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Introduction

Le cancer est souvent surnommé la ‘maladie dli°zlécle’. En effet, 12,4 millions de
nouveaux cas de cancer ont été déclarés dans le monde en 2008, retleglie a causé la
mort de 7,6 millions de personnes cette méme ahr@es chiffres sont en constante
progression, en raison de l'augmentation de la fréquence des caeinderbespérance de vie,
et devraient atteindre a I’horizon 2030 plus de 26 millions de nouveaux tasyellions de
décés dus au cancer par an, selon les estimations.

Ce probleme majeur de santé publigue occupera donc une place de pluss en pl
importante a I'avenir, de par les codts sociétaux et économiques qu’il engendre.

Il est essentiel, pour limiter cet impact, de détectecéexers le plus t6t possible. En
effet, dans le cas de cancers peu développés, la lourdeuritlradras subis par le patient
(principalement la chirurgie, la chimiothérapie et la radiapié) est significativement
réduite par rapport a un cancer en stade avancé. Le taux dssiocdngcompléte augmente
egalement avec la précocité du diagnostic, tandis que le risquécidere et de rechute
demeure trés élevé dans le cas de cancers métastases.

Il existe pour certains types de cancer des méthodes de dépistamettant cette
détection précoce. C’est le cas par exemple du cancer du skncetui du col de l'utérus.
Cependant, la plupart des types de tumeurs malignes ne peuvemtuie lactuelle, étre
dépistés a un stade suffisamment anticipé pour une amélioragaificsitive de leur

pronostic.

Dans ce contexte, il est nécessaire de mettre au point de nrwwdds permettant une
détection précoce du cancer.

Les nanomatériaux, par exemple, offrent de nouvelles possibilitédepdiagnostic et
le traitement de cancers. En effet, les nanoparticules mulidonetles, trouvant des
applications telles que le ciblage spécifique, I'imagerie othdémapie, ont été activement
étudiées ces derniéres années, dans le but de dépasser &imtismassociées aux méthodes

de diagnostic et de thérapie conventionnélles.

C’est dans ce contexte général que le projet ‘Hybiotag’, finpac&Agence Nationale
de la Recherche (ANR P2N), a pu étre mis en place. L'objedti®l de ce projet était la
conception et la réalisation de nano-sondes hybrides luminescentesttaetrta détection

précoce du cancer, et plus précisément de celui de la prostate.



Introduction

Les propriétés de luminescence particulieres des ions lanthadmgsles nombreux
avantages seront développés ultérieurement, nous ont conduits a cggisirniers comme

luminophores.

Nous présenterons dans un premier temps une étude bibliographie portdes sur
différents aspects de ce projet pluridisciplinaire. Aprés awvaiitét des propriétés de
luminescence spécifiques aux complexes de lanthanide, nous développeronexdingries
de nanohybrides luminescents, avant d’aborder la détection du canlkepmbstate. Nous
conclurons cette partie introductive par une présentation précise et completgetiu pr

Le deuxiéme chapitre sera consacré a la synthése de nouveayexasmde
terbium(Ill) et d’europium(lll) a partir de ligands organiqueseobis par une voie dite de
chimie click. L'étude des propriétés optigues de ces chélateerme la sélection de
plusieurs candidats pour la synthése de nanohybrides luminescents.

Dans un troisieme chapitre, nous traiterons de la synthése d@aoce$ybrides
luminescents et de I'étude de leurs propriétés optiques, ainsi geerderictionnalisation de
surface.

Le chapitre quatre sera axé sur la synthese de nouveaux vegmbeure ciblage de
cellules prostatiques tumorales, ainsi que sur le greffage ue d’entre eux sur les
nanohybrides précédemment synthétisés.

Nous présenterons dans un cinquieme chapitre les résultats biologigliesnpires
obtenus avec ces nano-sondes hybrides luminescentes.

Enfin, nous résumerons en conclusion I'ensemble des résultats obtemiset

exposerons les perspectives offertes par ce travail de thése de doctorat.
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Etude bibliographiqu

Cette introduction bibographique, loin 'étre exhaustivgun mémoire de these’un
format raisonnable §' suffrait pas, vise surtout a fournir adecteur les tenants et

aboutissants du trait pluridisciplinaire qui leL sera présenté par la suite.

1. Les complexess de lanthanide

1.1. Les lanthanicdes

Les lanthanides (Lngorrespondent aux quinze éléments du b de la classification
periodiquecompris entre leanthan (s7La) et le lutecium+Lu) (Figure 1).

Le scandium£4Sc) et 1yttrium (39Y) sont souvent assimilés a cefamille en raison d
leurs propriétés chimiquesoches. Ces deux éléments sorgroupés wvec les lanthanide

sous le terme de « terres rares

i =
H He
N |
3 4 9 10
Li | Be F | Ne
[ S
Na | Mg Ci | Ar
eh o B T
19 20 35 36
K | Ca Br | Kr
e BB
a7 8 53 54
Rb| Sr I | Xe
5,468 BT.6] k) il 13129
Caesum A 5 rdon
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! 8’7 HIH 29.102 103 104 106 106 107 108 109 110 111 112 114
Fr | Ra| =« | Lr | Rf | Db | Sg | Bh | Hs | Mt |Uun|Uuu{Uub| Uuq
77| 1226] 12621 161 {757 | 1256 Led) 269 1258 27 2121 LI 1283
mlhsa’mrn Dﬂ n o uvé\glul'l Lm|5|—1\‘xulu Mraznu“ \.-.l::"mrn -uwillu mézm -J“;L;;E»Mr \mlg;ml 1$N Vlg;ll\ rll-__;lalull
s Sérle des lanthanides
La|Ce|Pr|Nd|({Pm|Sm|Eu|Gd| Tb [Dy|Ho| Er [Tm| Yb
1249 14012 14091 14424 149 150 3¢ 15196 15728 15803 16250 16483 16126 16803 17404
actriu herum otacinum|  uranum napurium | photonium ANt un curium berkalum | cabforrium | einstenium | fermum [mendelavion  nobedium
% stf!riE l]“ atude‘ 80 90 91 92 23 2 s 26 97 28 2 100 101 102
Ac|Th|Pa| U |Np|Pu|Am|Cm| Bk | Cf | Es |Fm|Md| No
ben | i | e | aage | ber | g | e | g | e | Gei | Bes | ger | Bek | g

Figure 1: Tableau péndique des éléments, avec en vert les lanides et en jaune
scandium et I'yttrium.

