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Préambule

Tu n’as pas encore passé ton HDR ?

L’HDR est devenu pour moi une source de stresse et angoisse, surtout que venant de 1’étranger je ne voyais
pas I’intérét de ce diplome, pour moi inconnu. Cependant au fur et mesure du temps, lors de préparation je
comprenais ’importance dans le systéme francais, et I’importance aussi pour le laboratoire. Il est vrai que
I’HDR revét une grande importance dans le systétme académique frangais, tant pour la reconnaissance
individuelle des chercheurs que pour la vie des laboratoires de recherche. Ce diplome atteste de la capacité a
mener des recherches de haut niveau, a encadrer des étudiants et & contribuer de maniére significative a
I’avancement des connaissances dans notre domaine. Il ouvre également des opportunités professionnelles
et académique importantes.

Jattache une importance particuliére a une tache qui me semble primordial pour le futur des sciences,
I’encadrement des jeunes. L’aspect de I’encadrement de jeunes chercheurs est en effet crucial pour 1’avenir
des sciences. En partageant notre expérience avec la prochaine génération des chercheurs, on contribue non
seulement a leur développement académique mais aussi I’avancement de la recherche dans son ensemble.

Dans la suite de ce manuscrit mes activités de recherche seront présentées selon I’ordre

chronologique, suivit de perspectives découlant directement de ces travaux.



Liste des acronymes et abréviations

AFM

Boc

CIRe
CEST
CuAAC
DCM
DPV
DMF
DMSO
DCM

FFC RMN
IDEX IRS
IRM
RMN
LCBM
TBAP
TEMPO
ROS
PARACEST

TFA
TEM
QDs
UGA
UV-vis

Atomic Force Microscopy
tert-butoxycarbonyle

Chimie Inorganique Redox

Chemical Exchange Saturation Transfer
Copper catalysed Azide-Alkyne Cycloaddition
dichlorométhane

Differential Pulse Voltammetry
dimethylformamide

diméthyl sulfoxide

Département de Chimie Moléculaire

Fast Field Cycling RMN

IDEX Initiative Recherche Stratégies

Imagerie par résonnance magnétique
Résonance magnétique nucléaire

Laboratoire de Chimie et Biologie des métaux
Tetrabutyl ammonium perchlorate

2,2, 6, 6-Tetramethyl-1-piperidyloxy
Reactive oxygen species (especes réactives de 1’oxygene)
Paramagnetic chemical Exchange Saturation transfert (ou Transfert par échange
chimique en francais)

Résonance paramagnétique électronique

acide trifluoroacétique

Transmission Electron Microscopy

bodites quantiques

Université Grenoble Alpes

ultraviolet et visible (spectroscopie d’absorption)
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J'ai commencé ma carriere en chimie inspirée par les travaux du Professeur Gunnlaugsson a Trinity

College Dublin, ou j'ai poursuivi mes études. Au départ, les lanthanides étaient pour moi, des métaux

R
n O7I/NH
RN~ 7~ ™\ /' OH
| N b
0 ~—m OH
Lo ) H
NN N-R
{ “ ./ \ O=(
=0 Spacer \
HN ~ N/
R O /N\ /-N;OH
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R- -~ \_ ./ \
O
H NH
R

Figure 1. Représentation générale des complexes di-nucléaires de lanthanides

mystérieux et fascinants : ils possédent de nombreuses propriétés intéressantes les rendant idéaux pour
la conception de sondes, pour I’imagerie ou la détection. Les complexes de lanthanides construits sur
des plateformes macrocycliques sont particulierement intéressants pour le développement de sondes.
Ces architectures offrent la possibilité d'incorporer différentes fonctions, permettant ainsi la création de
sondes spécifiques et adaptées. Ma carricre a donc commencé avec l’exploration de nouvelles
architectures moléculaires. Pour les développer, j’ai fait appel a des méthodes liant les domaines de la
chimie organique et de la chimie de coordination. Les propriétés de ces nouvelles sondes ont été étudiées
pour I’imagerie et la détection (thése de doctorat, Université de Trinity College Dublin, Irlande,
encadrement du Professeur Thorfinnur Gunnlaugsson).

Ma carriére a donc commencé avec mon doctorat qui s’est focalisé sur la synthése et I’évaluation
de complexes de lanthanides pour la formation de sondes luminescentes et d’agents de contrastes pour
I’IRM. Durant, ma thése, j'ai commencé par I'exploration de nouvelles architectures moléculaires basées
sur des complexes de lanthanides. La synthése de ces systémes a fait appel aux domaines de la chimie
organique, pour la synthése des ligands, et de la chimie organométallique pour la formation des
complexes. Les propriétés de ces nouvelles sondes ont été étudiées pour 1’imagerie et la détection
d’analytes tels que des anions (thése de doctorat, Université de Trinity College Dublin, Irlande,
encadrement du Professeur Thorfinnur Gunnlaugsson).

Dans le cadre de ce sujet, j’ai traité différents projets axés sur la synthése de complexes de
lanthanides luminescents fonctionnels pour des applications pouvant s’étendre de la détection des
especes chimiques a I’imagerie médicale. Dans chacun de ces projets j’ai pris en charge chaque étape
du développement des systeémes depuis leur synthése jusqu’a 1’évaluation de leurs propriétés physico-

chimiques. Mon travail de thése s’est principalement focalisé sur la construction de complexes de
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lanthanides dinucléaires (Fig.1) pour la détection d’analytes telle que des ions, des acides aminés ou
pour la formation d’agents de contraste pour 'IRM. Cette ouverture sur la synthese et la chimie des
complexes m’a donné le gotit pour le développement de sondes actives. Ce travail de doctorat a donc
¢été¢ la geneése de ma construction en tant que chimiste : il m'a permis d'acquérir des compétences
pluridisciplinaires et il a affirmé et confirmés mes intéréts pour la chimie de coordination et l'imagerie

médicale qui est resté un axe directeur pendant toute la suite de ma carriere.
I1.1 Synthese de Bases de Troger pour la détection d’anions

Le fils conducteur de ma these, est donc la construction de systémes avec plusieurs sites
fonctionnels (complexes de lanthanides, cavité pouvant capter des ions etc.) et les organiser entre eux
afin de d’obtenir des sondes efficaces. Dans un premier temps, le design de nos systémes s’est basé
sur I’utilisation d’une unité chirale de type base de Troger (TB) comme espaceur, afin de synthétiser
des complexes de lanthanides hetero-binucléaires. En effet, la TB est un groupe rigide qui a une

configuration spatiale particuliére qui permettra de controler parfaitement la distance intermétallique.

Dans un premier temps j’ai tous les espaceurs de type base de Troger envisagés dont les
exemples principaux sont montrés dans la figure 2. Cependant, lors de leur incorporation dans les
systemes di-nucléaires, leurs dérivés se sont malheureusement révélés instables et la production de

complexes de lanthanide di-nucléaires s’est avérée impossible.

Figure 2. Exemples de base de Troger synthétisés pendant la thése
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Afin de profiter de la structure spatiale unique des TB, nous avons décidé d’utiliser la
bibliothéque de TB de la figure 2 en tant que plateforme pour faciliter la détection d’anions. Cette
approche a permis I’¢laboration de petits composés fonctionnels, tels que des TB fonctionnalisées avec
des fonctions acides carboxyliques, amides ou urées. Un de ces exemples est montré dans la Schéma
1:1a TB, 1, a été fonctionnalisée avec des groupes thio-urées, terminés par des groupes NO>, CF3; ou
OMe, afin d’¢laborer des détecteurs pour anions. Le comportement de chacun de ces ligands a été
étudié en présence de différents anions par spectroscopie d’absorption et par RMN 'H. Dans chaque
cas, les spectres d’absorption et RMN ont subi de forts changements en présence d’AcO", de HoPO4*

ou de F~. Ces changements se sont avérés plus prononcés dans le cas des dérivés contenant des groupes
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Schéma 1. Exemple de détection d’une ou plusieurs analytes par un dérivé de base de Troger contenant un

thiourée.

NO>, comme la molécule 5 dans le schéma 1, dii au caractére attracteur du groupe NO». Dans chaque
cas, les mécanismes de détection ont ét¢ étudiés et ces mesures ont montré que chaque molécule peut
capter jusqu'a 2 anions avant d’étre déprotonée. Cette étude a aussi montré que 1’interaction des ligands
avec les anions provoque la formation d’un ICT (transfert de charge interne), responsable du
changement de couleur de la solution. Par conséquent cette approche a permis la synthése de senseurs

colorimétriques pour la détection d’anions tels que I’AcO", HaPO4* et F-.!

Malgré les difficultés a générer des complexes hétéro-bimétalliques contenant des bases de
Troger, les composés di-nucléaires semblaient toujours aussi intéressants pour rapprocher deux cavités
avec des propriétés similaires pour la détection ou comme sondes. Nous avons alors poursuivi le design

des ligands avec deux cavités en utilisant des espaceurs alternatifs a la TB.
I1.2 Systémes di-nucléaires basés sur des cavités macrocyliques

Le développement de complexes multi-nucléaires de lanthanides posséde un intérét réel pour
le développement de sondes pour I’imagerie médicale. Dans le cadre de cet objectif nous avons décidé
d’utiliser la chimie click pour relier deux complexes de lanthanides ensemble, ce qui permettra

d’obtenir nos sondes bimétalliques.
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La conception et la synthése de complexes dinucléaires de lanthanides se sont basées sur
I’utilisation de la cycloaddition click. En effet, une réaction de 1,3-cycloaddition entre un azoture et un
alcyne, catalysée par le cuivre, a permis de lier deux complexes de lanthanides avec un pont 1,4,-bis

((triazol-3-yl)methylbenzéne).?
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Schéma 2. Synthese des ligands et complexes pour former des complexes dinucléaires
avec la chimie click

Cette stratégie a permis tout d’abord la préparation des complexes monométalliques de
lanthanides 7S.Ln, 7R.Ln (Eu', Tb™) basés sur le cycléne. Chaque macrocyle contient trois bras
complexant chiraux et une fonction alcyne. Puis, la réaction ‘click’ de deux de ces complexes avec le
1,4 —bis(azidométhyl)benzéne) a permis la formation des complexes désirés, 8R.Ln and 8S.Ln
(Schéma 2). Tout d’abord, les complexes ont été caractérisés et les mesures de RMN paramagnétiques
corrélées avec les études spectrophotométriques ce qui a permis de caractériser la spheére de
coordination des centres lanthanides. Dans chaque cas, le taux d’hydratation de chaque lanthanide est
d’un. Les complexes 8S.Ln et 8R.Ln contiennent des antennes polyaromatiques et des centres chiraux.
Par conséquent, 1’étape suivante était d’affecter des études par dichroisme circulaire (CD) et
luminescence circulaire polarisée (CPL). Ces études ont démontré que la chiralité des ligands pouvait

étre transférée aux états excités des complexe de lanthanide. Cet effet, provoque donc la luminescence
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chirale des complexes, faisant potentiellement de ces systemes des sondes luminescentes chirales

intéressantes, figure 3.2
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Figure 3. Spectre de luminescence circulaire polarisée (CPL) des complexes 8S.Eu et 8R.Eu montrant que la
chiralité des ligands est transférée aux états excités du complexe.

Ce projet m’a permis entre autres de me familiariser avec des systémes chiraux responsifs et
surtout d’¢largir le spectre de mes compétences vers les techniques spectroscopiques spécifiques telle
que le CD et CPL. Ce projet m’a aussi permis de développer mes internet vers de nouveaux types de
synthese telle que la chimie click qui permet de générer rapidement et de maniére spécifique des

molécules fonctionnelles complexes.

I1.3 Complexes de Ln** fonctionnalisé sur des AuNPs

Durant cette période, basés sur le méme design, j’ai également développé des complexes
monométalliques d’Eu'! et de Gd™, capables de se greffer sur des nanoparticules d’or. Ces complexes,
greffés sur des AuNP ont permis d’obtenir des sondes luminescents ou magnétiques innovantes.

En effet, les nanoparticules d'or (AuNPs) sont des plateformes intéressantes pour le
développement des sondes fonctionnelles du fait de la dépendance de leurs propriétés optiques en
fonction de leur taille et de leur forme. Dans le but de bénéficier de leurs propriétés uniques , nous
avons congu plusieurs complexes de lanthanides, comportant une terminaison thiol, capable de se
greffer sur les AuNPs, figure 4.° Les hybrides obtenus pourront donc étre utilisés comme sonde efficace

pour des application varié telle que la détection ou comme agent de contraste.
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Figure 4. Complexes 9.Ln, 10.Ln et 11.Ln pour la fonctionnalisation des AuNPs

Durant ce projet, j’ai synthétisé des complexes de lanthanides luminescents, basés sur I’Eu'll,

le Tb'™ et le Gd™, facilement greffables sur des AuNPs (Figure 4).
La synthese des AuNPs est délicate car leur homogénéité en taille et en forme est importante.

Nous avons donc utilis¢ la synthése Brust Schiffrin qui utilise le NaBHs pour réduire le
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Schéma 3. Synthese des AuNPs utilisant la synthése de Brust Schiffrin pour obtenir des particules de Snm de
taille

tétrachloroaurate et les particules résultantes sont stabilisées avec des ligands tetra-n-octylammonium
bromide.* Ensuite la surface des AuNPs peut étre fonctionnalisée avec les complexes voulus, comme
par exemple le complexe 9.Gd. Les complexes de G sont trés intéressants pour I’imagerie médicale
di a leur paramagnétisme (S=7/2). L'efficacité d'un complexe de Gd(III) dans I'amélioration du
contraste de I'imagerie par résonance magnétique pondérée en T1 est quantifiée par sa relaxivité (rl =
[(1/T1) - (1/T1)Gd=0]/ [Gd]). Il y a plusieurs moyens pour les chimistes d’augmenter 1’effet des
complexes de Gd™ sur la relaxation des protons de ’eau comme par exemple, I’ajout des molécules
d’eau, la réduction du tr ou ’augmentation du tex). Les résultats des mesures de relaxivité observés

pour 9.Gd sont présentés dans la Figure 4, et démontrent qu'un rl de 11,14 s'mM-! est étonnamment
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¢levée par rapport aux complexes de Gd(III) mono-aquo de poids moléculaire similaire rapportés dans
la littérature.’ Cela suggére une réorganisation potentielle de ce complexe dans des micelles. La
dynamique de rotation du complexe 9.Gd (CGd = 2,67 mM), était estimée a partir de son rayon
hydrodynamique (rH), utilisant une mesure du coefficient de diffusion (au mod¢le de Stokes-Einstein).
Les coefficients de diffusion de 9.Eu et 9.Lu (D = 2,89) ont ainsi été¢ déterminés par RMN du proton
dans D,0, a partir desquels le tH de 60 A a été déterminé pour les deux complexes. Cette valeur est
beaucoup plus grande que prévu pour des complexes de cette taille ; les résultats suggérant la formation
d'agrégats/micelles d'ordre supérieur en solution, ce qui a été confirmé par des mesures de DLS
montrant la formation d'agrégats avec rH entre 50 et 100 A. Une valeur approximative de la
concentration critique en micelles a également été déterminée par RMN et DLS, et chiffré a 0,15 x 10
3 M. Ainsi, les résultats indiquent que 'organisation du 9.Gd en structure micellaire avec des taux de
rotation lents, associée a un taux d'échange rapide de l'eau li¢ au métal, serait responsable des
relaxivités exceptionnellement ¢levées mesurées a Cga = 2,67 mM.
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Figure 5. Relaxivité longitudinal r1 des protons de I’eau avec 9.Gd (red) (2.67 mM) and 9.Gd-
AuNPs(black), (2.7 mM), blank squares represent the r1 per AuNP.

