"

38 % 36 % Trace

Figure 2-18 lodation de la 2,4-dihydroxyacétophénone 1

Malgré I'encombrement stérique de la position 3, les deux isomeéres 2 et 2’ sont obtenus dans les
mémes proportions lors de la réaction d’iodation (Figure 2-18). Le dérivé bis iodé 2” est obtenu en
tres faible quantité ; mais lorsque l'ajout d’ICI est trop rapide, une plus grande proportion de ce
dernier a été observée. Les molécules 2, 2’ et 2” ont été caractérisées par spectroscopie RMN ('H,
#C). Ces analyses mettent en lumiere la formation du produit souhaité, ainsi que la présence d'une
liaison hydrogéne entre le proton phénolique et 'oxygene du carbonyle. Le signal du proton subit
un fort déblindage, ainsi qu'un affinement du signal, caractéristique d'une liaison hydrogene forte.
On peut aisément différencier les deux protons phénoliques (Figure 2-19) : celui en ortho de I'iode,
avec un déplacement chimique observé de 5,76 ppm et celui en ortho de la cétone avec un

déplacement de 12,47 ppm. Ces éléments permettent de confirmer la régiosélectivité de la réaction.
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Figure 2-19 Spectres RMN "H (400 MHz, CDCls) du composé 2

Les deux isomeéres d’'iodation en main, la synthése se poursuit par la formation de la sous-unité
furyl. Elle débute par une réaction de couplage de Sonogashira, 'alcyne ainsi formé réagit dans une
réaction de cyclisation intramoléculaire avec les phénols en ortho (Figure 2-20). Il est notable que
les catalyseurs utilisés lors de la réaction de Sonogashira : cuivre et palladium, ont tous deux une
affinité pour les triples liaisons. Leur présence va permettre de catalyser la cyclisation grace a

l'activation électrophile de la triple liaison, permettant a la réaction d’étre effectué one pot.

Et;N
Pd(PPh3),Cl,
Cul
0 R 0 0
| =R %
—_— — J
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HO OH HO OH o OH
T.A. 16h
2 3

Figure 2-20 Schéma de synthese du composé 3
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Lors de l'optimisation de cette réaction, nous avons observé une forte diminution du rendement
lors du chauffage de la réaction. Il est probable que I'iode ne soit pas stable lors d'un chauffage
prolongé dans ces conditions. Nous avons aussi observé des rendements inférieurs lorsque le
solvant (THF) a été remplacé par le toluéne ou le DMF. Des tests ont aussi été réalisés avec un
autre catalyseur, le Pd(dppf)Cl,, mais aucune différence significative n’a été observée. Cette
méthode a été utilisée pour synthétiser trois dérivés de benzofuranes avec des rendements bons a

excellents (Tableau 2-1).

PSS e 75

/_/_
. T

Tableau 2-1 Rendements de I'étape couplage de Sonogashira-cyclisation sur le composé 2

Les molécules ont ensuite été caractérisées par spectroscopie RMN (‘H, “C) ainsi que par
spectroscopie infrarouge et spectrométrie de masse (HRMS). Une signature singuliere est observée

sur le spectre RMN 'H, permettant d’élucider précisément la structure.

81



Synthese de BODIPY fusionné pour le marquage 2 vivo

5/=0,8 Hz 4J=1Hz
LA J
7.02 7.00 6.98 6.96 6.94 6.92 2382 278 274 270 2.66
Ha 0
74
o OH
4J=1Hz Hb
5J=0,8 Hz
6.37 6.35 633 6.31 629 627 m m ﬂ”
) ) e 9 s'o EEL:
L Lo [ (o] N m NANM

12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.
5 (ppm)