Cette appellation dezrres rares 'explique par la fible aboncance présumée c
minerais de lanthanides &poque de leur découverte, vers la fin d®™ siécle. Toutefois,
cela ne correspond pas a Lréelle rareté des lanthanides puisque cenents, en dehors «
prométhium, se rencontrela des taux relativement élevés dans rodte terrestre. P
exemple, le cériunfle plus aondant des lanthani() est présent danstorce terrestre a d

concentrations comparabléscelles du cuivre, et le thulium (le laianide le plus rart
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exception faite du prométhium) est plus abondant que |3ddeprométhium, principalement
issu de la fission de l'uranium, est une exception concernant I'aboadkes lanthanides. En
effet, cet élément est extrémement rare en raison deesfalemi-vies de I'ensemble de ses
isotopes, toutes inférieures a 40 ans.

Les principaux minerais de lanthanides sont la bastnaésite QgFE la monazite
(LnPQOy). Ces deux minerais contiennent plusieurs lanthanides dans des propeaatians
suivant le minerai et son origine.

On estime également que 70% des réserves mondiales connues dedastbaraient
situées en Chine, sous forme de silicates d’aluminium a la sutizaquels les lanthanides

sont adsorbés.

1.2. Configuration électronique

La structure électronique des lanthanides correspond généralémpgte]6s” 4f "
(Tableau 1). Le lanthane, le cérium, le gadolinium et le lutécium, qui possédent une
configuration électronique de type [Xef64f " 5d', sont des exceptions. Dans le cas du
lanthane, la sous-coucha ®st plus stable que l&,4conduisant au remplissage de cette
couche avant celui de l&.4Puis a mesure que le numéro atomique augmente, le nombre
croissant de protons dans le noyau provoque la contraction des orbifades deviennent
alors plus stables que led. & ette inversion d’énergie limite le remplissage de la soushe
5d au profit de la sous-couché& #nenant a la configuration du cérium [X€]@&f * 5d* puis &
la configuration électronique [Xed&f " de la majorité des lanthanides. La configuration
[Xe]6s 4f” 50" du gadolinium est due & la stabilité particuliére de la configuraf ’, avec
une sous-couche a moitié pleine. Enfin, dans le cas du lutécium la ctuéthat saturée, un
électron est placé dans la sous-couahe 5

Pour les ions, la configuration électronique la plus stable est obpanua perte des

électrons € puis %I, menant aux tri-cations Bhde configuration électronique [Xd]2(n=0-
14). Ce degré d’oxydation (lll) est partagé par tous les larttegniet constitue de loin la
forme majoritaire des ions de ces éléments. Cependant, on niei@égia’existence d’autres
degrés d’'oxydation stables pour certains éléments, comme lemcél/) possédant la
configuration électronique stable du xénon (perte de I'éledjrainsi que I'europium(ll) et
le terbium(lV) qui sont stabilisés par leurs orbitalea Moitié remplies.
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La contraction des orbitaled 4 également une conséquence importante. Etant donné

gue les orbitaleBmasquent moins efficacement la charge nucléaire que les arbjtaleud,

cette charge affecte fortement les orbitalse65. Il en résulte une diminution du rayon

ionique lorsque le numéro atomique augmente, phénomene connu sous le nhom di&ocontra

lanthanidique Tableau 1).

Tableau 1 : Configuration électronique des lanthanides et de leuatitir, ainsi que leurs

rayons ioniques (pour une coordinence de 6).

Eléments Ln C':onfigur.ation C':onfigur.ation Rayon ionique
électronique électronique de LI de Lr**(pm)

La Lanthane [Xe]€ 5d* [Xe] 103,2
Ce Cérium [Xe]& 4f * 5d [Xe]4f ! 101,0
Pr Praséodyme  [Xe}p4f*> [Xe]4f 2 99,0

Nd Néodyme [Xe]& 4f * [Xe]4f 3 98,3
Pm Prométhium  [Xe]§ 4f° [Xe]4f 4 97,0
Sm Samarium [Xel6 4f ° [Xe]4f® 95,8

Eu Europium [Xe]& 4f [Xe]4f ® 94,7

Gd Gadolinium [Xe]& 4f * 5d [Xe]af ’ 93,8

Tb Terbium [Xe]&” 4f ° [Xe]af ® 92,3

Dy Dysprosium  [Xe]& 4f 1° [Xe]4f® 91,2

Ho Holmium [Xe]&s 4f 1 [Xe]4f *° 90,1

Er Erbium [Xe]& 4f *2 [Xe]af 1 89,0
Tm Thulium [Xe]6s” 4f 12 [Xelaf 2 88,0

Yb Ytterbium [Xe]6&? 4f 1 [Xe]af 13 86,8

Lu Lutécium [Xe]&? 4f 1 5d* [Xe]af 1 86,1

1.3. Propriétés de luminescence

1.3.1.Généralités

Sous l'effet d'une excitation lumineuse de longueur d'onde adaptéeorssLr

émettent des photons. Cette émission, caractéristique de chaqueuior, une large gamme

spectrale allant de Il'ultraviolet au proche infrarouge (300-3000 nmn)eX@ample, les ions

Gd**, Tb*, Sn* et EG* émettent respectivement une luminescence ultraviolette, verte,
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orange et rouge. Les ions NdHo*, EF* et YB** émettent quant & eux dans le proche
infrarouge’

Cette luminescence est caractérisée, entre autres, pangesde vie longs allant de la
ps ala ms, et des bandes d’absorption et d’émission étroites.

Ces propriétés si particuliéres ont été largement étudiGesietiues a la nature unique
des orbitales f4des lanthanide¥’ En effet, la luminescence des ions*Limplique des
transitions f-f. Ces transitions sont interdites par la régle de sélectiohagerte, qui
n‘autorise pas les transitions d’électrons entre deux états e mpérité (et pour la méme
raison sont interdites les transitiong et d-d). L'interdiction de ces transitions implique une
faible probabilité que celles-ci surviennent, ce qui engendre les tenyss de vie de la
luminescence des lanthanides ainsi que leur tres faible absorpinidére (le plus souvent
inférieure & 1 L.mot.cm™).

De plus, les orbitalesf4énetrent de facon notable le coeur xénon et sont fortement
masquées par les sous-couchgd 6t 5° qui les isolent efficacement des influences
extérieures. Ce comportement d’électron de coeur adopté pérdesrés 4 se traduit par des
effets de champ cristallin trés faibles par rapport au coupgeorbite et a la répulsion
inter-électronique. Ceci a pour conseéquence I'étroitesse des baexleisation et d’émission,
caractéristiques des lanthanides, ces dernieres étant largeimddpendantes de

I'environnement de l'ion.