La conjugaison des complexes sur les nanoparticules d'or (AuNPs) dans 9.Gd-AulNPs
devrait théoriquement augmenter la relaxivité en raison des taux de rotation lents et de la forte teneur
en Gd(III) par particule (par exemple, 50 ions de Gd(III) par AuNP).® Les valeurs par AuNPs sont
significativement plus élevées que les valeurs observées pour les systemes micellaires de 9.Gd en
raison de la trés forte teneur en Gd'™ sur les AuNPs et éventuellement d'un taux d'échange d'eau rapide,
figure 5. Le temps de relaxation longitudinale 'H, R;, d'une solution de 9.Gd-AuNP a 2,67 mM dans
H>0 a donné un T1 = 82 ms, donc la relaxivité par ion de Gd™! peut étre déterminée comme étant de
4,42 s'mM™! dans l'eau, a 400 MHz. L'analyse de la relaxivité r1 de 9.Gd-AuNP en fonction de la
température a montré une diminution du taux de relaxation a haute température. Cela suggere que le

taux d'échange d'eau a température ambiante n'est pas un facteur limitant pour la relaxivité. Néanmoins,
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le profil NMRD mesuré n'est pas significatif d'un objet de rotation lente avec un taux d'échange d'eau
rapide. De plus, une relaxivité plus faible de 4,42 mM-!s! par ion de Gd(III) par rapport & un complexe
modéle dans chaine SH de 5,8 mM-!s™! a 400 MHz, suggére que le temps de corrélation de rotation
subit peu d'effet de la conjugaison des complexes. Cela est potentiellement di a la rotation interne due
a la chaine alkyle flexible. En résumé, ces systémes, basé sur les AuNP, s’aveérent complexes a étudier
mais ont permis de démontrer une stratégie innovante pour I’¢laboration d’agent de contraste et de
sonde luminescentes efficaces.

Ce sujet m'a offert I'opportunité de travailler pour la premicére fois sur des complexes visant
l'imagerie médicale, ce qui a éveillé mon intérét pour ce domaine.

Ce travail de thése m'a permis d'acquérir une expertise dans le domaine de la synthese
organique (synthése multi-étapes) et de la chimie de coordination, ainsi que dans la chimie des
lanthanides et la photophysique. Cette expérience m’a également permis de développer de solides
connaissances dans les différents aspects de la photochimie et spectroscopie (CD, CPL, NIR, CPS ...)
ainsi qu’un intérét certain pour la chimie de coordination. Mon intérét pour les lanthanides et les
diverses applications offertes par leurs complexes s’en est donc trouvé accru. Afin d’affiner mes
connaissances et mes compétences dans les domaines de la photophysique, de la photochimie et de
I'¢lectrochimie, j'ai rejoint le groupe de Prof. P. Ceroni dans le laboratoire "Fotochimica" de 1'université

de Bologne (Italie), pour une durée de trois ans.
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Chapitre I11

Activités de recherche post these
1I1.1- Nouvelles architectures supramoléculaires et nanomatériaux pour ’optoélectronique (36
mois)
La deuxiéme étape dans 1'évolution de ma carricre a consisté en un stage post-doctoral en Italie (3 ans
de bourse ERC, Université de Bologne, Italie, encadrement Prof. Paola Ceroni). Mon choix pour le
groupe de Prof. Ceroni au laboratoire Fotochimica de I’Université de Bologne a été motivé par le désir
d’approfondir mes compétences dans les domaines des systémes supramoléculaires et nanomatériaux.
Ce choix est dans la lignée de mon travail de thése qui avait déja développé mon intérét pour de tels
systémes. De plus, intégrer ce laboratoire qui a une grande expertise en spectroscopie et photochimie
m’a permis d’affiner mes compétences en photophysique et plus particulierement en spectroscopie. En
effet, l'exploitation des réponses photophysiques et ¢lectrochimiques de molécules/assemblages
permettant de fournir diverses informations sur leur interaction et leur caractére, constitue un sujet clé
du laboratoire dirigé par le Professeur Vincenzo Balzani et la Professeure Paola Ceroni. Leurs travaux
englobent également ’étude de systémes dendrimériques,” assemblages supramoléculaires® et les
nanomatériaux,’ en visant a optimiser les propriétés optiques et électrochimique de chaque systéme.
Durant cette periode, je me suis donc concentrée sur la compréhension de divers systémes
supramoléculaires et nanomatériaux en utilisant les techniques de la photochimie et électrochimie.
Dans chaque projet, une caractérisation approfondie a été effectuée sur des systémes hotes/invités, des
complexes  métalliques, des  assemblages  supramoléculaires et des  assemblages
complexes/nanoparticules, principalement par absorption UV-vis et spectroscopie de luminescence.
Dans ce cadre, mes recherches ont ét¢ divisées en plusieurs parties :
(1) L’¢étude de systémes supramoléculaires photoactifs comme desadduits clé-serrure utilisant
dendriméres!? et clip anthracéne, et des assemblages supramoléculaires de ligands terpyridine avec le

Fell ou les Ln!t 1!

(2) La synthése et 1’¢tude de nano-cristaux de silicium fonctionnalisés par des molécules

photosensibles pour la conversion de I’énergie solaire.

Ces projets de recherche ont été idéaux pour I’évolution des mes compétences car dans chacun de ces
projets, j’ai principalement pris en charge les études photophysiques et électrochimiques de ces
systemes supramoléculaires, complexes clés-serrures ou nanomatériaux. Ceci m’a permis d’affirmer
mes expertises préalablement acquises pendant ma thése tout en acquérant de nouvelles compétences

au contact du groupe de Prof. Balzani.
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Dans le cadre de la premiére thématique développée pendant mon postdoc, un exemple de ces
travaux est la formation de systémes clé-serrure basé sur 'utilisation de dendrimeres tel que des
dendrimeres contenant un cceur de diazapyrénium fonctionnalisé par des dendrons type Fréchet de

dimethoxybenzeéne fluorescent qui ont des propriétés photo et électroactifs.

Dans ce projet, les propriétés photophysiques et électrochimiques des dendriméres ainsi que leur

interaction avec une ‘pince’ d’anthracéne ont été étudic¢es. Cette pince, 12, est formée de deux murs

15

Figure 6. Ligands pour le complexe hote/ invité des dendrimeres diazapyrénium 13, 14, 15 avec la pince
d’anthracene, 12

anthracénes liés a un benzéne contenant des OSOs” pour la solubilité comme montré dans la Figure 6.2
La fluorescence des dendrons et du coeur diazapyrénium est quenchée par un état de transfert de charge.
La pince d’anthracene est trés luminescente et est capable de s’insérer autour du cceur de dendrons. La
formation d’un adduit entre cette pince est le coeur de diazapyrénium provoque la décroissance totale

de la luminescence du systéme.

La formation quasi sélective de I’adduit de stoechiométrie 1 :1 entre le dendrimére et la pince
d’anthracéne a été démontré par titrage spectrophotométrique. En solution, la pince est luminescente

mais son émission est totalement inhibée en présence de dendrimére (Fig. 7). De plus les études
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Figure 7. Gauche : Formation of adduit entre le dendrimére et la pince droite titrage en luminescence de la
formation de cette adduit

photophysiques nous ont permis de démontrer que la désactivation de 1’émission de I’anthracéne était
due a un transfert d'électrons photo-induit rapide entre la pince et le noyau de diazapyrénium.* En

revanche, ce systéme fonctionne seulement en milieux organiques, et son adaptation pour des

utilisations en milieu aqueux est en cours d’étude.

Dans le cadre d’une collaboration, qui a été initiée avec le groupe du Dr. Felder de I’Université
de Strasbourg, j’ai étudi¢ des nouveaux ligands de type oligophényléthyléne contenant des fullerénes
Ceo ou Y3N@Cso, pour la formation de cristaux liquides luminescents. Les oligophényléthylénes ont
la capacité de s'organiser en fonction de la température, en assemblages qui conduisent a la formation
de cristaux liquides. Dans un premier temps, les composés basés sur le Ceo ont montré des propriétés
d’émission intéressantes avec des rendements quantiques de 1’ordre de 2%. Cependant, lorsque le
Y3N@Cso est utilisé, les propriétés photophysiques des composés sont accrues. En effet, ces
composés ont montré une luminescence plus intense dans le domaine du proche infra-rouge (¢ = 8%)
avec des temps de vie longs (de 1’ordre de la ps), due a la présence d’un état de transfert de charge.
La variation de I’émission du systéme en présence de dioxygene a aussi été étudiée. L’émission du

complexe décroit en présence d’Oz avec une vitesse kq = 8 x 108 m! sl. Cette décroissance suggere

que le 'O; peut étre facilement sensibilisé a I’aide de ce type de composé. Ce qui a été confirmé par

une ¢étude de la luminescence de 1’0z a 1270 nm qui a montré des rendements de sensibilisation de

100 % pour le composé 16.
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Figure 8. Composé 16 basés sur des dérivés du fullerene endohedral et son organisation en cristaux liquides
luminescent dans le NIR

Par conséquent, ce type de composés peuvent potentiellement étre impliqués dans des processus
énergétiques ou des transferts d’électrons. Ceci les rend donc des candidats intéressant pour la

thérapie pohtodynamique.!?
I1I.2 L’étude photophysique d’une nouvelle classe de quantum dots de silicium (SiQDs)

L’utilisation des informations données par les études 1’électrochimiques et photochimiques peut se

mettre au service du développement des nouvelles technologies pour 1I’optoélectronique. C’est dans

o
H T H "O ’ R
~ /
H— Si —H >
W/ | “H Thermal hydrosilylation 170 °C
H

R

\ O O/vi ;/\/\/R
Excitation UV ‘O Si
J r/’/ g \R Emission
Transfert R " \

d’énergie
Schéma 3. Nouvelles SiQDs avec des molécules photoactives pour des applications optoélectriques
ce but que Prof. Ceroni a monté¢ le projet ERC PhotoSi dont elle était porteuse. Ma participation a ce

projet a ¢été une opportunité intéressante afin de me familiariser avec des applications

optoélectroniques.

Donc, dans le cadre de ce projet ERC PhotoSi, j’ai participé a la synthése et a I’étude photophysique
d’une nouvelle classe de quantum dots de silicium (SiQDs). Le but de ce projet consistait a
fonctionnaliser de nouvelles SiQDs avec des molécules photoactives variées comme dans 1’exemple
décrit dans le schéma 3. Dans ce systéme, les particules de SiQDs sont fonctionnalisées avec des

chromophores pyrénes dans le but d’étudier les transferts d’énergie pouvant prendre place entre la
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particule et les chromophores.!* En étudiant des systémes avec des ligands différents (variation de la
longueur d’espaceur) et des particules de diametre différents, nous avons montré que la distance
séparant le chromophore des SiQDs (la longueur de la chaine) avait une influence plus importante
sur I’efficacité du transfert d’énergie, que la taille des particules. Cet effet peut étre utiliser pour
moduler la communication entre les chromophores et les SiQDs. Cette stratégie a permis d’obtenir
des hybrides possédant une double luminescence : une contribution propre au ligand et une propre a
la particule.!> D’autres hybrides basés sur I’utilisation des chromophores différents sont en cours

d’études et ont dé¢ja donné lieu a des résultats prometteurs.

Ces travaux de post-doctorat m’ont permis de conforter mon expertise dans le domaine de
la photochimie et de I'¢lectrochimie et d’élargir mes connaissances vers les applications
optoélectroniques. De plus, durant cette période, j’ai eu I’occasion de prendre en charge des étudiants
en stage de master, ce qui consistait non seulement a les former et les assister au laboratoire mais
aussi a gérer ’avancement de leurs projets. J’ai notamment pris en charge une étudiante M2 pour son
stage de chimie supramoléculaire et photochimie pour lequel elle a eu une mention exemplaire pour

son travail.

IT1.3 —Nouvelles sondes luminescentes basés sur des hybrides QDs-Ln'"!

Mon second stage postdoctoral s'est déroulé au sein de l'équipe du Prof.- Marinella Mazzanti et Dr.
Daniel Imbert au CEA Grenoble. Avec un intérét toujours marqué pour [utilisation des complexes
luminescents en tant que sondes moléculaires, mes recherches se sont orientées vers la conception et a
la fonctionnalisation des QDs avec des complexes de lanthanides luminescents. Ce stage s’est inscrit
dans la lignée du dernier projet développé au sein du groupe de Prof. Ceroni et m’a permis
d’approfondir mon exploration sur [utilisation de la Iluminescence dans les domaines de
["optoélectronique.

Le développement des nouveaux matériaux pour I’optoélectronique est un sujet qui nécessite
encore des investissements et de la recherche. En effet le marché de I’optoélectronique est en plein
expansion et requiert des systémes plus performants et moins énergivores. De plus, I’incorporation des
complexes luminescents dans les systémes optoélectronique est le sujet d’intense recherche car ces

complexes présentent la possibilité d’une sensibilisation accrue et une stabilit¢ photophysique

importante.
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Avec ce contexte actuel en téte, nous nous sommes donc focalisés sur la formation de nouveaux

( = Capping Ligand

m‘ = Ligand interacting with QD

Figure 9. Sensibilisation de la luminescence des complexes de lanthanide émettant dans le NIR via des QDs
semi-conducteurs

hybrides QDs-Ln'! luminescents dans le visible et le NIR. Mon projet consistait a synthétiser de ligands
pour la complexation de lanthanides et a incorporer des complexes issus de ces ligands sur la surface de
particules de type InP/ZnS. Ce travail a été effectué¢ en collaboration avec 1’équipe de Peter Reiss au
CEA pour développer des nouveaux nanomatériaux luminescents.

La conception des nouveaux ligands s’est architecturée autour des chromophores connus comme les
picolinates, les quinoléines ou les tétrazoles. Ces briques élémentaires ont ét¢ fonctionnalisées avec des
chaines capables d’interagir avec la surface des QDs, comme des chaines aliphatiques terminées par des
thiols. L’¢tude de la complexation des lanthanides par ces ligands a démontré la formation
d’architectures stables et luminescentes avec une stoechiométrie 3 :1. Les boites quantiques (QDs) ont
été synthétisées par Christophe Lincheneau, collaborateur dans 1’équipe de Peter Reiss. Il s’est concentré
sur des QDs cceur/coquille de type InPZnS/ZnSe/ZnS ce qui a permis d’accéder a la fois a des propriétés
de luminescence intéressantes mais aussi a une stabilité accrue. Les hybrides luminescents ont été
obtenus par réactions des thiols des ligands sur la surface des boite quantiques. Au sein de ces hybrides
la communication entre les QDs et les complexes de lanthanide s’est révélée efficace. L’étude
photophysique de ces nanomatériaux a montré que I’excitation du QD a permis la sensibilisation du Yb'!
par transfert d’énergie envers le Ln'!, 16

Ce travail sur des systémes hybrides m’ont permis d’étre confrontée a de nouveaux systémes pour
lesquels des problématiques nouvelles se sont posées vis a vis du design et de 1’analyse des systémes.
En effet, les designs de ligand multi-topiques (capable de complexes un lanthanide et d’interagir avec
les particules) peuvent étre délicats et les analyses des systémes hybrides difficiles. Ce projet m’a donc

permis d’obtenir des compétences nouvelles dans la conception la synthése et 1’étude d’hybrides
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luminescents ce qui me sera utile pour €largir mes projets futurs vers 1’étude de systémes innovant et

plus efficaces.
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Chapitre IV :

Synthéses de nouveaux ligands redox actifs

J’ai étée nommée, en 2017, Chargée de recherche du CNRS au Département de Chimie Moléculaire,
dans I’équipe CIRe pour développer le projet de recherche ‘Synthéses des sondes redox multi-topiques
pro radicalaires pour des applications en imagerie médicale’. Un des buts de ce projet est d’améliorer
le diagnostic et traitement en imagerie. Dans ce but il est essentiel de développer des agents de
contrastes innovants. C’est pourquoi la recherche dans ce domaine se concentre sur la conception de
molécules intelligentes afin de concevoir des sondes responsives. Avec ceci en perspective le groupe
CIRe représente un environnement idéal pour ce projet. En effet, les travaux du CIRe se focalisent sur
la chimie inorganique des espéces redox-actifs. J'y ai donc intégré la thématique ‘synthese et
applications des ligands pro radicalaires . L’équipe a une vaste expertise dans la chimie et [’analyse
des produits radicalaires. Mon arrivée dans |’équipe a coincidé avec le développement d’'un nouvel axe
de recherche au sein du CIRe, ayant pour but le développement des complexes redox actifs pour
l’imagerie d’un stress oxydatif. Ce nouvel axe de recherche me donne un environnement idéal pour
mener a bien mes projets en combinant mes expertises en synthese (de ligands macrocycliques, de
complexes organomeétalliques) avec [’expérience en électrochimie et en RPE des systemes radicalaires

du DCM (équipe CIRe).