Figure 2-21 Spectre RMN "H (400 MHz, CDClIs) du composé 3a

Sur le spectre présenté figure 2-21, plusieurs changements sont observables par rapport au produit
2. En effet, le signal a 5.76 ppm correspondant au phénol en ortho de l'iode a disparu. L’apparition
de g protons aliphatiques qui correspondent a la chaine butyle est observée, ainsi qu'un nouveau
proton aromatique. Ce proton apparait sous la forme d'un doublet de doublet avec respectivement
des constantes de couplages de 1,0 et 0,8 Hz. L'analyse du spectre nous montre que ce proton (Ha)
couple d'une part avec deux protons aliphatiques (Hc) en *] ainsi qu’avec un proton aromatique en
°J. Ce couplage est possible car les deux protons sont en conformation « zig-zag». Ce type

d’interaction est typique des benzofuranes.™

Lorsque nous avons synthétisé les benzofuranes 3’ avec les conditions vues précédemment, seules
des traces de composés ont été observées. Une explication peut étre une position plus encombrée,
rendant I'addition oxydante du palladium sur la liaison carbone iode plus difficile. Un nouveau

travail d'optimisation (Tableau 2-2) a donc été effectué pour cet isomere.
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X T.A. THF Et,N Pd(PPh,),Cl, trace

9 0°C THF Et,N Pd(PPh,),Cl, trace

3 T.A. THF Et,NH Pd(PPh,),Cl, trace

4 T.A. THF Et,N Pd(dppf)Cl, trace

5 T.A. puis100 °C  Toluéne Et,N Pd(PPh,),Cl, 1

6 50 °C THF Et,N Pd(PPh,),Cl, 1

, T.A. DMF Et,N Pd(PPh,),Cl, 3’ (30 %)
8 T.A. puis 65 °C DMF Et,N Pd(PPh,),Cl, 3’ (40 %)

Tableau 2-2 Optimisations de I'étape de Sonogashira-cyclisation sur le composé 2’

Les différents essais dans le THF et le toluéne avec modification de la base, du catalyseur et de la
température ont été infructueux. Il a méme été observé que le chauffage fournissait le produit
déshalogéné 1. Le DMF, slirement grace a sa polarité élevée, a permis d’obtenir le produit cyclisé 3’
avec des rendements modestes (entrée 7), mais ce produit reste en mélange avec le produit non
cyclisé. Pour pallier ce probléme, il a été décidé de chauffer la réaction apres que le couplage ait été
effectué (apres une nuit) (entrée 8). Ceci a permis d’augmenter le rendement de la réaction de 10
%. Une derniére modification a permis d’améliorer ce résultat. Une fois la réaction réalisée avec les
conditions 8, neutralisée et lavée, ’huile brute obtenue a été dissoute dans le toluéne, du PtCl, a
été ajoutée (2 mol %) puis la réaction a été chauffée une nuit a 100 °C, le platine agissant ici
comme un catalyseur pouvant activer la triple liaison. De cette fagon, le produit intermédiaire non
cyclisé est completement consommé permettant une purification aisée. Le produit 3’ a été obtenu
avec 51 % de rendement (Tableau 2-3). Il est intéressant de noter que le produit de cyclisation avec
le phénol en position 2 n’a jamais été observé (Figure 2-22). Il est probable que cette sélectivité
s'explique par la liaison hydrogene avec 'oxygene de la cétone. Cette liaison pourrait en effet
diminuer la cinétique de déprotonation, or si le phénol en position 4 est déprotonné, le pKa du
phénol en position 2 augmente, rendant ainsi la déprotonation par la triéthylamine impossible, et

la cyclisation correspondante de méme.
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Figure 2-22 Mise en évidence de la réactivité observée pour le couplage de Sonogashira sur
le composé 2’

R Rendement (%)
3'a X St
3'b o~~~ 26
ga \(\/\/\/\ 36
Tableau 2-3 Rendements de I'étape de couplage de Sonogashira-cyclisation sur le composé
2!

La synthése se poursuit avec la préparation de différents hydrazides substitués (Figure 2-23). Ces
molécules ont été préparées a partir de<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>