Pr Nd Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb
—
40+ — -
] p
— S— 0
351 - =
i e = = =
| = ====T,
25+ —— 5D, T —
o 1 e E 2 : -
— o —
- 20- s = gl D AF‘J‘Z o 164
2 al =2 Ty B,
— 15- ‘Dz : G5-‘3 _D R—— —
w | — R R —

4 N B e —_— p—
bl B o o — = — Fan
5 =::: E:_"m_

0o ———= — — — — — — —
JH‘* IEHZ H5J2 7F0.1 asm ?Fs EH!S;:: Sla d]ﬁuz JHG 2F7r2

Figure 2 : Diagramme d’énergie d’ions Ehen solution aqueuse. En rouge sont représentés les

principaux niveaux luminescents. Les niveaux fondamentaux sont indiqués &n bleu.
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La configuration électronique des lanthanides engendre de nombremes tissus des
subdivisions provoquées par la répulsion inter-électronique, le couplage Isipgnety dans
une moindre mesure, par le champ cristallin. Ces niveaux d’énergé&éodéterminés dans
les années 60, puis complétés dans les anné&sgaoe 2).%

Les ions L&" et Lu**, comportant des sous-couchdsespectivement vides et pleines,
ne possedent pas de niveaux exdités ne sont donc pas concernés par cette luminescence

particuliére due aux transitioffis.

1.3.2.Phénomene de quenching

Dans le cas ou la différence d’énergie d'une transitibooincide avec un ou plusieurs
guanta d’énergie vibrationnelle d'un oscillateur moléculaire prochiEafeexcité, on peut
assister a un transfert d’énergie vers ces oscillateurs ningn@e désexcitation non-radiative
(Figure 3).

B ey Th(Ill)

v(0-H) (0-D)
m— 1,(N-D

- )
spp =S TTuNH) =7

20— S 5Dy
5D 4-{7_?'

= SD( === —
2
. 15— 3 — —
-
£
o E — 3
- L e
=
2
@ 10— — —
=
(11] | — —

— e ]

7Fg

o
I
-
o
[
[=]

[=]
I

o

@

Figure 3 : Niveaux d'énergie vibrationnelle des oscillateurs O-H, ONEH et N-D, et des ions
EU®* et TB". Les demi-cercles indiquent les principaux niveaux luminesaées ions. Les fléches

représentent les processus de désexcitation non-radiative par trdésfergie vers les oscillateurs.

Ceci a pour conséquence une baisse de l'intensité de luminescerscégatament une
diminution de la durée de vie de I'état excité et par conséquertdimmeution du temps de
vie de luminescence.

En solution aqueuse, le plus courant de ces oscillateurs es$da I@-H des molécules

d'eau. La désactivation étant directement proportionnelle au nomloszillateurs a

-11 -
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proximité de I'ion, il convient pour limiter ce phénomeéne d'utiliser ldgends polydentes qui
vont exclure totalement ou partiellement les molécules d’eau dwelmiere sphére de
coordination du métal, ou des ligands qui vont avoir tendance & encapsuler I'ion lanthanide.

1.4. Les complexes de lanthanide luminescents

La luminescence des ions lanthanides est par définition faiblgueuliss transitionsf
générant cette luminescence sont interdites et menent a désiends d’absorption tres
faibles. Cette luminescence peut étre considérablement augnmaméa formation de

complexes de lanthanide avec des ligands (L) adaptés, appelés ligands péibitisaéeurs.

1.4.1.Coordinence de I'ion Ln(lll)

Les ions lanthanides sont des acides de Lewis durs, qui présententedeaffinités
pour les atomes d’oxygene et dans une moindre mesure pour les atanods. Cette affinité
est par ailleurs plus forte dans le cas de ligands anioniques, qat peéférés aux ligands
neutres.

Les orbitales # pénétrant de maniere notable le coeur xénon, elles ne peuvent pas
interagir avec les orbitales des ligands et ne participenaypa liaisons. Les lanthanides sont
donc incapables de participer a des liaisgreontrairement aux métaux de transition.

En conséquence, la chimie de coordination de ces éléments n’est dépendante que de leur
rayon. Ainsi, en 'absence d’autres ligands, les ions les plus gmoefft en solution aqueuse
des hydrates de coordinence 9 comme [N@)]*" alors que les ions lanthanides plus petits
forment des hydrates de coordinence 8 (par exemple p)§H".Y’

Les ions lanthanides étant incapables de former des liaisons cesakerdc leurs
ligands, les interactions ligand-métal sont de type électiqustatDe ce fait, les complexes de
lanthanide en solution aqueuse sont labiles, sujets a des échandes de ligands et a des
dissociations dans les milieux dilués.

Les complexes formés a partir de ligands monodentes seront ddeaméati dissociés
en solution aqueuse au profit de la formation d’hydrates, plus stadtléa stabilité des

complexes sera augmentée avec la denticité des li§qfdbleau 2.

-12 -
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Tableau 2 : Stabilité de complexes de gadolinium, en fonction de la denticité du ligand.

Ligand Denticité  log K®
'OOC/\H/\COO' Gd* + 12 =— [GdL]* 3 6,8
"00C¢” "N” “CcoO"

L Gd%* + L3 =—— [GdL] 4 11,5
(eloloy
"00C i
I /—C00
] N N Gd* + ¥ =—— [GdLT 6 17,1
00C— oo

.OOC\%N(\N%CO()—
& N— Gd3 + LY =—— [GdLJ 8 28,0
N 3 oo

-ooc—/

1.4.2.Luminescence des complexes de Ln : I'effet d’antenne

Le mécanisme de la luminescence des complexes de lanthanide, apgfédé
d’antenne », fait intervenir un transfert d’énergie depuisgnlti vers le lanthanid&igure
4)8

Ligand

"\/\’L\"K Tl
ClS. A =—

Ln3+

NN

SIE

%I:E"‘A
T af *
T Absorption
F ¢ N.R P N.R
R N.R. l Emission radiative
% Non-radiatif
\]
< 3 vl 3
So ¥ . — af

Figure 4 : Luminescence des complexes lanthanide par effet d’antenne.