IV.1 Contexte du projet :

L’imagerie médicale est un domaine qui a suscité un grand intérét durant les derniéres décennies.!”!® En
effet, la détection rapide et en direct de pathogenes représente un atout majeur dans la lutte contre
certaines maladies. De ce fait, de nombreuses recherches se sont focalisées sur I’imagerie médicale et
plus particulierement sur L’IRM. Par conséquent, les capacités de diagnostic de 1'imagerie par résonance
magnétique (IRM) ont subi une évolution continue et substantielle grace aux innovations techniques et
au développement et & la mise en ceuvre de moyens de contraste exogénes.!” Aprés plus de trente ans,
depuis I’approbation du premier agent de contraste en clinique, la recherche sur les agents de contrastes
s’est intensifiée.'® Un des objectifs principaux du développement des sondes pour I’'imagerie médicale
est I’amélioration de la qualité d’image en augmentant la résolution du contraste tout en offrant une
caractérisation fonctionnelle plus précise de tissues normaux et anormaux. Par conséquent, la conception
de sondes fonctionnelles bimodales d'imagerie médicale est d’une importance cruciale.?’ Ces sondes
sont congues pour servir a la fois a diagnostiquer la maladie et a suivre les traitements. Mais surtout, de
telles sondes pourront permettre une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu dans les

pathologies qui est d’un intérét crucial !
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Actuellement, on observe un important engouement en faveur du développement de sondes intelligentes,
réactives a un stimulus. Elles fournissant ainsi un signal spécifique en présence d’une cible telle qu'un
processus ou un biomarqueur particulier.’? Les cibles actuellement étudiées dans la littérature sont
nombreuses et variée. De nombreux exemples basés sur la détection des métaux comme cuivre/zinc,?
sur la mesure du pH,?* de ’activité enzymatique? ou encore la mise en évidence des espéces réactifs de
I’oxygéne (ROS) ont été largement étudiés.?®?” Méme si ce domaine de recherche est trés actif, un des
enjeux principaux reste néanmoins de fournir une visualisation plus précise et résolue des processus
étudiés. Par conséquent, le design et la conception de ces agents de contraste sont primordiaux pour un
meilleur diagnostic?® des cancers, la dégénération maculaire, des maladies cardiovasculaires et des
maladies neuro-dégénératives. Pour diagnostiquer ce type de maladies, deux approches sont en plein
essor : la détection des variation du pH extra et intra-cellulaire®® et la détections des ROS ou de I’hypoxie
particulicrement dans les cellules.

Les agents de contrastes capables de détections les variations de pH sont particuli¢rement utiles pour
¢tudier des conditions associées a des niveaux de pH anormaux, comme les tumeurs, 1’inflammation et
les tissues ischémiques. En effet, les tumeurs par exemple, présentent souvent des niveaux de pH plus
bas par rapport aux tissus sains en raison d’une activité métabolique accrue et d’une vascularisation
déficiente, appelé acidose.?” Par conséquent, la mise en évidence de petite variation de pH permettraient
de suspecter des développement de tumeurs ou de maladie plus précocement et cette approche sera un
sujet important de mon projet de recherche.

Ma recherche est et sera ¢galement focalisée sur le suivi en temps réel du stress oxydatif ou de I’hypoxie.
En effet, ce suivi est particulierement intéressant d’un point de vue médical car certaines des principales
pathologies du 2leéme siecle comme le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies
neurologiques donnent lieu ou résultent d’un stress oxydatif.?® De plus, contrairement aux tissus
normaux, qui contiennent des concentrations d'oxygene relativement homogene, le niveau d'oxygeéne
des tissus tumoraux est hétérogeéne, avec en particulier des zones extrémement pauvres en O>(hypoxie).
Par conséquent, le développement de sondes capables de faire une cartographie d’un environnement
redox représente une approche emergeante.’® L’objectif des sondes redox actifs est de répondre a la
présence de certaines especes biologiques redox actifs dans les tissus, comme le couple cystéine /cystine
CySH/CySSCy qui est prédominant dans la matrice extracellulaire,?! ou le couple glutathionne qui lui
est prédominant dans les cellules. Pour détecter ces cibles il y a deux fagons de travailler. La premiere
est de cibler directement certaines especes réactives a I’oxygene, telles que le radical "OH. La deuxi¢me
est de cibler I’état global de potentiel redox dans le tissu étudié.

Pour cibler les radicaux “OH et/ou le potentiel redox nous utilisons des agents de contrastes ou des

composés permettant de détecter et donner une réponse optique ou une réponse magnétique accrue.
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Cependant, I’efficacité des sondes optiques actuelles est limitée car leur fluorescence peut étre modifiée
de maniére non spécifique dans le milieu intracellulaire. De plus, I’utilisation de la plupart des colorants
organiques peut poser des problémes de spécificité et de pénétration des signaux lumineux a travers les
tissus (irradiation a basse longueur d’onde). Avec ceci en téte, je me concentre sur 1’utilisation de métaux
émetteurs de type lanthanide. En effet, ils sont une alternative de choix aux luminophores organiques
car les mesures peuvent étre effectuées en appliquant un délai entre 1’excitation et I’émission. Il est ainsi
possible de s’affranchir de toute la fluorescence intrinséque au matériel cellulaire. De plus les complexes
de lanthanides bénéficient de propriétés luminescentes intéressantes telles que des bandes d’émission
tres fines, et les temps de vies de luminescence longs ce qui est trés utile pour la conception des sondes
responsives.

Cependant I’utilisation des lanthanides présentent un probléme majeur : ils ont une tendance marquée a
n’exister que sous un degré d’oxydation unique en conditions physiologiques. Ils ne peuvent donc pas
étre intrinséquement des rapporteurs d’un processus rédox. A I’heure actuelle, des exemples de
complexes de lanthanide pour lesquels une réponse luminescente a une stress oxydatif ou a des ROS ont
été décrite est en plein croissance.?*23% Cependant, les lanthanides ont des propriétés magnétiques
uniques : IIs peuvent donc étre utilisés pour deux techniques d’imagerie ’IRM et la luminescence.

Dans I’équipe CIRe nous nous sommes intéressés aux sondes pour la détection du stress oxydatif.
L’équipe a une expertise dans le développement des ligands pro radicalaires. Cette expertise, combiné
avec mes compétences en synthése de complexes de lanthanides m’a permis de concevoir un projet avec

le Prof. Fabrice Thomas et Dr. Olivier Jarjayes pour la détection de stress oxydatif. Ce projet consiste a
synthétiser des ligands pro-radicalaires et de les complexer avec des lanthanides. L’activité redox du
ligand communique avec le centre métallique ce qui rend la sonde capable de relayer I’information par
des signaux lumineux ou magnétiques. Les sondes lanthanides peuvent étre également efficace pour une
technique d’imagerie, dérivée de IRM, le Chemical Exchange Saturation Transfer ou CEST qui utilise

les mémes principes de relaxation des protons.
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Dans cette technique une saturation des protons labile dans la molécule permet un exchange du spin
saturé résultant en une diminution du signal de I’eau, figure 10. Cette technique CEST est intéressante
car elle peut étre trés sensibles aux stimuli redox. L’ajout d’un métal paramagnétique aura 1’effet
d’augmenter le o (différence en fréquence entre le proton échangeable et le signal de 1’eau) et donc
I’irradiation sera plus précise. Le PARACEST par exemple sera trés sensible aux stimuli redox car une
entité paramagnétique exercera une influence sur la relaxation des protons de la molécule dans son
entourage. L’avantage de cette technique est qu’elle peut utiliser n’importe quel proton échangeable. 11
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Figure 10. La technique de Chemical Exchange Saturation Transfer (CEST) par saturation a la fréquence des protons

échangeables

est par nature trés sensible a son environnement permettant des sondes trés sensibles malgré des doses
importantes.

Dans mes projets de recherches, un des buts principaux est donc de se concentrer sur la synthese
des nouvelles sondes contenant des fonction radicalaires ou pro radicalaires et de les coordonner aux
lanthanides. La modularité du ligand organique pourra nous permettre d’obtenir des sondes avec des
sensibilités redox accrues, des gammes de potentiel modulables, une hydrophilie suffisante. Ces
signatures magnétiques sont couplées a la luminescence des lanthanides qui ont des temps de vie longs
et donc un excellent contraste. Cette approche permettra la synthése et 1’étude d une nouvelle génération
de sondes bimodales pour la détection de pathologies variées telles que le cancer ou les maladies neuro-

dégénératives

IV.2 Objectif du projet
L’utilisation des radicaux organiques pour moduler la réponse luminescente et magnétique des
complexes représente une approche intriguant. Nous envisageons qu'un changement d'état redox du

ligand va influencer de maniere significative a la fois la relaxivité et la luminescence de lanthanide.
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Nous sommes intéressés par deux types d’approches :
i) L’¢laboration des sondes luminescentes capable de répondre a un stimulus
ii) La formation d’agents de contrastes contenant du Gd"' pour I’imagerie par résonance

magnétique ou des protons échangeables pour la technique de CEST.

Notre hypothése ici était centrée sur I’effet d’un changement redox sur un ligand radicalaire ou pro
radicalaire qui pourrait moduler les propriétés des complexes métalliques. Pour cet objectif le ligand
radicalaire a besoin d’étre incorporé au plus prés du métal. La molécule ciblée consiste en un ligand
comportant des unités coordonnantes pro-radicalaires et doté¢ de luminescence. La premiere partie du
travail que j’ai effectué au DCM, était donc focalisée sur I’optimisation de ces sondes utilisant une sous-
unité redox-active couplée a des cations lanthanides luminescents.’* Nous avons démontré que
I’incorporation d’une fonction redox influence dramatiquement les propriétés d’un lanthanide, rendant
un cation lanthanide apte a répondre a un stimulus rédox. Cette étude constitué notre premicre preuve

de concept.

IV.3 Ligand linéaires redox actifs

1V.3.i Composés contenant un fonction phénolate

Au ClIRe, la fonction phénolate a été intensivement étudiée au cours des derniéres années. De plus,
elle a été utilisée dans des modéles de galactose oxydase.’>3® Par conséquent, développer mes
premicres sondes en m’appuyant sur des phénolates comme fonction redox et sur des complexes de
Ln'" était un choix logique. Ce premier design représente une preuve de concept efficace (ces travaux
ont été démarrés pendant mon demi-ATER avant la prise de mon poste CNRS). Mes premiers designs
ont alors été basés sur des structures linéaires contenant des phénolates capables de former des
radicaux phénoxyles. Comme pour le ligand 18 ou les phénolates sont greffés sur des plateformes de
types éthylene-diamines contenant des pyridines (ligand 18 Figure 11). Ces ligands, de type podand,
possédent 6 sites coordonnants a travers les 2 pyridines, les 2 amines et les deux phénolates. Lors de
la complexation, les phénolates sont directement liés au métal ce qui est idéal pour que le changement

de I’état redox ait I’effet escompté sur le complexe.
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18

Figure 11. Ligand 18 et son complexe de 18.Yb

Plusieurs complexes ont été synthétisés a partir du ligand 18 qui permet d’approcher les deux
phénolates en proximité du métal sans avoir des interactions entre les bras fonctionnels. La synthése des
complexes de Tb!" et d”Yb'!" a donné lieu a des complexes de coordination octogonaux iso structuraux.
Comme prévu par I’ingénierie moléculaire, 6 sites de coordination sont rempli par le ligand et deux sites
par un sel de nitrate, et on a donc la forme 18.Ln-NOs.

Ensuite, pour évaluer si le radical peut se former et s’il a une interaction avec le métal des études en
¢lectrochimie et en RPE ont été effectuées.

20+

15p

10p4
/1A 5u

0

——

/
\/

-5

2\

08 04 O
EIV
Figure 12. Voltammogram des complexes de 18.Tb (bleu) et 18.Yb (rouge) dans 0.1M TBAP in CH>Clo/CH3CN 7/3

-10p

_
0 04 08

Le voltamétrie cyclique montre deux vagues quasi réversible a E1» = 0,42 V and E12= 0,67 V vs Fc+/Fc
pour le complexe de 18.Yb-NOs, ces deux vagues correspondent aux deux oxydations des phénolates
en phénoxyles. Le complexe 18.Tb-NOs, cependant, montrait une seule vague quasi réversible a Ei» =
0,42 V. Les expériences supplémentaires de RDE et DPV ont pu démontrer que cette vague
correspondait & un processus bi-¢lectronique. La différence entre les deux complexes suggere une
communication plus faible dans le cas du 18.Yb-NOs, probablement di a une petite différence en taille
des deux métaux. L’oxydation de ces complexes peut étre entretenue par I’addition d’un oxydant
chimique tel que le cérium ammonium nitrate (CAN) ou par I’utilisation de 1’¢lectrolyse pour générer le
composé¢ radicalaire. La formation du radical phénoxyle est confirmée par spectroscopie d’absorption
UV-vis (présence d’une bande distinctive a 420 nm spécifique radical phénoxyle) et par RPE qui montre

un signal isotrope pour le radical organique.
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A ce stade, il était important de s'assurer que I'unité radicalaire phénoxyle reste & proximité de I'ion
lanthanide. Le spectre RPE de 18.Yb-NO3 est dominé par des résonances a g = 6,37, 4,98 et 3,92, qui
rappellent 1'ion Yb! (S = 1/2, L = 3, I = 7/2). En revanche, 18.Yb" s'est avéré étre silencieux en RPE ou
difficile a détecter a la fréquence X-Band, révélant une interaction magnétique, et donc une proximité
entre le métal et les spins radicaux. Une fois que nous avons démontré que le radical se forme, I’objectif
est de montrer que ce radical va exercer une influence magnétique sur le métal et donc changer son
comportement. L effet de cette activité redox sur la luminescence des complexes de Tb'! et d*Yb'!! a été
¢valué. L oxydation des complexes a provoqué une décroissance de plus de 90 % de la luminescence.
Ces complexes phénolates subissent donc des processus d’oxydation réversible et produisent des especes
phénoxyles ce qui se traduit en un quenching intramoléculaire de la luminescence.’® Cette activité
optique, lors des processus d’oxydo-réduction, représente une premiere preuve de concept montrant que
la luminescence peut étre sensible a la présence d’un radical, ce qui est primordial pour 1’¢laboration de
sonde responsives.
1V.3.ii Composés tripode contenant un phénolate
Dans la lignée de cette étude, et pour pousser plus loin la sensibilité des sondes redox luminescentes, je
me suis intéressée aux ligands de type tripodes. En effet, ces ligands de type tripodes offrent trois bras
coordonnants flexibles ce qui les rends beaucoup plus adaptés pour complexer les lanthanides. Nous
avons démontré, avec les complexes 18.L.n-NO3, que les lanthanides peuvent avoirs des caractéres redox
tres différents ce qui est di a leur petite différence de taille. Pour cette raison, nous avons décidé d’étudier
une série de complexes de lanthanides avec deux ligands tripodes différents. Les deux ligands ont été
synthétisés a partir d’un TREN contenant trois bras phénolates. Ces phénolates sont fonctionnalisés en
position para soit avec un groupe tBu ou soit avec un OMe, figure 12.3*%° Ce design est choisi car les
fonction tBu et OMe permettent de moduler le potentiel redox des sondes. Par exemple, le groupement
OMe aide a diminuer le potentiel redox et peut donc rendre les sondes intéressantes pour des applications
en imagerie.

M jusqu’a Lu'™) avec ces deux ligands a permis

La complexation de tous les lanthanides de la série (de La
d’obtenir des complexes iso structuraux octogonaux. La sphére de coordination du métal est identique
pour chaque complexe : Les métaux ont tous démontré une sphére de coordination octaédrique. La
présence des groupements tBu ne permet pas la coordination des molécules de solvants directement sur

le métal a cause de I’encombrement stérique qu’ils imposent.
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Comme dans I’exemple précédant (section IV.3.1) I’étude électrochimique de ces complexes
montre trois vagues d’oxydation mono électronique attribuées aux oxydations consécutives des
phénolates en phénoxyles. Dans le cas de ces complexes, les métaux jouent un role dans 1’activité redox
des sondes : les complexes de Nd'"! sont les plus facile a oxyder E12=-0.11, E12,=0.21 V and E12=0.34

V. Cet aspect peut étre expliqué par plus grande taille du métal Nd"'. L ’espéce mono-radicalaire a été
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Figure 14. Voltamétrie cyclique d’un complexe 19.Yb dans le CH2Clo/ CH3CN avec 0,1 M TBAP et droite)
Spectres de luminescence du complexe 19.Yb in CH2Cl2/CH3CN

caractérisée en solution, di a sa stabilité.

Les complexes Nd™, Er'! et Yb™ démontrent la luminescence caractéristique des métaux lors
d’excitation du ligand. Cette luminescence s’est montrée sensible a I’état redox avec 92 %, 83 % et 79 %
décroissance de signal aprés oxydation, pour I’Yb!! (figure 14), le Nd™ et ’Er'" respectivement. Ces
résultats ont permis de démontrer que les complexes de lanthanides mettant en jeu des coordinations par
des groupes phénolates étaient intéressants comme sondes redox. Les deux derniéres études suggerent
¢galement que la sensibilité de ces sondes pouvait étre modulée par la nature du métal et le nombre de
groupes phénolates liés au métal. Cependant, malgré ces résultats prometteurs les applications pour ces
complexes sont tres limitées. En effet, leurs potentiels redox sont en dehors de la gamme biologique et
leur solubilité trés limitée. Par conséquent, les design et I’étude de systémes mieux adaptés aux systémes
biologiques est nécessaire et représente un objectif central de mes activités de recherche présentes et
futures. Ces ligands linéaires sont néanmoins souvent utilisés par notre équipe pour évaluer ’activité de

nouvelles fonctions redox et permettre leur étude sans avoir recours a des longues étapes de synthése.

1V.3.iii Composés tripodes contenant une hydroxyquinoline

Comme mentionné précédemment, les structures tripodes peuvent étre utiles pour évaluer rapidement
I’activité de nouveaux groupes fonctionnels. C’est pourquoi, j’ai décidé d’utiliser cette plateforme pour
¢étudier le potentiel de groupes fonctionnels. Du coup, pendant le doctorat de Lorna Ramirez Mella, des
nouvelles fonctions redox ont été étudiée par cette stratégie. Une de cette fonction consiste en une

hydroxyquinoline modifiée. La synthése de ces nouveaux groupes consistait a la fonctionnaliser un 2-
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tert-butyl-4-methoxyphenol avec un groupement NOs3 en utilisant un mécanisme radicalaire a partir du
tert-butyl nitrite. Ensuite une réduction avec H catalysée par le Pd/C a donné I’amine correspondante.
Enfin, le dérivé de I’hydroxyquinoline 21 a été obtenu par cyclisation du crotonaldéhyde. A partir de
cette brique élémentaire, nous avons synthétisés les ligands 22 et 23 qui sont également capables de
complexer des lanthanides. Cette voie de synthése a permis d’obtenir la famille de ligans 21-23. Au sein
de ces ligands, la présence du groupe méthoxy qui a un fort effet donneur d'électrons sur le substituant
para-phénolate, permet la stabilisation des espéces radicalaires de type phénolate. Il est important de
noter que de tels radicaux sont rares dans la littérature en comparaison aux "vrais" radicaux phénolates.
Le groupe tert-butyl en position ortho lui, protége la forme radicalaire du groupe hydroxyle grace a son

encombrement stérique, fournissant ainsi un effet stabilisant supplémentaire.
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Figure 15. Nouveaux ligands contenant des hydroxyquinolines 21, 22, 23

Les premiers complexes organométalliques ont été formés par autoassemblage a partir des ligands 21 et
des sels métalliques correspondant dissouts dans le MeOH avec 1 eq. EtsN. Les complexes de Mn, Co,
Zn, Eu et Yb ont été préparés et isolés avec succes. Ces complexes ont démontré une structure avec une
steechiométrie 3 :1 ou 2 :1 en fonction du métal. Le comportement des radicaux est similaire a celui des

phénoxyles comme montré figure 16. Tous ces complexes montent un comportement électrochimique
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Figure 16. Structure crystalline de complexes 213.Mn et son voltametrie cyclique dans CH3CN avec 0,1 M TBAP

irréversible, comme montré dans la figure 16 pour le complexe de Zn" et les radicaux résultants se sont
avérés instables. De plus, la luminescence de ces hydroxyquinolines est trés faible par rapport a d’autre

hydroxyquinoline connues pour former des complexes de Ln".#!42 En bref, ces systémes ne sont pas
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optimums pour la formation de sonde pour I’imagerie en raison de leur faible efficacité. Pour ces raisons,
ces ¢études ne seront pas discutées en plus de détails et ne seront pas poursuivi dans mes projets de

recherche futurs.
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Chapitre V :

Composés macrocycliques pour I’imagerie par résonance magnétique
L'objectif de cette étude est de développer des sondes magnétiques sensible aux stimuli redox. Pour
atteindre cet objectif, il est essentiel d'assurer une stabilité accrue de la sonde et une solubilité dans I'eau.
C'est pourquoi nous avons choisi de nous concentrer sur les complexes macrocycliques. Ces ligands
offrent un potentiel de fonctionnalisation et une stabilité du complexe métallique bien plus élevés que
les systémes linéaires mentionnés précédemment. Sur ces complexes macrocycliques, les groupes
fonctionnels redox actifs seront incorporés. La modularité de ces ligands permet également l'intégration
de séquences peptidiques, de groupes solubilisant, d'antennes, etc. Nous avons démontré que la
luminescence des complexes de lanthanides peut étre sensible a la proximité d’un radical. Le prochain
objectif était d'illustrer que 1'incorporation d'une fonction redox active dans le ligand macrocyclique peut
entrainer des changements significatifs dans les propriétés magnétiques des complexes. C’est un aspect
qui n’a été que peu étudié pour I’imagerie médicale.?”* En 2018, un financement Labex Arcane a été
obtenu pour le projet Co-Lhanta, dirigé par Fabrice Thomas, et un doctorant, Richard Barré (sous la
supervision de Fabrice Thomas et co-encadrée par moi-méme), a travaillé sur les complexes de

lanthanides contenant des ligands redox actifs capables de répondre sélectivement a un stimulus redox.

V.1 Design des premiers dérivés macrocycliques pour IRM

Une premicre famille de complexe a été congue basée sur un complexe simple de DOTA. Une
des fonctions carboxylates a été remplacée par un groupement nitroxyde comme illustré dans la figure
17. Le nitroxyde est un radical largement reconnu pour sa stabilité et sa capacité a subir un processus

d'oxydoréduction réversible.

(0]
O-KOH
o N 2
e
O n (0] N

Figure 17. Complexes macrocycliques contenant un nitroxyde, développés 10rs de la these de Richard Barré

Trois premiers ligands contentant des nitroxydes ont été synthétisés a partir du 4-amino TEMPO,
figure 17. Le premier complexe a pour objectif de regarder la réponse magnétique du Gd'™! variable en
fonction de 1’état redox. Les deux autres complexes 25, et 26 ont ét€¢ synthétisés pour permettre la
vectorisation via chimie click. La vectorisation des complexes aura pour résultat de réguler la

localisation des complexes tout en augmentant le temps de rotation corrélationnel, ce qui peut avoir un
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impact significatif sur le temps de relaxation des protons et donc sur la relaxivité. Cette approche a été
démarrée en collaboration avec Didier Boturyn dans 1’équipe 12BM dans le cadre du projet ANR Co-
Lhanta pour greffer des séquences peptidiques RGD sur des complexes de Ln'. Dans la cadre de la
these, les dérivés contenant un motif alcyne, figure 15, ont été synthétisés ce qui permettra d’utiliser la
chimie click pour la post fonctionnalisation du complexe. Cette partie ne sera pas plus détaillée dans ce
rapport.

Pour le complexe 24.Ln, le ligand a été synthétisé a partir du DO3AtBu (27), la fonction redox a été

introduite pour former le composé 28, ensuite la déprotection des groupes acide en utilisant le TFA a

Yo, o o H Cre
0L T 20 f”ﬁ* 4y

N
0 o [
tBu. N N,
OJJ\/ \—:/8 tBU\O)J\/N\_/N HO)J\/N N OH
o ol
o o) @)
tBu tBY OH
27 28 24

Schéma 4. Synthese du ligand 24 & partir de DO3AtBu

permis d’isoler le ligand final, 24 (schéma 4).

Les complexes d’Eu' et de Gd™ obtenus par traitement du 24 dans I’eau a pH 7,4 a partir des sels
métalliques correspondants, ont une sphére de coordination saturée avec 9 sites occupés : 8 sont remplis
par le ligand et un dernier par la molécule d’eau (confirmé par des mesures de temps de vies de
luminescence dans 1’cau et I’eau deutérée).

Le RPE et I’¢lectrochimie sont encore des techniques de choix pour confirmer I’activité redox et la
communication entre le radical et le métal. L’activité redox a été¢ confirmée par des expériences

d’¢électrochimie (voltametrie cyclique et électrode tournante) qui montrent deux vagues électrochimiques,
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Figure 18. Gauche : CV de 24.Gd et 24.Eu (0,5 mM) dans CH3CN with 0,1 M TBAP comme électrolyte. Droite : Spectres RPE
bande-X en solution aqueuse du complexe 24.Gd (bleu), 25.Gd (rouge) et 26.Gd (noir), C = 0,5 mM, T = 293K.
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la premiére a E12= 0,34 V versus Fc'/Fc. Cette vague mono-¢électronique pourra étre attribuée au couple
oxoammonium/nitroxyde. Une vague irréversible est observée a un potentiel de -1,4 V pour le couple
nitroxyde /hydroxylamine. Ces mesures confirment que les complexes sont redox actifs dans une gamme
de potentiels utiles pour des application en milieu biologique. La RPE peut caractériser a la fois le radical
organique a température ambiante et & basse température pour regarder la communication métal/radical.
Le spectre a température ambiante montre le motif caractéristique du nitroxyde (3 raies di au couplage
entre le radical et I’azote).

La molécule d’eau présente sur le métal, confirmée par les mesures de luminescence, est
extrémement importante pour les applications en IRM car I’activité IRM est basée sur 1I’échange rapide
de la molécule d’eau pour avoir un effet magnétique du Gd"" sur le bulk d’eau. L’objectif de cette partie
du projet était de voir si les changements d’état redox du ligand exergaient une influence sur les propriétés
magnétiques, et donc ’effet que le Gd™ a sur la relaxation des protons de I’eau (le principe d’imagerie

IRM). Les vitesses de relaxation des protons de 1’eau en présence du complexe 24.Gd ont été¢ mesurées

7 A .l.l.lll.ll-.l.... B
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Fig. 19. Profil FFC-RMN d'une solution de 24.Gd, 2 mM, dans I'eau a pH 7,4 (0,1 M HEPES) a 298 K sous sa forme
nitroxyde (noir) et I'nydroxylamine (bleu) (réduction en présence de 2 équivalents d'ascorbate de sodium).

par Fast Field Cycling RMN (FFC RMN), ceci nous a permis de mesurer la valeur de r; (relaxivité a

champs variable).

Les mesures de FFC RMN ont été effectuées (en collaboration avec le Dr. Pascal Fries au CEA
Grenoble) dans I’eau a pH 7,4 a 298 K et ont montrées une valeur de 4,8 mM's! a 30 MHz qui est
cohérente avec un complexe de Gd™ mononucléaire possédant une molécule d’eau dans sa sphére de
coordination (r; pour le [GADOTA] a 30 MHz est de 4,0 mM.s"). La réduction du nitroxyde en
hydroxylamine présente une diminution de la relaxivité de 25 % a 30 MHz avec un r; de 3,8 mM-!s™,
La présence du nitroxyde paramagnétique, combiné au paramagnétisme du Gd'™, a eu pour effet
d’accélérer le temps de relaxation des protons et a ainsi augmenté la réponse en IRM.

Ce premier exemple était intéressant mais il peut étre amélioré en suivant deux approches
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différentes. La premicre approche consiste a rapprocher la fonction redox au centre métallique. Ceci
permettra d’exercer une plus grande influence du changement redox sur le métal. La deuxiéme approche,
consiste a vectoriser le produit en ajoutant des fonctions peptidiques ou des molécules fonctionnelles
qui peuvent améliorer la relaxivité en réduisant le mouvement tr.

Le design d’un ligand avec une fonction redox coordonnante est une approche qui semble idéale
parce que le radical aura une interaction forte avec I’espéce métallique. Par conséquent les complexes
contenant une fonction redox directement liée avec une liaison de coordination au métal 33.Ln ont été

congus (schéma 5).