(F : fluorescence du ligand, Sétat fondamental, ;S état singulet excité du ligand, C.I.S. :
croisement inter-systeme, T état triplet du ligand, P : phosphorescence du ligand, T.E. fdrans
d’énergie vers l'ion lanthanide, R.T. : rétro-transfért,état excité du lanthanide, N.R. : désexcitation

non-radiative).

Le déroulement le plus courant de ce transfert est le suivam$ udgpremier temps, un
photon est absorbé par le chromophore organique, conduisant au passadecttomméde

-13 -
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I'état fondamental §a I'état excité singulet;SLa molécule peut alors soit revenir a son état
fondamental par émission d'un photon (correspondant a la fluorescencean) lay par
désexcitation non-radiative impliquant divers mécanismes, soit, féaited’'un croisement
inter-systeme, venir peupler I'état triplet. Depuis cet état triplet, le ligand peut perdre son
énergie soit par désexcitation non-radiative soit en émettant un pfeotwespondant a la
phosphorescence du ligand), ou bien en la transférant a I'ion lantharlidectant a un de
ses niveaux émetteurs. L'ion Y'nexcité peut ensuite retourner & I'état fondamental par des
désexcitations non-radiatives ou par I'émission d’'un photon en impliquantamsgionf-f.
Pour que ce transfert d’énergie puisse se faire avec efficdei chromophore n’est pas
nécessairement lié directement au métal, mais doit se trouver a uneifadiealde celui-ci.

Les passages successifs par des niveaux ayant des énergies @ jplus faibles
impliquent également une forte différence d’énergie entreaj®nnement émis par le
lanthanide et celui absorbé par le ligand. Ceci se traduit palégémcements de Stokes (ecart
de longueur d’'onde entre le rayonnement émis et le rayonnement aliSiguré 5) de

I'ordre de la centaine de nanometres.

Intensité Bande d'émission Bande d'excitation

< > |
Déplacement de Stokes

Figure 5 : Représentation du déplacement de Stokes.

Cependant tous les ions ¥nne possédent pas des états excités a des énergies
compatibles avec celles des états triplets des chromophassgjdes. C’est néanmoins le cas
des ions EU et TB™, et dans une moindre mesure de*Set de Dy*. Concernant les autres
lanthanides, LH et Lu** ne possédent pas d'état exdiféles états excités du gadolinium(lll)
sont eux situés a des énergies supérieures a celles desiglett des ligands standards. Les
lanthanides restants posseédent de nombreux états intermédiairesacgiient les
désexcitations non-radiatives et conduisent & d’'importantes pertes d’ér@ygre Q).

Les complexes de Thet d’EU*, qui émettent respectivement dans le vert et dans le
rouge, sont par conséguent ceux qui ont été les plus étudiés en luminesceoues de ces
dernieres années. Dans le cas du terbium(lll), cette lumineseshadue aux transitions

°D,—'F, (n=6-0), la plus intense étant la transitt®y— 'Fs qui se traduit par I'émission

-14 -
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d’'un photon ayant une longueur d’onde de 545 nm. Pour I'europium(lll), les ivassit
principalement observées sont les transitidBs—'F, (n=4-0), la plus intense étant la

transition®Dy—'F, qui génére une émission & 616 rifig(re 6).
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Figure 6 : a) et b) Transition&f responsables de la luminescence des iofAseETB", c) et d)

spectres d’émission correspondants.

Les meilleurs niveaux accepteurs de PEet du TH* sont respectivement le niveaD,
situé & 17 200 cihet le nivealD, situé & 20 400 cth Pour que le transfert d’énergie entre
le ligand et I'ion se fasse efficacement, I'état tripletligand doit se trouver Iégerement au
dessus des niveaux accepteurs de l'ion. Toutefois, si les niveaug&sedeiI'ion sont trop

proches de I'état triplet, on peut assister a un rétro-trangfaédnomene activé par la
température, menant au repeuplement de I'état triplet du ligaad eetour de I'ion L &
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I'état fondamental Kigure 4). Ce rétro-transfert se caractérise par un temps de \demi-
fortement réduit pour I'émission de l'ion lanthanide.

Des études ont déterminé que le transfert vers le métabgtamital lorsque I'état triplet
du ligand se situait entre 22 000 et 26 000" atans le cas du terbium, et entre 20 000 et
23 000 crit dans le cas de I'europiuff.

L'efficacité de ce transfert d’énergie, ainsi que la présede désexcitation non-
radiative au niveau du ligand ou de l'ion, affectent significativerteemleur du rendement
guantique de luminescence. Ce rendement se définit comme le rapport du nombre de

photons émis par le lanthanide sur le nombre de photons absorbés par le ligand.

_ Nombre de photons émis
" Nombre de photons absorbés

En I'absence de toute désexcitation non-radiative et avec nsferad’énergie total
depuis le ligand vers le métal, le rendement quantique sera égal a 1.

Dans la pratique, le rendement quantique est souvent fortement dip@muée
nombreux facteurs, comme notamment la présence de molécules drealadaremiéere
sphére de coordination de l'ion lanthanide, qui vont désactiver la lureimes par
désexcitation non-radiative vers ces oscillateurs.

Il convient donc, pour obtenir des complexes de lanthanide a haut rendem#itjugua
de luminescence, de concevoir des ligands fortement complexants, &fiterdla présence
d’'une trop grande quantité de molécules d’eau a proximité de l'iolyaat des états triplet

énergétiquement compatibles avec les niveaux accepteurs det He 'EJ*.

Ce rendement quantique est utilisé pour le calcul de la brillancagtéristique d’'une
grande importance pour de nombreux domaines d’application des complexes de lanthanide.
La brillance se définit comme le produit du rendement quantique pewelficient

d’absorption molaire du composé a une longueur d’'onde donnée.
B=®dXx¢

L’introduction du coefficient d’absorption molaire permet de tenir dengju nombre
de photons incidents absorbés par le complexe. La brillance relieliagtiement l'intensité
de la luminescence a lintensité de I'excitation, indépendammemodibre de photons

absorbés par le chelate de lanthanide.
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1.4.3.Exemples de complexes de lanthanide luminescents

De tres nombreux ligands organiques remplissent les conditions eévoquées
précédemment, et forment avec les ions’*Tet EUd* des complexes possédant une
luminescence intense. Il est donc difficile de dresser uneehgtaustive de ces complexes.
Nous tacherons simplement ici de traiter des grandes famdiesligands photo-

sensibilisateurs.

a
< W > S 7 CF;
A CF3 03 :\\O 3 0] p A
=N N= —N N=
N2 <\ <\ /> /2
NH,

A [LnLs] [LnL,LY [LnLsL]

N N\
@)
«—COy/ | 0,C—,
N» 2 2 N %N N%N&
N—co, 0,c— HN— Ly NH
E [LnL] [LnL]3*

Figure 7 : Exemples de complexes luminescents de lanthaAidelicétonated’; B : complexe

de phthalocyanin& ; C : cycléne®: D : cryptate?®; E : podate¥"?.
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On distingue plusieurs types de complexes selon la stcechioohétcemplexe Lnk.