Ot
ON NO, o NH HN-OH

Schema 5. Synthese d’une functlon nitronyl nitroxide

La synthése du ligand 33, schéma 6, est basée sur le couplage du pyridine-nitronyl nitroxide, 31, avec le
dérivé de DOTA tris-protégé DO3AtBu, suivi par la déprotection avec l'acide trifluoroacétique (TFA).
Le précurseur 31 est préparé en deux étapes a partir du 6-(chlorométhyl)-pyridine-2-carboxaldéhyde
(30) par condensation avec le tétraméthylethylénebis(hydroxylamine) pour obtenir 31 aprés 1'oxydation
avec NalOs, (schéma 4). La substitution nucléophile sur le DO3AtBu et la déprotection subséquente
avec le TFA donne 33 dans un rendement total de 84%. Le ligand 33 a été isolé dans sa forme imino
nitroxyde ce qui a été confirmée par RMN 'H/">"N HMBC dans D>O. Il montre deux résonances N a
132 ppm et 185 ppm, qui sont attribuées a I'imine et a I'hydroxylamine. La complexation avec le nitrate

d’europium dans 1’eau a pH 7 a donné le complexe désiré 33.Ln.
JBu
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Schéma 6. Synthése du complexe 33.Ln a partir du DO3AtBu et le nitronyle nitroxyde 31
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Les spectres de luminescence du complexe d’Eu™ apres excitation du ligand a 280 nm, démontrent le

et une intensité plus importante par rapport aux premiers complexes

spectre caractéristique de I’Eu
(rendements autour du 1 %). Une étude du nombre de molécules d’eau dans la sphere de coordination
de 33.Eu a démontré la présence d’aucune molécule d’eau. Cela rend leur utilisation comme une sonde
IRM difficile. Malgré la difficulté apparente de leur utilisation pour les applications en imagerie,
I’activité redox peut permettre 1’utilisation de cette sonde pour la détection des especes réactives de

I’oxygene.
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Figure 20. Evolution du spectre RPE du 33.Yb dans des conditions Fenton, montrant la formation du nitronyle nitroxyde
avec le temps.

Ce complexe a donc été examiné comme un ‘spin trap’ dans des conditions Fenton en raison de la
similarité de structure entre 1'imino nitroxyde et les piéges a spin classiques tels que le DMPO.* La
réponse de complexe dans les conditions Fenton est donc suivie via RPE et luminescence.* Dans les
conditions Fenton le complexe hydroxylamine (silencieux en RPE) subit des modifications successives
lors de la réaction pour former d’abord 1’imino nitroxyde (spectre en bleu, figure 20) en solution,
confirmée par RPE. Ce radical a encore subi une évolution dans le tube RPE résultant a la formation de
la nitronyl nitroxyde aprés 6 jours dans les conditions Fenton. Cette ¢tude a donc démontré que 33
pouvait donner lieu a une sonde efficace et intéressante pour la détection du radical hydroxyle méme si
le rendement de 1% peut rendre la réponse luminescente difficile a exploiter.

Malgré les rendements faibles, ce complexe est intéressant comme ‘spin trap’ et peut permettre un suivi
de la détection des espeéces réactives de 1’oxygeéne. Cependant, I’objectif a ét¢ d’étudier la réponse
magnétique de ce complexe lors d’une interaction avec les ROS. Nous avons noté lors de I’étude de FFC
RMN qu’une expérience a un pH inferieur a montré une hausse significative de ri. Pour comprendre si

cette expérience avait de I’importance, nous avons décidé de regarder plus en détails I’activité de ce
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complexe.

V.2 Design des sondes responsive macrocycliques pour le pH

Il est établi que certaines pathologies entrainent des modifications du pH extracellulaire. Le pH
extracellulaire désigne le pH du milieu environnant les cellules constituant les tissus. En effet, Warburg
a démontré que les tumeurs, en raison de leur métabolisme intensif et d'un apport inadéquat en glucose
et en oxygene, éjectent des quantités plus importantes de lactate et de protons que les cellules saines.*
Cela conduit a une augmentation de 1'acidité des tissus tumoraux, avec un pH extracellulaire pouvant
descendre jusqu'a 6,4 dans le cas de certains cancers humains tels que le carcinome. En comparaison, le
pH extracellulaire est d'environ 7,4 dans les tissus sains. Ce milieu acide entoure les cellules tumorales
et est appelé acidose. L'acidose tissulaire est un phénomeéne résultant de l'activité métabolique intense
des cellules tumorales, et il entraine également une augmentation de 1'agressivité du cancer, notamment
une stimulation des métastases. Le développement de sondes capables de détecter des changements

spécifiques de pH est particulierement intéressant pour le dépistage précoce des acidoses tumorales.

Le dernier complexe 33.Gd analysé¢ a montré une activité trés réduite en IRM. Cependant nous avons
analysé le complexe de Gd™ par RMN FFC pour déterminer si la valeur est modifiée dans des conditions
différentes de pH. Par conséquent plusieurs échantillons de complexe de Gd™ ont été préparés dans le
HEPES a pH contrdlé. Les résultats montrés dans la figure 21 démontrent une activité étonnante
inattendue dépendante du pH. Cette expérience a permis de confirmer que la valeur de la relaxivité (r1)

ne change pas en fonction du stimuli redox mais en fonction du pH.
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Figure 21. Profil FFC-RMN d'une solution de 33.Gd, 2 mM, dans I'eau a pH variable a 298 K

Les valeurs de rl obtenues a champ variable étaient trés dépendantes du pH. Nous pouvons observer
qu’a pH 8,5, la relaxivité mesurée pour le complexe 33.Gd est de 2,50 mM'.s! a 30 MHz et 3,97 mM-

.s1a 0,03 MHz. Cette valeur relativement faible est en accord avec un complexe sans molécules d’eau.
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Lorsque nous acidifions le milieu jusqu’a pH 7.2 une augmentation significative de la relaxivité est
observée. L’acidification jusqu’au pH 6.2 résulte en une augmentation de la relaxivité, ri, jusqu’a 7.78
mM-'s"! at 30 MHz. La différence entre pH 6 et 8 est de 310 %, ce qui veut dire que cette sonde a une
gamme de réponse idéale pour cibler des zones d’acidose. Des mesures de relaxivité a différent pH nous
permettent de calculer une valeur approximative pour le pKa. Les spectres d’absorption dans I’UV-
visible ont été enregistrés a différentes valeurs de pH et ont montré une faible modification d’allure de
la courbe. Ce faible changement préconise une protonation/ déprotonation de la pyridine en fonction du
pH. Le comportement en fonction du pH est donc focalisé¢ sur I’hydroxylamine. Ces molécules ont
montré une activité sensible au pH intéressante qui pourra faire 1’objet d’une étude plus poussée avec un
réel potentiel comme sonde pH.

Une déclaration d’invention a été déposée en 2021 sur ce sujet avec deux molécules synthétisées dans la
thése de Richard Barré. J’ai obtenu un financement France Life Imaging (FLI) sur ce sujet avec la Dr.
Célia Bonnet au CBM Orléans qui a pour but de démarrer des études sur petit animal. Le brevet est en

cours de dépot a I’Université Grenoble Alpes.
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V.3 Design des sondes responsives macrocycliques pour ’imagerie par saturation par échange

chimique (CEST)

Les agents CEST représentent une classe émergente de molécules qui offrent plusieurs avantages
par rapport aux agents de relaxation conventionnels a base de Gd"' : Commutation de contraste On-Off
facilitée, réponse inhérente au pH et a la température.*’ L’effet CEST est basé sur I’irradiation du
systéme étudié a la fréquence de résonance d’un proton échangeable avec le solvant. Il permet de
supprimer une partie du signal (non désiré¢) et conduit a I’assombrissement de I’image dans cette zone.
Un métal paramagnétique induit un déplacement trés important des résonances des protons voisins, di
a la présence d’électrons célibataires, permettant de produire des effets CEST importants.*® Les agents
CEST basés sur les lanthanides paramagnétiques (agents PARACEST) possederont des protons labiles
tels que des OH ou NH situés sur des fonctions amides ou alcools.*” Les fréquences de résonance sont
idéalement situées a plus de 20 ppm par rapport a celle de l'eau d’environnante.’® Peu de systémes
commutables impliquant une unité redox-active donnent lieu a des signaux CEST, présentant ainsi de
nombreux avantages par rapport a d'autres systemes, notamment un déplacement important des
résonances et leur inertie vis-a-vis de leur environnement.?” Quelques complexes d’europium contenant
des bras nitroxides ont été décrits dans la littérature et les auteurs ont souligné son potentiel considérable

en imagerie PARACEST.#

V.3.i Complexes asymétriques pour CEST

En paralléle a nos études sur les systémes pour I’imagerie par résonance magnétique, un sujet nouveau
a été développé sur le développement d’agents de contraste pour PARACEST qui requiert
I’incorporation des protons échangeables au sein des systémes. Ce sujet a été financé sur un projet IDEX
IRS (PI) co-financé par Arcane (PI) pour le thésard Damien Mouchel Dit le Guerrier. Cette theése a été

défendue en janvier 2022.

Figure 22. Ligands 34 et 35 développés par Damien Mouchel Dit le Guerrier avec acetamides pour le CEST et un
nitroxyde

46



Le premier complexe synthétisé est le systeéme la plus simple, il contient seulement un seul
nitroxyde et trois amides pour complexer le Ln'!. Le deuxiéme complexe contient un alcyne pour faciliter
éventuellement une post fonctionnalisation par chimie click. Les complexes de Gd™, d’Yb'™, d’Eu'! et
de Dy a partir des ligands 34 et 35 ont été isolés et confirmés par HRMS. L’activité redox est la

premiére propriété a vérifier en utilisant la RPE et I’électrochimie.!

Pour chacun de ces complexes, la RPE démontre la présence des trois raies caractéristiques des
nitroxydes a 100 K. Le spectre de [34.Yb]*" qui a été mesuré a 4 K montre un doublet intense a g = 2,00
(correspondant a la signature d’un radical) mais qui différe du schéma classique. A cette température,
on peut donc penser qu’une interaction magnétique entre 1’ytterbium et le nitroxyde est présente.

Les analyses par voltamétrie cyclique (CV), électrode tournante, et DPV dans CH3CN avec

—5K
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—— 45K

310 320 330 340 350 360 370 380
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Figure 23. Spectres RPE en bande X du complexe [34.Yb]3* en solution aqueuse a 0,45 mM contenant 10% de
glycérol. Evolution de la température de 5K a 45K. Fréquence micro-onde : 9,63 GHz, puissance : 0,2 mW,
modulation d’amplitude : 0,4 mT.

TBAP comme électrolyte ont été effectuées et montrent deux éveénements électrochimiques avec des
valeurs de potentiels similaires. Cette étude a montré que seulement peu de différence était due aux
métaux. Les complexes [Ln.34]*" et [Ln.35]*" présentent des profils en électrochimiques trés proches
[Ln.34]*" posséde une vague d’oxydation réversible située entre 0,26 et 0,28 V alors que [Ln.35]**
en a une et entre 0,33 et 0,35 V ces vagues correspondent a 1’oxydation du nitroxyde en oxo-
ammonium. Les deux complexes ont une vague irréversible en réduction, correspondant a la
réduction du nitroxyde (TEMPO) en hydroxylamine (TEMPOH) a un potentiel de I’ordre de -1,1 V.
Pour les deux complexes la présence d’une molécule d’eau a été confirmée en utilisant les temps de
vies de luminescence dans I’eau et I’eau lourde avec la formule de Horrocks et al.>

Le démarrage de ce projet IDEX était le premier sujet sur 1’utilisation de la technique CEST dans
notre laboratoire. L’étudiant avec I’aide des personnels techniques du plateau ICMG (Marie Carmen
Molina et Isabelle Jeacomine), a travaillé sur la mise en place des séquences des expériences CEST
et leur vérification. 34.Ln et 35.Ln ont été les premiers complexes pour lesquels la cible a été

I’imagerie par CEST. L’activité¢ CEST a été déterminée par des mesures effectuées en RMN. Lors de
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I’irradiation du signal RMN du proton échangeable (présent sur le ligand) 1’évolution du signal de

I’eau environnant est controlé. Le spectre Z est obtenu par cette méthode.

51 ppm j ﬁ
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Figure 24. Spectres CEST d’une solution de [Eu.34]*" 4 14 mM (gauche) et de [Eu.35]*" 4 20 mM (droite) sous
leur forme oxydée (noir) et réduite (rouge) avec 2 équivalents d’ascorbate de sodium. Spectres enregistrés a 11,7
T, 298 K, dans un mélange H>O:CDs;CN (2:1), [HEPES] = 0,07M a pH 7,4, B1 = 25 uT et un temps d’irradiation
de 3 s.

0.2+

Les spectres CEST des complexes [Eu.34]** et [Eu.35]*" sont présentés dans la figure 24. Un signal est
observé pour le complexe [Eu.34]*" a 51 ppm avec une intensité de 6 % pour la forme oxydée. Aprés
réduction avec 1’ascorbate 1’intensité de ce signal atteint une valeur de 12 %. Le signal a 51 ppm est
caractéristique d’une molécule d’eau coordonnée au lanthanide.*® Les protons acétamides n’ont pas pu
étre détectés dans ces conditions. Le complexe [Eu.35]*" ne montre aucun signale en PARACEST,
probablement dii @ un changement de vitesse d’échange qui est trop rapide pour permettre au signal

CEST d’étre détecter dans le RMN.

V.3.ii : Synthese des dérivés symétriques
L’activité de ces premieres sondes est intéressante mais n’est pas significative et donc ne sera pas
suffisant pour I’imagerie PARACEST. La symétrie peut jouer un réle important de 1’activité CEST des
complexes de lanthanide de type DOTA.>* Pour cette raison, nous avons congu des ligands de types
DOTA fonctionnalisés avec deux nitroxydes et deux phényle acétamides. Deux phényle acétamides
différents ont été préparés avec des fonctions ¢électrodonneur ou accepteur. En effet, la présence de ces
fonctions pourrait modifier I’activité observée. Le changement de densité €électronique sur les phényles

pourrait influencer la vitesse d’échange des protons et donc I’activité CEST.
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La synthése des bras a été effectuée via la formation d’un acétamide, schéma 5. Ensuite, pour la
substitution sur le macrocycle cycléne, la premiére étape était une bi-substitution des bras
phenylacetamides sur le cycléne glyoxal suivant le protocole développé par Triper et al.>* Ensuite la
déprotection a été effectué en utilisant I’o-phenylene diamine et a donné les produits 36-37 contenant
deux fonction acétamides. La troisieme étape de la synthése était la substitution de ces ligands de base
avec des fonctions nitroxydes via substitution nucléophile classique. Enfin, la complexation a été

effectuée avec les sels de lanthanides correspondants dilués dans le MeOH. Les complexes 38.Ln et
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Schéma 7. Synthése des complexes 38.Ln et 39.Ln a partir de cyclen glyoxal
39.Ln ont été isolés par précipitation dans 1’éther.

Les propriétés des complexes ont été examinées en utilisant les techniques spectroscopiques décrites

précédemment alliées aux mesures de CEST.

Les spectres RPE ont été enregistrés pour les ligands et les complexes a température ambiante et a basse
température. Les ligands a température ambiante démontrent trois raies caractéristiques du nitroxyde

avec un g = 2.006 et un couplage hyperfin de 1.6 mT. Le ligand avec OMe, 38 montre deux autres
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Figure 25. CV des complexes [Eu.38]*" (gauche) et [Eu.39]*" (droite) a 0,5 mM dans une solution de CH3:CN
contenant 0,1 M de TBAP comme électrolyte de support.
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signaux qui peuvent indiquer une interaction magnétique entre les nitroxydes.

Le comportement électrochimique de ces complexes est semblable a celui observé pour les complexes
34.Ln et 35.Ln, ce qui suggere que les groupes redox TEMPO sont en équilibre acido-basique. Le couple
nitroxyde/oxoammonium est visible a un potentiel plus bas que pour les TEMPO isolés. L'analyse par
voltammétrie cyclique (CV) révele une vague réversible a 0,36 V, correspondant a 1'oxydation du
nitroxyde en oxoammonium. Cette vague implique I'oxydation de deux électrons, confirmée par RDE et
DPV, indiquant que les nitroxydes s'oxydent a des potentiels similaires. Une deuxiéme vague
irréversible, observée a un potentiel plus élevé autour de 1,2 V, pourrait correspondre au processus PCET
observé dans les séries précédentes. Ces études ont montré que ces complexes présentent une activité
redox intéressant et les nitroxydes qui peuvent communiquer avec le lanthanide.

Ensuite nous avons examiné la capacité des complexes a agir comme des sondes CEST. Les spectres
CEST ont été étudiés pour les deux complexes a 25 °C et a pH 7.4 dans un mélange H>O :CH3CN (2 :1)
a 25uT (La solubilité de cette sonde n’était pas suffisante dans 1’eau, qui portera préjudice pour ’utilité
de sondes). Le complexe Eu.38 sous sa forme nitroxyde présente une résonance a 46 ppm par rapport a
I’eau environnante, donnant un effet CEST de 4 % a 25 °C, typique pour une molécule d’eau coordonnée.
La réduction de cette espéce en hydroxylamine utilisant I’ascorbate, a donné une activité CEST de 30
%, une amélioration significative par rapports aux premiers complexes qui avait un maximum du 5 %
d’activité. Il convient cependant de relativiser cette augmentation, car elle a été observée dans un
mélange de solvants plutét que dans I'eau. Des mesures a température variable suggérent que cette
activité n’est pas limitée par la vitesse d’échange. Le complexe contenant les groupements CF3, Eu.39
a montré une activité moindre probablement due a une vitesse d’échange limitée. La vitesse a 25 °C et
a 37 °C a été mesurée et a confirmé qu’une activité CEST est visible pour ce complexe a plus haute

température suggérant ainsi que ’activité est dépendante de la vitesse d’échange.>
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Figure 26. Spectres CEST (Z) du [Eu.38]*" 20 mM dans le HEPES buffer (0.07 M, pH 7.4) dans H>O:CD3CN
(2:1) solution. (gauche) nitroxyde, (droite) hydroxylamine apres réduction par 1’ascorbate de sodium. Bo=11.7 T,
Bi1 =25 pT, irradiation time =4 s, T = 298 K.
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L’objectif de ce projet est de développer des sondes avec des ligands redox actifs couplés aux Ln'". Dans
ce cas, le ligand sera le détecteur du signale redox et les métaux donneront les réponses par
luminescence, IRM et/ou ParaCEST. Nous avons démontré avec succes 1’effet du changement redox sur
les propriétés des lanthanides luminescents et PARACEST permettant de donner des réponses
spécifiques aux stimuli redox. Cependant, leur activité nécessite des améliorations importantes en

particulier sur I’activité redox et la solubilité des systemes.
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Chapitre VI :

Sondes luminescentes pour I’imagerie optique

L’imagerie optique est une technique avancée permettant d’observer le corps humain et de mettre en
évidence des mécanismes ciblés y prenant place. L’imagerie posséde une versatilité inédite permettant
’analyse guidée et/ou ciblé d’un grand éventail de processus..>*’

Par exemple, un sujet particulierement actif, de nos jours, est la capacité d’imager des organelles
dans les cellules vivantes. Ce sujet représente un défi de taille avec des sondes luminescentes. En effet,
pour avoir une sonde efficace, il faut réussir a contourner un certain nombre de difficultés telles que la
perméabilité des tissus, I’excitation a haute énergie qui peut étre délétere pour les tissus, et 1’auto-
fluorescence du milieu biologique qui peut masquer les signaux d’imagerie.

Dr. Olivier Séneque travaille activement sur ce défi pour I’¢laboration des sondes trés luminescentes
utilisant I’excitation a deux photons, ce qui se détache des approches classiques généralement basées sur
une excitation mono-photonique. En effet, I’excitation biphotonique permet d’exciter les échantillons
en utilisant une longueur d’onde de basse énergie : deux photons de basse énergie vont se combiner pour
fournir au chromophore une plus haute énergie résultant en son excitation. Bien que cet effet donne lieu
a des rendements quantiques plus faibles, il permet de contourner le probléme de I’utilisation de
rayonnements a trés haute énergie qui peuvent endommager les tissus biologiques. De plus, le décalage
de I’excitation et de I’émission plus loin dans le visible en longueur d’onde ne sera pas problématique
car la fenétre de transparence des tissus y reste accessible.

Une approche ¢élégante permettant a la fois d’incorporer des sondes luminescentes dans les cellules
et de faire de I’imagerie a deux photons est développée par Olivier Séneque. Cette approche est basée
sur des complexes contenant des séquences peptidiques facilitant la pénétration cellulaire et des antennes
capables de sensibiliser efficacement les lanthanides par excitation biphotonique. Dans ces systémes, la
recombinaison de deux photons permet de peupler les états excités de ’antenne qui par transfert

d’énergie au lanthanide activera la luminescence.
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Figure 27. Sondes a base de carbazole développer par Ji-HYUNG CHOI

Cette approche a déja été¢ démontrée pendant la thése de Ji Hyung Choi qui a développé une sonde

contenant un carbazole picolinate 1i¢ a un complexe macrocyclique.
Des expériences d’imagerie confocale obtenu des cellules HELA co-incubées avec cette sonde montrent
que ces complexes ont bien pénétré les cellules et que lors d’une excitation biphotonique, les signaux
luminescents peuvent étre visualiser avec succes. Malgré la fonctionnalité de ces sondes, plusieurs
inconvénients ont été notés : La sonde montre une luminescente faible dépendant du solvant (rendement
quantique 13% dans le diméthylformamide (DMF), tandis qu'il est inférieur a 1% dans I'eau). Ces
complexes ont aussi démontré une toxicité légere ce qui est problématique pour leur utilisation comme
sondes.

Avec ceci en téte, un projet collaboratif sur un financement Labex Arcane avec Olivier Sénéque a
été initié. L étude de la modification de cette sonde pour en améliorer ses propriétés optiques est centrale
a ce projet. L hypothése proposée est que la faible luminescence des sondes biphotoniques observées
soit causée par la présence d’un processus en compétition avec la luminescence qui prendrait place en
amont du transfert d’énergie nécessaire pour induire la sensibilisation de la luminescence du Eu'll, Ce

Men Eu'l, qui

processus, est suspecté d’étre un transfert d’¢électron photoinduit capable de réduire le Eu
est non luminescente. Une thése de doctorat a donc démarré sur ce sujet et est en cours. Ce travail a donc
trois objectifs, 1) Améliorer les propriétés de luminescence en favoriser le processus de transfert

d’énergie vers le Ln'!

, 11) de tester des séquences peptiques pour induire une incorporation efficace dans
les cellules vivantes et faciliter leur vectorisation, iii) et finalement de permettre une imagerie sensible
au potentiel redox de I’environnent en I’incorporant des fonctions redox qui pourront moduler la
luminescence du systéme.

Dans ce but, nous avons décidé tout d’abord de modifier le carbazole avec des groupements

¢lectroattracteurs. Cette fonctionnalisation peut entrainer une augmentation du potentiel redox rendant

le PeT défavorable ce qui favorisera le transfert d’énergie et par conséquent améliorera la luminescence.
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Le thésard Adam Nhari engagé sur ce projet a synthétisé plusieurs dérivés contenant des groupements
¢lectroattracteurs tels que les groupement sulfonyle, sulfoxyde ou sulfone. Les propriétés de
luminescence ainsi que leur voltamétrie cyclique des ligand et complexes résultats ont été étudiées. A
ce jour, quatre fonctions prometteuses ont présenté des propriétés intéressantes. Comme par exemple le
composé 41.Ln qui contient un sulfonyle morpholine. 41.Ln a des propriétés luminescentes tres
prometteuses avec un coefficient d’extinction molaire de 24000 M-'cm™!, un temps de vie de I’ordre de
la ms et un rendement quantique de 15 %. De plus, I’excitation biphotonique de ce complexe a donné
lieu a une émission efficace. L’augmentation du potentiel redox du carbazole a donc favorisé le
processus de transfert d’énergie au détriment de la réduction de I’Europium. Ceci a été confirmé par les
propriétés de luminescence de ce complexe qui ont été évaluées avec un rendement de 15 % et une
efficacité d’absorption biphotonique de 33.

Le complexe 41.Eu contenant le monomere de TAT a ensuite été vectorisé dans les cellules par une co-
incubation avec un dimeére de TAT ou un dimeére de FLIPPTAT. Les images de microscope confocale
ont démontré une pénétration efficace dans les cellules sous forme de signal diffus de la luminescence,

Figure 28.
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Figure 28. a) Complex 41.Ln. b) Spectres de luminescence dans I’eau a 0,2 mM montrant le Eu'™ et Tb™
luminescence pour 41.Eu et 41.Tb respectivement, ¢) Images des microscope confocale démontrant I’émission de
Eu"! dans les cellules aprés excitation biphotonique 4 720 nm

Forts des résultats obtenus avec le complexe 41.Ln, nous avons donc décidés de continuer a nous
focaliser sur la diversification des mémes complexes mais cette fois-ci, eny incorporant une fonction
redox comme un nitroxyde ou autre. L’incorporation de cette fonction permettra de controler quelle
processus photo physique sera favorisé et donc de générer une sonde avec un switch on /off.

Pour faire ce switch, les fonction nitroxydes peuvent incorporées dans le ligand pendant la synthése de
la sonde (sur les carbazoles a la place des morpholines), mais cette synthése s’avere compliquée. A ce

jour, nous avons essay¢ d’introduire le nitroxyde sur le carbazole mais les résultats obtenus n’ont pas
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permis d’isoler efficacement les composés désirés (mélange des produits obtenus), des études plus
poussées pour synthétiser ces composés sont en cours.

Une seconde approche alternative pour incorporer une fonction nitroxyde dans nos composés consiste
a D’insérer dans la séquence peptidique. Un telle stratégie a déja été rapportée dans la littérature et a
donné des résultats intéressants.’®*° La molécule TOAC (2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl-4-
amino-4-carboxylic acid) a donc été introduite sur la séquence utilisant le protocol rapporté. Des résultats
prometteurs ont été obtenus par Adam Nhari. Méme si ces résultats sont préliminaires, ils montrent que
le radical joue un role prépondérant dans les processus d’excitation du lanthanide. Ils suggerent
¢galement que la proximité de la fonction redox sur le peptide permet une interaction qui provoque la
modulation de la luminescence de la sonde en fonction de 1’état redox du milieu. Des études plus précises

de ce systéme sont en cours pour mieux comprendre cette réponse.
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Chapitre VII
Médiation Scientifique

La médiation scientifique qui implique la communication et la traduction de concepts scientifiques
complexes a un public plus large, est trés importante pour plusieurs raisons. Tout d’abord elle facilite la
diffusion des connaissances scientifiques aupres du grand public, rendant I’information plus accessible
et compréhensible. Cela contribue a combler le fossé entre les scientifiques et le public, favorisant une
société mieux informée. Deuxiemement, la médiation scientifique est cruciale pour promouvoir la
littérature scientifique. En présentant les découvertes scientifiques de maniére claire et engageante elle
encourage les gens a évaluer de maniére critique 1’information. Elle encourage également a prendre des
décisions éclairées et permet d’avoir un bagage minimum pour participer aux discours scientifiques.
Enfin, la médiation scientifique joue un rdle significatif dans la rupture des barricres entre les différentes
disciplines scientifiques.

L’apport des connaissances envers le grand public est un défi d’une importance extréme plus
particulierement depuis les années covid ou la confiance envers le monde scientifique a souffert.
Depuis le début de ma carriere scientifique, j’ai voulu participer activement dans la promotion de la
chimie, J’ai voulu ’aider enfants et adultes dans la compréhension de sujets parfois compliqués a saisir.
En plus, je crois que nous devrions combattre le cliché ‘La chimie est sale’.

Mon intérét pour cette forme de communication ouverte a démarré en thése durant laquelle j’ai eu
I’occasion de participer aux journées portes ouvertes de L université et a la féte de la science. Durant
ces événements j’ai accompagné des groupes scolaires de niveau variés. Ceci m’a permis de prendre du
recul sur mon sujet de thése et plus particulieérement de voir sous un autre angle les travaux que nous
avons présentés au grand public.

Mon implication dans la médiation scientifique et la promotion des sciences chimiques, a continué en
Italie pendant mes stages postdoctoraux ou j’ai été choisie comme représentante de I’université pour la
campagne nationale ‘cinque par mille’. Ce projet avait pour but dans un premier temps de lever des
fonds pour le systéme universitaire qui était en souffrance. Cette campagne avait également comme
objectif de sensibiliser le grand public sur I’importance de la recherche universitaire considérée, alors,
comme une solution de carriere mineure en Italie. J’ai donc participé, en italien, a la production des
vidéos, a des débats diffusés dans des émissions de radio et aux journée portes ouvertes du département
de chimie.

Lorsque que je suis arrivée en France, il était important pour moi de contribuer a la médiation scientifique
et a la communication des projets dans lesquels j’étais impliquée. J’ai donc, entre autres participé a des

ateliers pour les enfants en cours élémentaire, lors des journées féte de la science avec le Labex Arcane.
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Depuis ’obtention de mon poste au CNRS, j’essaie de participer activement au rapprochement des
scientifiques vers le grand public. J’ai été nommée responsable de féte de la science pour le Département
de Chimie Moléculaire. Dans ce cadre nous avons monté avec I’UGA des interventions variées, comme
des ‘speed dating’, des ateliers en salle ou encore des visites de laboratoire, des journées portes ouvertes.
Nous avons depuis deux ans fait ’accueil de classes au laboratoire pour la découverte du DCM qui a eu
un franc succes.

En 2020, j’ai été nommée secrétaire de 1’association Chimie et Sociét¢ AuRA qui est une association de
médiation scientifique nationale. En tant que membre de 1’association je participe et j’organise des
événements de vulgarisation scientifique annuels, locaux, nationaux. J’étais notamment 1’organisatrice
de I’édition de ‘Chimie et Terroir’ a Seyssinet-Pariset en 2023 (https://www.chimieetsociete.org/chimie-
et-terroir/seyssinet-pariset-2023.html). Nous avons accueilli plus de 2000 enfants et visiteurs sur deux
journées. Durant, la semaine 1’événement accueillait des scolaires pendant la journée et su public le soir
et le week-end. Cet événement, était composé d’ateliers adaptés pour les classes dont les niveaux
s’étalent du cours élémentaire jusqu’au lycée. Cet événement a donc proposé plus de 7 ateliers pour les
petits (fabrication du beurre, séparation des colorants, génération de CO> pour donner quelques
exemples), et 20 démonstrations pour les plus grands, adolescents et grand public qui étaient en rapport
avec la chimie utilisé dans le terroir isérois tels que la distillation de chartreuse, 1’extraction des huiles
essentiels, la teinture des peaux de gants, la synthése des polymeéres utilisé¢ dans les vélos de courses et
skis.

Ces moments de partage avec le grand public sont utiles pour les enfants et le grand public : ils
permettent de mieux comprendre la chimie de tous les jours et de promouvoir les carriéres scientifiques.
Ces éveénements sont aussi importants pour les chercheurs, car cela nous permet d’apprendre a présenter
des sujets de maniere plus didactique, et d’envisager d’autres perspectives pour le développement de

nos propres projets de recherche.
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Chapter VIII — Perspectives de recherche

VIII.1 Contexte du projet

Depuis le début de mon travail sur ’utilisation des ligands redox actifs mettant en jeu des complexes de
lanthanides pour mettre en évidence la présence de stress oxydatif, il n’y a eu que peu de rapports qui
ont démontré une grande avancé pour la chimie des sondes redox.?’ Certains de ces exemples se sont
principalement focalisés sur I’utilisation de métaux de transitions comme cible redox.®*¢! Il persiste
donc un grand défi dans la conception de sondes donnant des réponses spécifiques d’autant plus que ce
domaine de recherche est devenu aussi fascinant qu’important due a I’implication du stress oxydatifs
dans des pathologies telles que certains cancer et maladie neuro-dégénératives. C’est pourquoi,

aujourd’hui il y a une croissance exponentielle du nombre de projets portants sur les sondes redox.