Des complexes de stcechiométrie brét Lnlg sont obtenus avec des ligands de faible
denticité (2 a 4). C'est le cas par exemple des lig@ndisétonates, qui forment avec les
lanthanides des complexes hexacoordinés. L’adjonction d’'un chromophore supaiearieht
gu’'une bipyridine ou une phénantroline permet de compléter la sphereoddination de
I'ion et d’améliorer les propriétés optiques des complekigite 7A).%°

L'utilisation de ligands macrocycliques permet d’améliorestkbilité des complexes.
On peut citer comme exemples de ligands macrocycliques les piogsff et les
phthalocyaninés'®® ainsi que des derivés du cycléne substitués par un ou plusieurs
chromophore$ (Figure 7B, C). Les cryptands constituent une classe particuliére de ces
ligands macrocycliques. lls se caractérisent par une steuyalique rigide tridimensionnelle
dans laquelle se trouve une cavité pourvue de sites donneurs dans lagoebe Voger I'ion
lanthanide [Figure 7D). Du fait de la rigidité de I'ensemble, les cryptateasomplexes formés
a partir d’'un cryptand et d’un ion Eh— sont extrémement stables et la complexation est
souvent considérée comme irréversible. L'ion lanthanide ainsi enesigéprotégé des
interactions extérieures, ce qui permet d'obtenir des duréesiedede luminescence
extrémement longueéd?’

Enfin, de nombreux ligands appartiennent a la classe des podants. Daass des
podants, les fonctions complexantes ne sont plus liées a un maerooges se présentent
sous la forme de bras reliés a un atome unique ou a un cycle igtemgtgure 7E). Ceci
autorise les atomes donneurs a se positionner librement autowrdiatithanide de facon a

maximiser les interactions, augmentant ainsi I'affinité entre I'ide bgyand?**

Se retrouve parmi les ligands de faible denticité la bamguguée de l'acide
dipicolinique, qui a fait I'objet de nombreuses études en raison des péspojgtiques des

complexes qu’elle forme avec I'europium (lll) et le terbium (111).

1.4.4.Le ligand dipicolinate

L’'acide pyridine-2,6-dicarboxylique, connu sous le nom d’acide dipicolinique
(DPAH,), se révele étre un excellent ligand photo-sensibilisateur. dossplexes de
stoechiométrie Lndqu'il forme avec les ions FHet EU* présentent de trés bonnes propriétés
optiques?®?® Ces complexes [Ln(DPA)’ sont de coordinence $¢héma ). L’absence de
molécules d’'eau a proximité immédiate de l'ion expligue les longligées de vie de

fluorescence de ces complex&aljleau 3.
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B B’ 0
HO ~A\_OH — =
N LnXs3

(e} (e} ‘

Acide dipicolinique
(DPAH,)

Schéma 1 Complexe trisdipicolinate de lanthanide [Ln(PA)s]>.

Tableau 3 : Rendemen quantique® et cemivie de fluorescence de complexesa I'état

solide®
Complexe @ (%) T (Ms)
Cs[Eu(DPA)4] 58 +3 1,8 +01
Cs[Tb(DPA)4] 30+1 1,36 + Q02

Afin d’étendre la game de longueurs’onde dexcitation de ce complexes, situt
entre 210 et 280 nm avetes maxima autour de 225 et 270 nm,erses modification
structurales ont été apportéa 'acide dipicolinique.

En substituant en poon 4 le cycle pyridine par différents groements tels que d
fonctions halogénohydroxyle, amino ou amido, plusieurs chélateyant des propriéte
optiques légérementifférentes de celles d¢ acide dipicolinique ont étsynthétisésFigure
8).30

1001~ 7\ Aew =545 nm 7]
- /' \ nn .
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T L I \
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Figure 8 : Spectres dxcitation de complexes [Tl]*, formés & partide dérivés de’acide

dipicolinique substitué en posin 4 (pH 8,(; [TbL3]= 2,33 10° M). Les substitants sont indiqués s

les courbes correspondant®s.
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Tableau 4 : Sélection de chélates d’europium(lll) formés a partir dentigasynthétisés par
couplage palladié. Longueur d’'onde des maxima d’excitation et dendeviluorescence des

complexes’

%—R Aexc max(Nm) T (ms)

=) 314 0,89

o)
= jHNb 305 0,96
=) O 335 0,88

=0 O 320 0,94
{=—)-oH 335 0,52

=)o 285 0,27
Cl

%%QOH 332 0,28
COOH

§—Q: NH 356 0,24
COOH

Par la suite, le systémeconjugué a pu étre étendu et modifié par le biais de couplages
palladiés entre un dérivé halogéné de l'acide dipicolinique et diadrgnes. Ces
fonctionnalisations ont largement modifié les propriétés optiquesgdesls, permettant pour
certains d’obtenir des complexes d’europium ayant des maximaitdiext supérieurs a 350
nm (Tableau 4.3

Bien que ces complexes soient relativement peu stables en salgtiense {ableau
5), ce qui peut limiter leurs applications, leurs propriétés optiguesllentes et ajustables
font des dérivées de [l'acide dipicolinique des ligands d'un intérét umaour la

photosensibilisation du terbium et de I'europium.

Tableau 5 :Constante de formation des complexes [Eu(RPA8t [Tb(DPA)Y]*.*

log Ky log K> log Kz
EU 8,84 7.14 5,51
T3 8,68 7.43 5,92
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1.4.5.Les complexes de lanthanide en bio-imagerie

De nombreux chromophores organiques sont actuellement utilisés enaljerie®®
Ces molécules sont diverses et appartiennent a de nombreuselesfatoinme la
fluorescéine, les rhodamines ou les cyanines, et possédent ketazlpropriétés de
luminescence. Certains de ces fluorophores organiques sont égalemeébleseagx
conditions environnementales telles que le pH, faisant d’eux d’ertedl sondes pour la
mesure locale. Cependant, ces chromophores souffrent également deuxoddfauts. Tout
d'abord, leurs déplacements de Stokes (décalage entre bande tiexcd#h bande
d’émission) sont, pour la plupart d’entre eux, faibles. Ce recouvrenmtrd domaines
d’excitation et d’émission complique la mesure de fluorescencequriisn’est pas possible
de mesurer I'émission du chromophore a des longueurs d’ondes trop proehbmigueur
d'onde d’excitation, sous peine d'une importante perte de sensibili®.fl@@ophores
organiques sont également sensibles au photo-blanchiment. Ce phénomeéne de photo-
blanchiment, du a la dégradation photochimique du fluorophore, se rencontraminéente
lors de I'exposition prolongée d’'un chromophore a un rayonnement intenseaghesnine
perte progressive de luminescence, signifiant dans le cas lde-imagerie une diminution

graduelle du signal rechercfié.