Ma stratégie de recherche future, dans notre équipe, consistera a se focaliser sur le design de nouvelles
sondes responsives en suivant les axes suivants déja plus ou moins explorés : les sondes luminescentes,
les sondes CEST et les sondes bimodales. Je me concentrerai également sur autre axe de recherche, tres
peu développé, mais qui mérite une investigation accrue : le développement des sondes dinucléaires ou
multinucléaires.

Depuis le début de mes projets de recherche, nous avons démontré 1’utilité des ligands redox actifs en
tant que sondes responsives, mais ces systémes étaient peu solubles en milieu aqueux ou leur activité
était trop faible.

Afin d’obtenir des sondes efficaces, Il y a deux approches possibles soit on s’intéresse a des potentiels
redox globaux, soit on vise des espéces réactives spécifiques a 1’oxygene. Dans les deux cas, le design
et la synthése de nos ligands redox actifs seront au cceur de mes travaux. Notre approche, comme celle
détaillée en partie IV, consiste a designer et synthétiser des ligands redox actifs qui permettent une
communication de I’état redox vers le métal agissant ainsi comme rapporteur de 1’état redox du milieu.
Dans ces complexe, le centre métallique se trouvera a faible distance des unités rédox-actives, qui
pourront ainsi participer a la complexation (ou pas). Par conséquent, une modification de I'état redox du
ligand devrait influencer soit la luminescence du lanthanide soit les temps de relaxation des complexes
en fonction du lanthanide utilisé. Afin d’avoir un systéme optimiser la nature de la sonde est primordiale,

par conséquent je me concentrerai dans un premier temps a la construction de nouvelles sondes redox.
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VIIIL.2 Investigation des nouvelles fonctions redox

L’¢étude de sondes redox pour I’imagerie médicale nécessite une compréhension de 1’activité redox des
cibles. L’incorporation de fonctions redox dans des ligands simples facilite I’é¢tude des interactions entre
métaux et fonctions redox. Les ligands de forme linéaires ou tripode ont déja été préparés avec des
fonctions phénolates (développé dans la chapitre IV) et ont permis d’évaluer 1’interaction entre métal et
radical (via analyses électrochimique et RPE entre autres). Le point clé du design des ligands réside sur
la fonction redox. En effet, celle-ci portera 1’activité redox du composé et communiquera avec le centre
métallique. La position de leur potentiel redox va décider s’ils peuvent étre utilis¢é comme sonde.
Cependant, ce potentiel peut étre modulé en utilisant une stratégie de synthese différente pour incorporer
des groupes accepteurs ou donneurs variés.

Pour obtenir une idée précise du comportement des fonctions redox avec peu de synthése tres
¢laborée, des petits ligands linéaires basés sur des plateformes pyridines ou des éthyléne diamine et des
tripodes (TREN) seront synthétisés Figure 28. Les études électrochimiques et RPE permettront de
comprendre avec précision les interactions et le potentiel de ces groupes fonctionnels a répondre a un
stimulus et de communiquer cette réponse au centre lanthanide.

Le choix du ligand est trés important pour le design de sondes efficaces. Comme montré dans la
Figure 29, et mentionné précédemment, notre stratégie est basée sur la fonctionnalisation de plateformes
de type pyridine, diamine et TREN. En ce qui concerne les groupes fonctionnels, plusieurs possibilités
restent a étudier : nous avons décidé de nous concentrer sur I’incorporation de groupes fonctionnels de
type nitroxyde, 44 qu’est déja connus au sein du laboratoire, verdazyles, 42, nitronyl nitroxyde, 43 ou
encore des carbénes. Notre choix s’est penché vers ces unités car elles semblent étre le meilleur
compromis entre stabilité et potentiel. Pour certains de ces groupe fonctionnels un sujet a déja été

développé au laboratoire mais pas pour des applications en imagerie médicale.
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Figure 29. Ligands linéaires contenant des fonctions redox R1 qui peut étre nitroxyde, verdazyle, nitronyl nitroxyde.
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VIII.2.a Nitroxydes

Dans ma recherche, les nitroxydes sont tout d’abord privilégiés en raison de leur stabilité, de leur
¢lectrochimie bien établie et de leur comportement en milieu biologique bien documenté. Ils sont
capables de former des radicaux stables, ce qui en fait d'excellents candidats pour la création de ligands
sensibles aux potentiels redox. Leur étude approfondie facilitera la compréhension de leurs propriétés
lors des interactions avec les métaux. Ayant déja exploré des complexes impliquant ces composés,
choisir les nitroxydes nous offre la possibilité d’étudier d'autres variables tout en conservant la fonction

redox bien connue.

VIIIL.2.b Nitronyle nitroxydes

Le nitronyle nitroxyde pour I’instant n’a pas donné les résultats escomptés (section V.I) di a sa
tendance a se réduire en imino nitroxyde ou imino hydroxylamine. Bien que cette activité ait donné une
sonde pH intéressant, 1’utilisation de cette fonction redox nécessite une étude plus systématique de ces
ligands et complexes pour mieux comprendre son comportement. La présence de la fonction pyridine
permet aussi d’obtenir une certaine modularité des propriétés car la fonctionnalisation de la pyridine en

position para est trés connue dans la chimie de complexes de lanthanide.

H |
0 6/7 steps R
| X | AN Couplage XN
- > |
—>
HO NG OH HO NG H HO N7 H
o] 0] @) 0]
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L’utilisation d’un acide chelidamique au lieu d’un pyridine dimethanol (synthése montrée en schéma
4) comme réactif permettra de fonctionnaliser la position para de la pyridine. Ensuite un couplage
(Suzuki®? ou Sonogashira®® entre autres) permettra d’incorporer des différents groupes R. Cette stratégie,
peut permettre de fonctionnaliser la pyridine avec potentiellement n’importe quel groupement
aromatique. Le groupement R peut donc contenir des groupes solubilisant ou encore, des pyridines
étendues. L’incorporation d’antennes comme des carbazoles, pyrénes ou des alcynes pour chimie click
etc, est potentiellement intéressante pour I’imagerie optique. La modularité et la flexibilité de la synthese
organique utilisant cette fonction ouvrent potentiellement la voie a I’étude de plusieurs nouveaux
groupes fonctionnels différents. Le nitronyle nitroxyde mérite donc des études plus poussées malgré la
difficulté causée par sa stabilité. Enfin, si les problémes de stabilité ne peuvent étre résolus par notre

stratégies, les composés synthétisés pourront étre utilisés comme sonde pH.
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VIIIL.2.c Verdazyles

Les verdazyles sont des fonctions redox trés intéressantes en raison leur stabilité et leur potentiel redox.
IIs présentent également une versatilité trés intéressante d’un point de vue de la synthése.®* Ils peuvent
étre synthétisés facilement & partir de n’importe quel aldéhyde aromatique.®® Leur synthése consiste a

utiliser un alkyl hydrazine en présence de triphosgene qui forme le ‘hat” du verdazyle. Le groupement
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Cl Cl > NH, NH, Y A
‘Hat’ de verdazyle R
47 48

Schéma 9. Synthése du verdazyle utilisant 1’hat de verdazyle et un aldéhyde avec deux possibilités citées

alkyle peut étre une fonction méthyle ou phényle (dans le schéma 9, un groupement méthyle). La
réaction de cette ‘hat de verdazyle’ est effectuée ensuite par un couplage avec un aldéhyde contenant
n’importe quelle groupement R. L’utilisation d’une fonction aromatique comme groupement R permet
aussi d’obtenir une antenne étendue. Ceci peut permettre d’obtenir des ligands aromatiques étendus
pouvant faire office d’antenne et de fonction redox au sein du méme groupe fonctionnel. Cela pourra
permettre une étude fondamentale des interactions entre métal et fonction redox ou entre métal et antenne

sans avoir a mettre en ceuvre une synthése tres élaboré.

Figure 30. Ligands linéaires contenant des nitroxydes, nitronyle nitroxyde, et verdazyl radicals
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Les ligands linéaires permettent une synthése rapide et simple pour assembler des fonctions redox.
Quelques exemples sont présentés dans la Figure 28, qui permettra une étude sur la fonction redox et sa
communication avec 1’ion métallique. Cette partie va permettre de comprendre leur comportement, leur
chimie redox et leur chimie de coordination lorsqu’ils sont incorporés dans des systémes
macrocycliques. Les complexes résultants seront analysés par électrochimie et RPE afin de déterminer
leur potentiel d’oxydoréduction et d’évaluer la réversibilité des processus et des interactions entre métal

et radical.

VIIL.3 Complexes monométalliques luminescents pour I’imagerie optique

En s’appuyant sur les travaux développés récemment au laboratoire, je souhaite développer des systemes
macrocycliques alliant propriétés redox et luminescence. Les radicaux organiques sont connus pour
jouer un role dans le transfert d’électron en tant que donneurs ou accepteurs. Comme montré dans la
section VI ils peuvent exercer une influence certaine sur le transfert d’énergie nécessaire pour
sensibiliser la luminescence des lanthanides, ce qui permettra de faire un switch de type on /off.
L’objectif de ce projet de recherche est de s’appuyer sur les premiéres expériences effectuées au sein du
CIRe, en essayant d’introduire des nouvelles fonctions pouvant fournir une sensibilité accrue aux
variations redox du milieu.

Jenvisage donc d’axer cette partie de ma recherche sur la conception de ces nouveaux ligands
contenant les fonctions redox présentées dans la section précédente, et une antenne permettant la
sensibilisation efficace du lanthanide.

Dans cette perspective chacun des ligands proposés est composé d’une poche coordonnante centrale,
qui permet de stabiliser le métal au sein du complexe, d’un chromophore permettant de sensibiliser le
lanthanide choisi par effet d’antenne, et la fonction redox qui sera responsable de la sensibilité de tout

le systéme a des stimuli redox. Le design est extrémement important car le choix de la fonction redox et
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Figure 31. Ligands a base d’un cycléne avec deux fonctions redox différentes.
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de I’antenne va gouverner les facultés d’imagerie résultantes. L’utilisation de plateformes de type
cycléne et cyclame offre de la flexibilité au design des systémes. De ce fait le complexe pourra posséder
entre un et quatre groupes redox. Ceci aboutira a une librairie de ligands dont I’étude permettra
d’élucider et de comprendre les mécanismes mise en jeu lors de la luminescence. Le succes de cette
approche résidera également dans la stabilité des complexes et des radicaux formés, ainsi que dans leur
solubilité en milieux aqueux comme démontré dans les sections précédentes.

Le design de ces complexes et leur synthése restent un défi certain. En effet, la syntheése de ces
composés demande souvent des voies a plusieurs étapes. Le ligand macrocyclique est préparé a partir
de cycléne contenant trois carboxylates protégés DO3AtBu. L’incorporation des différentes
fonctionnalités requiert une synthése par étape consécutive. Des exemples des ligands cibles sont
présentés dans la figure 30. Ces ligands incorporent la fonction redox dans I’antenne permettant ainsi
d’approcher le radical au plus prés des processus de sensibilisation. Dans le cas ou X est un simple H,
la synthése demande une de-symétrisation d’une pyridine di méthanol comme montré dans figure 32.
Dans le cas ou le X est fonctionnalis¢, un couplage, Suzuki ou Sonogashira ou autre peut étre utilisé.
Le choix d’incorporer la fonction redox sur la pyridine est stratégique car il laisse trois fonctions

carboxylates pour la stabilit¢ du complexe. Plusieurs types de groupements rédox-actifs, ici des nitronyle

9 Q\S”O
i “OH
Regv
X1= N
N=N

X2 = %N‘chaine PEG, alkyle etc

X1 =60
X2 = 61

Figure 32. Ligands contenant des fonctions redox actifs pour former des sondes luminescentes.
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nitroxyde et verdazyles sont proposés pour travailler sur la réponse redox. Les phénolates ont déja été
développés et leur potentiel redox est trés haut et leur solubilité et stabilité les rendent moins attractifs.

Il a ét¢ montré dans la littérature que la modification de I’antenne permet d’ajuster I’efficacité de la
sensibilisation envers le lanthanide.

C’est pourquoi je souhaite synthétiser des ligands comportant des groupes de type carbazole, pyridine
étendue, et verdazyls comme montré dans la Figure 29. Les pyridines substituées de maniére diverse
(modularité de la pyridine en position para, via des couplages ou substitution sur I’acide carboxylique)
permettent d’ajouter des chromophores tels que des carbazoles, qui permettront de controler le
quenching ou I’optimisation des processus de sensibilisation au sein des complexes de lanthanides. Les
états excités de ces chromophores dans la position X seront modulés en greffant, en position para de la
pyridine, des groupes donneurs ou accepteurs de sorte qu’un changement de potentiel puisse controler
les processus de sensibilisation et donc d’allumer ou éteindre la luminescence du lanthanide comme
démontré auparavant pour les complexes linéaires et les complexes a base de carbazoles, section VI.

Pour cette partie de mes travaux de recherche, je me concentrerai essentiellement sur des complexes
lanthanidiques car les métaux de transitions sont moins attractifs, selon moi, pour I’imagerie optique. Le
choix du lanthanide va dépendre de la technique visée, par exemple pour une excitation monophotonique
on visera des lanthanides émettant dans le visible tels que I’Eu' et le Tb™, ou dans le proche infrarouge
comme I"Yb!™ ou le Nd™. Pour une excitation biphotonique comme dans le cadre de la collaboration

I ou le Tb™, Bien évidemment les chromophores doivent

avec Olivier Séneque, nous choisirons I’Eu
étre capables de participer a la sensibilisation pour la technique choisie.

Les ligands, une fois complexés avec les lanthanides ciblés, peuvent donner des complexes
luminescents et sensibles au stimuli redox. Ainsi, ils pourront donner des sondes trés sensibles pour la
détection des especes réactive a I’oxygene. Leur activité redox sera étudiée via électrochimie et RPE, et
une étude minutieuse de leurs propriétés de luminescence sera effectuée. Les meilleurs candidats qui ont
des facultés prometteuses, seront ensuite étudiés en microscopie pour valider leur potentiel en tant que
sondes luminescentes. Ces premiers travaux sur les sondes luminescentes permettront non seulement de
cibler les meilleurs groupes fonctionnels les plus intéressants a incorporer dans mes futures sondes, mais

aussi de produire une premiére génération de sondes fonctionnelles efficaces utilisable dans les milieux

biologiques.

VII1.4 Systémes monométalliques pour PARACEST.
Les premicres molécules développées au CIRe pour le PARACEST étaient intéressantes mais
n’étaient pas adaptées pour une application en imagerie CEST. Ceci est principalement di a des

problémes de solubilité et & une réponse qui reste faible. Les molécules développées, bien qu’utiles pour
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faire des preuves de concept, n’étaient pas assez sensibles aux stimuli redox et les complexes synthétisés
pour la partie CEST se sont avérées étre ont été plutot hydrophobes. Leur mise en ceuvre nécessitait des
mélanges de solvants ce qui rends leur utilisation en tant que agents CEST impossible. Dans le but de
faire des sondes plus efficaces et/ou bimodales, je souhaite donc dériver les sondes présentées dans la
section V.II, en y incorporant des fonctionnalités CEST. Cette approche permettra de combiner les
propriétés luminescentes pour I’imagerie optique en utilisant la luminescence des lanthanides et le
PARACEST. La combinaison de la luminescence avec les effets paramagnétiques pourra rendre les
sondes plus sélectives et multi-topiques. Ces sondes permettront non seulement une imagerie a haute
résolution mais aussi le suivi de maniére quantitative et en temps réel des changements moléculaires in
Vivo.

Le design de ces complexes est similaire a celui décrit dans les sections précédentes. Par conséquent,
la synthése des fonctions redox actives contenant des chromophores sera similaire a celle présentée dans
la section précédente. Dans ces ligands, le nombre de site de coordination est important pour la stabilité
des complexes de lanthanide. Il est également nécessaire d’incorporer des groupes NH et OH au sein de
la molécule pour avoir un bon échange avec le solvant.

Les ligands proposés figure 33, sont basés sur un macrocycle, de type DOTA, sur lequel ont été
greftés des bras contenant des protons échangeables tels que les protons acétamides, les alcools, les
amines etc . Les équipes de Sherry,>® Harris,?* et Toth® entre autre ont démontré que ces fonctions
avec protons échangeables sont efficaces. Plusieurs stratégies peuvent étre envisagées pour ajouter
de telsprotons a la structure des complexes : ils peuvent entre introduits sur les bras CEST, sur le
métal en tant que molécule de solvant coordonnées ou directement sur la fonction redox.

Dans mes designs, le choix du métal est également important car il détermine en grande partie les
propriétés optiques et magnétiques des complexes. Souvent, ’Eu' est utilisé en CEST di a ses
propriétés paramagnétiques, cependant la nature du métal peut aussi étre étendue a 1’Yb, au Nd, ou a
I’Er. Ces métaux donnent le paramagnétisme nécessaire pour le CEST mais sont aussi luminescents.
Par conséquent, ils peuvent permettre de mettre au point des sondes bimodales alliant CEST et

luminescence. Dans le cas des complexes d’Eu'!

, 11 y a souvent une molécule d’eau coordonnée sur
le centre métallique. Les fonctions NH et OH seront incorporées de deux fagons différentes : Ils

pourront étre présents directement sur la fonction redox et/ou sur les bras stabilisant le métal.
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Figure 33. Ligands proposés pour I’imagerie CEST basé sur le macrocycle cycléne. Le groupe X représente

des bras actifs en CEST. Le groupement R représente des pyridines fonctionnalisées avec des radicaux.

L’incorporation de bras de type pyridine permet une modification facile des ligands. En effet, les
groupes pyridine sont facilement fonctionnalisés en position para, comme montré dans les sections
précédentes. Une fois les complexes synthétisés j’établirai la nature de la réponse en termes de

luminescence et relaxation en CEST des complexes seuls et aussi en fonction du potentiel rédox.

VIIL.S5 Complexes de métaux de transitions
Récemment certains métaux de transition tels que le manganése sont apparus comme alternative au

gadolinium pour I’imagerie, afin d’étre utilisé comme agent de contrats IRM dans le cas de patients

p 5@
Wed

Figure 34. Ligands basés sur phénol BPA fonctionnalisé avec des fonctions nitroxydes, ou verdazyles
intolérant au Gd..%” En effet les métaux de transition peuvent donner lieu a des systémes trés intéressants
pour I’imagerie in vivo car ils ont une toxicité faible et a I’instar de lanthanides, une abondance naturelle

dans le corps. Plus récemment des complexes de cobalt, généralement paramagnétiques, ont donné des
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résultats prometteurs pour le PARACEST.%® Avec ceci en téte, je compte étendre mes designs a des
complexes de métaux de transitions.

Dans ce but, un premier projet est en cours de développement avec un étudiant en M 1. Ce projet se
concentre sur des composés comme ceux schématisés dans la figure 34 : les ligands contiennent un BPA
et un groupement R qui permet entre autres d’avoir un groupe nitroxyde au sein de leur structure. Les
complexes de métaux de transition comme le Mn'!, le Co'l, le Cu"!, et le Fe!! pour lesquels le laboratoire
est expert restent a ce jour relativement inexploités. Ils seront donc développés et étudiés dans cette
deuxiéme thématique de recherche. Comme pour les lanthanides les sphéres de coordination seront
adaptées en tenant compte du besoin de molécules de solvants coordonnées au métal ou des protons NH
et OH échangeables nécessaires sur le ligand. La flexibilité¢ dans le design des ligands va étre la force de

ce sujet.

Les complexes développés dans ce chapitre seront luminescents et magnétiquement actifs. Une fois
que la syntheése des ligands et complexes ciblés sera optimisée, la stabilité, l'électrochimie, la
luminescence et I'efficacité de contraste de CEST seront étudiés minutieusement. Ensuite les meilleurs
candidats pourront étre testés en microscopie confocale pour évaluer la possibilité de les utiliser comme

sonde in cellulo ou in vivo.

VIILS Systémes multi-métalliques pour ’'imagerie médicale par luminescence et PARACEST
controlé par plusieurs stimuli.

VIILS.i Complexes dinucléaires simples

Les complexes dinucléaires n’ont que trés peu été étudiés pour le développement de sondes pour
I’imagerie médicale.®~7! Ceci est partiellement di a la difficulté d’avoir plusieurs complexes homo ou
hétéro-nucléaires solubles qui contiennent plusieurs fonctions. Cependant, les complexes multi-
métalliques peuvent étre trés intéressants en tant que sondes responsives pour des nombreuses
raisons telles que le rapprochement de deux métaux différents, la communication accrue des radicaux
avec les métaux ou la possibilité de faire des systémes dissymétriques permettant ainsi d’avoir des
complexes multi-fonctionnels.

L’¢laboration de systémes multi-topiques représente un grand intérét dii a leur capacité de donner
plusieurs informations simultanément. La distance séparant chaque centre métallique sera relativement
courte ce qui devrait permettre de favoriser les interactions inter-métaux et donc d’améliorer les
performances de nos systémes, avec non-seulement une communication inhérente au systéme mais aussi

avec une stabilité des complexes accrue.
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La synthése de ces ligands incorporera les briques fonctionnelles développées dans la partie VII.1
et VIL.2. Les deux macrocycles ou cage de coordinations seront liés en effectuant une étape de couplage.
Le ligand macrocyclique est préparé a partir de cycléne protégé (triBOC ou glyoxal). Cette approche
permet d’obtenir une sélectivité lors de la fonctionnalisation du cyclene. Les différentes fonctionnalités
seront incorporées en utilisant une synthése par étape consécutive. La syntheése des ligands contenant
deux cavités coordonnantes pourra étre envisagée selon 2 stratégies : La premicre consiste a synthétiser
les ligands macrocycliques avec des bras fonctionnels dans un premier temps et de les lier en utilisant
une derniére étape par chimie ‘click © (déja rapporté en section. I1.2). La deuxieme approche consiste a
synthétiser les systemes dinucléaires par couplage autour d’un espaceur organique simple, type pyridine,

xylene etc., comme dans la Figure 35.

R./—/\ R
R/ NN
N N [ ] 0
[ ] N N’ R= \)J\N/\COOH
N N /'R H
R\ R

Figure 35. Dimére le plus simple basé sur un macrocycle 1i¢ par un xyléne avec des bras acétamides

Dans un premier temps, les ligands simples seront synthétisés avec des espaceur de type xyléne ou
pyridine. Les sites restants seront remplis avec des ligands CEST de type acétamides ou alcools. Les
premiéres molécules, consistant en deux cages macrocycliques reliées avec un pont p-xylene Figure 35,
seront testées en PARACEST. La famille de ligands de la Figure 35 nous permettra d’obtenir des
complexes variés et leur étude nous communiquera des premieres informations sur le comportement des

complexes di-nucléaire en CEST.
VIIL5.ii Complexe utilisant des pont redox actifs

Une fois que les ligands décrits dans les sections précédentes auront été testés, nous aurons acquis
une bonne compréhension du comportement des complexes dinucléaires en CEST. Ceci nous donnera
une base solide pour développer des systemes plus complexes. Afin de synthétiser ces systémes, je
compte incorporer des groupes pontants entre les complexes métalliques. Cette fonction redox pontante
interagira avec les deux centres métalliques ce qui peut offrir des nouvelles possibilités. En effet, d’un
point de vue chimie redox et chimie de coordination ce type de complexes peut apporter de nombreuses
informations sur ’interaction des fonction redox avec les centres métalliques. Ils peuvent également
donner la possibilité d’augmenter la qualité de la réponse au stimuli redox grace a ses deux métaux sous

I’influence du méme radical.
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Le design de tels complexes contenant un pont fonctionnel est montré figure 36, il se concentre sur

I’utilisation d’antennes étendues contenant une pyridine, un benzéne ou un phénolate fonctionnalisé qui

relient les deux macrocycles capables de complexer les métaux désirés. Les composés de la Figure 36

O = macrocycle

X
L
N

Figure 36. Pont permettant de lier des macrocycles. Les fonctions en para de la pyridine permettent la
fonctionnalisation via des couplages pour incorporer des radicaux et/ou des antennes

contiennent des fonctions aldéhyde ou iodure en position para des cycles aromatiques du pont, ces

groupes permettront une diversification facile de ces composés de bases. Par exemple, des fonctions

supplémentaires telles que des groupes donneur ou attracteurs pourront étre insérés sur le ligand pontant

par des réactions simples de type couplage de Suzuki ou Sonogashira. Ceci permettra d’obtenir une

bibliothéque de ligands et complexes et par conséquent d’effectuer une étude extensive de 1’influence

de la nature du pont sur les propriétés des complexes bimétalliques.

Ce type design nous offre une grande flexibilité di aux voies de synthése organique envisageables

pour ces ligands qui peuvent étre symétriques ou dissymétriques. Comme mentionné précédemment, le

-00C COO

NH HN
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Figure 37. Sonde dinucléaire basé sur un pont redox actif.
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pont pyridine ou phénol peut étre facilement fonctionnalisé par des étapes de couplages en donnant des
antennes étendues. Par I’exemple, I’amino tempo ou I’hat de verdazyle peuvent interagir avec 1’aldéhyde
pour former une amine et ajouter une fonction redox actif sur la pyridine comme montré pour des
molécules 63 ou 64 dans la Figure 37. Une fonction redox pontant les deux cavités permettra d’avoir la

méme interaction avec les deux métaux, et donc d’augmenter le signal avec la méme réponse.

De maniere similaire, je compte également fonctionnaliser les ligands pontants avec des
chromophores afin d’obtenir une luminescence plus efficace, ou avec des groupes solubilisant tels que
des morpholines, des PEG pour faciliter 1’utilisation des complexes pour PARACEST dans les milieux

biologiques.

Dans un deuxieéme temps, la dé-symétrisation de ces systémes sera envisagée a travers la substitution
sélective de la pyridine : Une réduction sélective du bras en position 2 de la pyridine permettra une
premicre fonctionnalisation avec un premier ligand macrocyclique. Ensuite, le deuxiéme bras en position
6 peut étre réduit a son tour pour incorporer 1’autre macrocycle. Cette synthéese, plus longue et fastidieuse
sera plus amplement étudiée, si les pont redox-actifs s’averent intéressants. Ce projet de recherche vient
s’insérer dans la lignée des projets décrits jusqu’a présent et permettra de construire des sondes
innovantes, avec de nouvelles fonctionnalités. En effet, la présence de fonction « switch » redox-actives
entre les deux métaux pourra permettre d’avoir un signal bimodal qui sera dirigé en fonction de I’état

redox du milieu. Ceci qui sera un atout intéressant pour I’imagerie in cellulo.

VIIIL.6.a Systemes heterobimétalliques avec les métaux de transitions

Finalement, je souhaite également explorer plus en détails les complexes hétéro-bimétalliques et leur
utilisation en tant que sonde pour I’imagerie. Il est par conséquent naturel que je m’intéresse également
aux métaux de transitions tels que le Mn'!, le Co',, e Ni"! et le Cu'!, qui sont sensibles aux variations du
potentiel redox et qui sont des sujets d’expertise que sein de I’équipe CIRe. Récemment, les complexes
de cobalt ont été le sujet d’études car ils s’avérent étre d’intéressants candidats en CEST.”? Di a leur
aspect redox sensible les métaux peuvent fonctionner comme des indicateurs de conditions redox du
milieu. Dans nos systémes, les métaux peuvent se loger soit dans une méme cavité, soit dans deux
macrocycles distincts. Ceci permettra ainsi d'obtenir deux especes différentes avec des propriétés
distinctes. La formation sélective de ces complexes dépendra de la différence d'affinité entre les deux
cavités des ligands, ainsi que de la quantité de métal présente en solution. Une stratégie encore plus
efficace pour la production de complexes hétéro-bimetalliques consistera a mettre en place
successivement des poches coordonnantes comme expliqué dans la section précédente. Enfin,

I’incorporation d’un métal de transition pour le CEST et d’un lanthanide permettant I’imagerie optique
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est également intéressante. Ceci pourrait donner deux signaux différents pour une réponse, permettant
ainsi une détection du méme stimulus a deux échelles de temps différentes. Il est également possible que
le couplage de métaux de transition avec des lanthanides donnera des effets PARACEST plus intense

que ceux attendus pour les complexes monométalliques.

Cette approche a été présenté lors du concours CNRS est reste une perspective intéressante méme
si ce n’est pas I’objectif premier de ma recherche. Cette approche permettra d’obtenir des systémes avec

des capacités accrues di a la multiplication de couples IRM /CEST au sein de la méme topologie.
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Chapter IX Conclusion

Les complexes de lanthanide ont été étudiés pendant des décennies en tant que sonde pour diverses
cibles. En revanche, bien qu’ils soient bien connus pour leur activité comme sonde, leur potentiel comme
sonde redox est moins étudié¢ dii aux complexités d’analyse. Dans mes projets de recherche, Je me
focalise sur le design des ligands redox actifs capables de complexer des lanthanides et des métaux de
transitions. Les stratégies de synthése organique que je souhaite utiliser permettent d’offrir une
versatilité & mes systemes qui me permettra d’entreprendre une étude minutieuse des complexes pour
I’imagerie et des mécanismes qui les régissent.

Il existe un besoin a combler dans lequel les ligands redox actifs que je développe pourront jouer un réle
important. Dans cette optique, mes recherches futures se focaliseront sur des complexes radicalaires de
lanthanide, et de manganése pour I’IRM, et de métaux tels que le cobalt et le fer pour le CEST.

Les résultats montrés ci-dessus ont j’espere €clairer 1’approche que j’adopterai pour générer des sondes
responsives pas seulement au stimuli redox mais aussi au pH. Ces sondes me permettront de mettre au
point des solutions pour le diagnostic de maladies grave telles que les cancers ou les maladies neuro-
dégénératives. Nous proposons ici trois approches qui permettront I’¢laboration de différentes familles
de composés macrocycliques capables de donner des signaux luminescentes et magnétiques en fonction
de leur environnement redox.

Dans mes projets de recherche, la synthése organique est prédominante et est un atout puissant car elle
offre une flexibilité inédite pour former des nouvelles molécules variées. Par conséquent, les nouvelles
stratégies de synthése sont le futur du développement de tout type de sonde. La combinaison de la
synthése organique avec la chimie des lanthanides est, selon moi, un atout majeur dans le domaine
d’imagerie médicale. Je pense que les sondes redox joueront un role important pour le diagnostic médical
et permettront le dépistage précoce et une meilleure compréhension des maladies graves comme les
cancers ou les maladies neuro-dégénératives. Par conséquent j’aimerais orienter ma carriere de sorte a

offrir ma contribution a la création et I’amélioration de ces sondes redox-actives.
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