De ce fait, les propriétés optiques uniques des complexes de lantbahisiescité de
nombreux intéréts quant a leur utilisation dans de nombreux domaimespeatticulier dans
les domaines de la médecine et de la biologie.

En effet, leurs larges déplacements de Stokes, leurs durées deedcenice
extrémement longues ainsi que leurs bandes d’émission étroites répondedgances de la
bio-imagerie et de la détection en milieu biologigié® De plus, leur relative résistance au
photo-blanchiment, comparativement aux chromophores organiques classiquetsiecanst
avantage supplémentaire. Leurs applications dans les domaines biaméié@andent de
imagerie cellulaire au dosage de protéines et d’hormones, ennpgssal’étude des flux
ioniques cellulaires. Nous nous intéresserons ici a la bio-ingagetriplus précisément a

I'apport des lanthanides dans ce domaine.

1.4.5.1. Spectrofluorimétrie résolue dans le temps

Un des avantages de l'utilisation des lanthanides en bio-imageuieerde leur durée

de vie de fluorescence exceptionnellement longue. Ces temps de mettpat de
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s’affranchir de deux difficultés majeures rencontrées avec nb@arqueurs fluorescents
organiques, que sont la diffusion de la source d’excitation et I'autefluence des tissus
biologiques.

En effet, les tissus contiennent naturellement de nombreux chromopmitgegsques
tels le NADH (nicotinamide adénine dinucléotide, sous forme rédoitdes acides aminés
aromatiques (libres ou inclus dans une protéine), qui émettent une loemoessous
excitation UV-visible® Cette autofluorescence des tissus crée un bruit de fond impgqutant
couvre le signal des marqueurs fluorescents. La seconde difestlitiie a la présence de la
source d’excitation, dont la lumiere diffuse a travers lesigigt provoque un bruit de fond
important dans I'échantillon observé.

Les chromophores organiques ont des demi-vies de fluorescenceilités, fle plus
souvent comprises entre 1 et 10 ns. Ces marqueurs fluorescentsdayaiemps de vie
comparables a ceux de lautofluorescence, aucune discrimination eregssageable.
Comparativement, les lanthanides engendrent des émissions aveenides de vie
extrémement longs. En effet, les principales bandes d’émissitioml&u®" ont des demi-
vies variant de 0,1 a 2,0 ms en solution aqueuse. Dans le cas du (hhiles demi-vies de
luminescence des bandes principales sont comprises entre 0,4 et 5,0 ms en solutiori®aqueuse.

Ce facteur de I'ordre de i@ntre les durées de vie de I'autofluorescence des tissus et de
la luminescence des lanthanides a permis le développement dedtodérésolue dans le
temps®’ L'application d’un délai d’'une durée adéquate entre I'excitatiola enesure de la
lumiere émise permet d’obtenir I'extinction de l'autofluorescemss tissus tout en
conservant une intense luminescence des lanthankigsrd 9). De plus, la source
d’excitation étant absente lors de la détection de la luminescéas phénoménes de

diffusion de celle-ci sont également absents.

Autofluorescence des tissus

D|ffu5|§n j Luminescence du lanthanide

/

Acquisition du signal

- 200
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P
~J VU
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Longueur d'onde - nm
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Figure 9 : Principe de la détection en temps résolu d’un complexe de lantanide.

1.4.5.2. Absorption multiphotonique

L’optique non-linéaire regroupe les phénomeénes présentant une réporiseaina-a
'action d’'une onde électromagnétique du domaine optique. Ces phénomeartEentrée la
polarisabilité de la matiére sous I'effet du fort champ électrique @saaai faisceau laser.

De nombreux processus physiques génerent des réponses non-linéaires :

- transfert d’énergie entre deux ions initialement dans un état excité
- absorption dans I'état excité

- génération de seconde ou de troisieme harmonique

- absorption multi-photonique

Nous nous intéresserons ici uniguement a lI'absorption multi-photonique.

En effet, sous l'action d’'une source laser intense, I'absorption sinéd@t par un
matériau de plusieurs photons devient possible, a la condition que l&dargiveau excité a

atteindre soit un multiple entier de I'énergie des photbBitgife 10).

S, A % A
S
| A A
T Absorption
A ¢ Emission radiative
N.R.
A
% Non-radiatif
So Y

Absorption  Absorption
a 1 photon a2 photons

Figure 10 : Diagramme de Jablonski représentant I'absorption a un phot@bstrption bi-
photonique d’un matériau.

L’état intermédiaire, appelé état non stationnaire ou état kidogespond a un état ou
la probabilité de présence des électrons est faible comparativean celle de [I'état
stationnaire. En conséquence, la probabilité qu’'un atome ou une moléardecabphotons
d’énergiehw pour accéder a un état excité d’énerdie» augmente si cet atome ou molécule
posséde des états excités d’énergie voisinkuld e matériau excité peut ensuite revenir a

son état fondamental par les mémes voies qu’en optique linéaéregia@ar I'émission d’'un
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photon ou par unéésexcitdion nor-radiative. Labsorption de plusies photons de faibl
énergie(le plus souvent dai linfrarouge) mene donc a I'émission d’seulphoton de plus
haute énergie.

L’avenement de sours lumineuses de plus en plus performailasers a impulsiol
diodes laser pulsées ou cinues) et’augmentation considérable dentensité lumineus
disponible qui en a découlé permis 'étendre I'utilisation de cephénonenes d’optique
non-linéaire a un grand nobre de domaine, notamment la biologieAinsi, I'absorption
biphotonique est maintena largement utilise en bioimagerie, en rson des importan
avantages qu’elle apporte

Tout d’abord, I'dilisation de rayonnements moins énergétiquue ceu utilisés en
imagerie classique permetuthe part de réduire les dommages cataux tissus expose¢
mais également de limiter phénomeéne de phe-blanchiment des maueurs luminescent
Les grandes longueurs atide utilisées, situées dans le prochearouge, permettel
également une pénétratiorofonde des tissus. En effet, il existe urmmme de longueu
d'onde située entre 700 4100 nm, appelée "fenétre de transpae biologique", pou
laguele les rayonnements: sont pas diffusés et peu absorbés patissus Figure 11).
Ainsi, I'utilisation de ces lagueurs 'onde permet I'observation éichentillons d’épaisseur

supérieure a 500 um, et ause méme’imageriein vivo sur petit animal.
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Figure 11: Spectre dibsorption de différents composants des s dans le visible ¢

l'infrarouge (Hb : hémoglobingHbC, : hémoglobine oxydée) ; abrés Photons.conr

Enfin, la nécessité dhe forte densité de photons pour ober les phénomeéne
d’optique nonlinéaire limite I'absorption multiphotonique au poirocal du laser. Li

luminescence est donc essellement localisée dans uetit volume de Echantillon Figure
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12). A linverse, en imagerie classique, cette luminescenceredtite sur tout le trajet du
faisceau d’excitation au travers de I'’échantillon, réduisantékolution de I'image. En
déplacant le point focal du laser dans I'échantillon, il devient giossible de reconstruire

une image en 3 dimensions de I'échantillon.

I e |
Fluorophore

-' ‘
: e
| B B |
Excitation a 1 photoni . ‘

X

Excitation multiphotonique

Point focal

Figure 12 : Solution de fluorophore sous excitation a un photon (en haut) et sategienc

multiphotonique (en bas) ; d’aprés Brad Amos MRC, Cambridge.

L’application de I'absorption multiphotonique aux lanthanides est actustlela sujet
de plusieurs étudé8 Les transitions-f des lanthanides, décrites comme interdites en optique
linéaire, deviennent permises dans le cas d’une absorption multi-phetoQiette excitation
directe peut étre utilisée par exemple pour obtenir la fluenescdes ions Bliet T en
solution*

De méme que dans le cas de I'absorption a un photon, la luminesesnemttianides
peut étre exaltée par la présence de ligands photo-senshilisapar un effet d’antenne
multi-photons similaire a l'effet d’antenne classique. Dans as, ¢e ligand absorbe
simultanément deux photons et passe a un état excité. Le pristipasaite le méme que
pour I'effet d’antenne précédemment décrit, I'énergie étantfénages du ligand vers l'ion
lanthanide, qui se désexcite en émettant un photon. Les acides agpt@shane et tyrosine,
ainsi que la coumarine sont apparus comme de bons photo-sensibilipatguFexcitation
biphotonique de T8 et de Ed".** L'acide dipicolinique et certains de ses dérivés se révélent
étre également de trés bons ligands pour I'absorption biphotoffigti€ertains ont d’ailleurs

été utilisés avec succés en imagerie cellulaire biphotofifdfie.

1.5. Conclusion
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Les complexes de lanthanide luminescents possedent un grand nombre dlatouts
amené leur utilisation dans de nombreux domaines, et tout partimdigéreen imagerie
biomédicale. Leurs propriétés particulieres ont permis des awanmoégeures dans ce
domaine.

Néanmoins, bien que supérieurs aux chromophores organiques classiques,
complexes de lanthanides présentent encore d’'importants inconvénients pomldeuses
applications en bio-imagerie. Leur dissociation en solution aqueuse,dégradation
photochimique impliquant photo-blanchiment et réactions chimiques photo-indinss)ue
leur faible stabilité thermique limitent leurs utilisations.

Pour pallier ces défauts, de nombreuses recherches portentleastm¢l sur la

confection de nanoparticules hybrides incorporant des complexes de lanthanides.

2. Les nanohybrides Iluminescents pour ['imagerie
médicale
On désigne par nano-objet tout objet ayant au moins une de ses dimeriéigise a

100 nm (10 m), comme par exemple les nanotubes de carbones ou les nanopatt@mules
(Figure 13).%

1pin 1nm Tym Imm tcm Tm
(I L B b L i | 1 [ [ [ 1
I T T e T 1 T I 1 1
é: sover
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= Chrat
Atomes de carbone 1
{araphite) Virus F:‘W""” A
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ADN Bar!g oe fenris
2 nm S5em

Figure 13 : Echelle logarithmique indiquant les limites du domaine nanométtique.

Les nanotechnologies, terme regroupant les secteurs spécialisés darsekesyatude
et les applications de ces nano-objets, sont actuellement en gdein kes récents progrés

techniques effectués dans ces domaines permettent maintenant wiecprécis de la
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morphologie et de la taille d’'une grande variété de nanoparticulesceldaines possedent
des applications dans le domaine biomédical.

Les apports des nanoparticules (NPs) dans ce domaine, teaigépldsieurs revud&*®
sont considérables et s’étendent du diagnostic précoce de maladigsafticulierement les
cancers) & la thérapie. Par exemple, les nanoparticules iqags8tpeuvent étre utilisées
pour la bio-imageriein-vivo en tant qu’agents de contraste pour I'lRM (imagerie par
résonance magnétique) mais également en tant qu’agents thérapeutiqueffet, leurs
propriétés magnétiques autorisent leur guidage dans le corpsaptonl d’'un champ
magnétique. Il devient alors possible de concentrer des nanoparfioulesses de principes
actifs dans les zones cibles ou encore de réaliser une thérapigppehermie, c’est a dire
par élévation de la température de la particule magnétique 'sfigs d’'un fort champ
magneétique, provoquant la mort des cellules avoisinantes. Des nanoearsicullesquelles
ont été greffées des molécules comportant des isotopes radicactif également utilisées
pour la radiothérapi'

Enfin, les nanoparticules luminescentes permettent de réaleselringdagerie par
fluorescence ainsi que de la photothérapie. Nous nous intéresseropgepisément ici aux

nano-sondes luminescentes.

2.1. Nanoparticules luminescentes en bio-imagerie

Une grande partie de ces nanoparticules luminescentes est igasggacdmme par
exemple les quantums dots ou les nanocristaux dopés. Les quantum dotdesont
nanocristaux de semi-conducteurs (CdSe, CdTe, CdS, PbSe, ZnS, etld thomtescence
repose sur un effet de confinement quantique di au nombre réduit d’attamsgsle
nanocristal. Ainsi, les longueurs d’onde d’émission sont dépendantes dailleyiqui peut
étre parfaitement controlédigure 14).>? Ces quantums dots présentent des intensités de

luminescence et des absorbances élevées, et sont insensibles au photo-liatichime
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Figure 14 : Emission de quantum dots en fonction de leur taille, sous excitation & 385 nm.

Les nanocristaux dopés forment un autre type de nanoparticules loemtess Ils sont
constitués d’'une matrice minérale de fluorures ou d’oxydes (Na¥:Bs; ou NaLnhk, Ln,Os)
dopée par des ions lanthanides luminescénSertains de ces matériaux possédent
d’intéressantes propriétés optiques, puisqu’ils peuvent étre utdmds effectuer de I'up-
conversion, c’est a dire émettre des photons a des fréequenceswsepaieelles des photons
absorbés (c’est tout particulierement le cas de ceux baskssysteme Er/Yb permettant la
conversion d’'un rayonnement infrarouge en lumiére visible, ou le sydtéffim absorbant
dans l'infrarouge pour réémettre dans I'infraroudje).

Les longueurs d’'onde d’excitation de ces nanocristaux inorganiqueseyoerdant
difficilement modulables et peuvent de ce fait ne pas se réoertes les applications, tandis
gue l'utilisation des quantum dots est limitée par la toxicit métaux qui les composent,
ainsi que par un effet de clignotement de leur luminescence.

Les chromophores organiques quant a eux possedent d’excellentestgsapptéues,
mais sont sensibles au photo-blanchiment, possedent une faible sthbiiitéqque et sont
parfois sujet a des dégradations chimiques dans les environnementgjbedogia solution
idéale consisterait alors a associer a la résistancenigéea thermique et chimique des
nanoparticules minérales, les propriétés de luminescence de lumiromitgemiques ou
organométalliques. Cette association des propriétés est rendue possiBl@ux matériaux

hybrides.

2.2. Les matériaux hybrides

Les matériaux hybrides se définissent comme la combinais@ctielle nanométrique
ou moléculaire de composants organiques et inorganiques. Ce conceptdauntgybride

fait son apparition il y a moins d’une quarantaine d’années, aidte miveloppement en
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chimie inorganique de la chimie douce, en particulier des procédamtlese par voie sol-
gel, permettant I'élaboration de matériaux vitreux sans emplbyeusion. Ces matériaux
hybrides peuvent étre repartis en deux catégories distinntémaion du type d'interactions
établies entre la composante organique et la compostante inorgdrique. les hybrides de
classe 1, les molécules organiques sont maintenues dans la niabriganique par des
interactions faibles (liaisons de Van der Waals, liaisons hyda)galors que les composants
organiques et minéraux sont liés de facon covalente dans le caghdielesh de classe Il
(Figure 15).

La synergie des propriétés du réseau minéral et des molécglesques confére aux
matériaux hybrides des propriétés remarquables. Outre l@aidn de la résilience du
réseau inorganique, la composante organique apporte des propriéiéissqat intrinseques
comme par exemple des modifications de la conductivité ou des prepoigtii@ues par
incorporation de polymérest-conjugués ou de colorants organiques. D’autre part, la
présence du composant minéral améliore la stabilité thermiqueé@nique ainsi que la
photo-stabilité de la partie organiqt/e®

¢ BR0 ¢ ﬁog ¢

O
== FlgEs o3 F
OoOO OOOO O O Réseau minéral
%O mOOOC O O OO ’ Molécule organique
O8 O I SN é%vm
O oQ O R R

Hybride classe |

Hybride classe Il

Figure 15 : Représentation schématique d’hybrides de classe | et de classe II.

Ces matériaux hybrides sont synthétisés suivant de nombreux prquéugpalement
issus de voies sol-gel qui permettent la synthése de réseauraumiaétempérature ambiante
a partir de précurseurs moléculaires. Typiqguement, ces voigelsaposent sur I'hydrolyse
et la polycondensation d’alcoxydes métalliques pour former unuésee®ral. La maitrise
des conditions opératoires, telles que l'ajout d’agents complexantssopatametres de
séchage, permet d'obtenir avec un contrble précis, diverses morgsolalignt de la
nanoparticule sphériqgue au monolithe, en passant par I'aé8deirha 2.

Les procédeés les plus couramment utilisés pour la synthesetéeamna hybrides sont

les suivants *°
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- Syntheése par polycondensation d’organosilanes (alcoxysilanes comporeaioi
plusieurs liaisons silicium-carbone, non hydrolysables).
- Co-condensation d’'un polymeére et d'un oxyde métallique.
- Formationin situde particules inorganiques au sein d’un polymeére.
- Formationin situd’un polymére par infiltration de monomeéres dans un gel d’oxydes
métalliques.
- Formation simultanée et interpénétrée d’'un polymére organique etrédaau
minéral.
- Incorporation de composants organiques par encapsulation ou imprégnaison da
une matrice minérale.
Ce dernier procédé a été largement utilisé pour l'incorporatioriuaenophores
organiques dans des matrices minérales, pour l'obtention de maténgoides
luminescents! %%
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Schéma 2 :Principe du procédé sol-gel, et exemples de morphologies ddesgsi'aprés un
schéma du Lawrence Livermore National Laboratory - LLNL).

Issus de ces materiaux hybrides, les nanohybrides ont des idinsecsmprises entre 1
et 100 nm.

De nombreuses architectures sont possibles pour ces nanomatEigauue (L6). La

composante organique peut étre répartie de fagcon uniforme daasriee minérale, donnant
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une structure dite homogeéne. Elle peut également constituer lededaunanoparticule, ou a
I'inverse former une couche autour de celle-ci, donnant une straiguype coeur-coquille. Il
est également possible d’obtenir des édifices multicouches, parpkxen enrobant une
nanoparticule cceur-coquille d’'une couche de silice pour isoler li@ paganique du milieu
extérieur. Toutefois, toutes ces architectures ne peuvent p&adineces quels que soient les
composants. Une architecture homogéne ne peut étre obtenue que si letcomaosiue a
incorporer est de petite taille (inférieure a quelques nanashe8ela partie organique est de
taille supérieure (comprise entre quelques nanometres et quelgaiesslide nanometres), il
faudra alors opter pour une architecture cceur-coquille, le camniranstitué par la partie
organique.

Il est également possible de combiner ces architectures pouéreorglusieurs
propriétés a une méme particule. Cette stratégie estybi@rigernent utilisée pour I'obtention

de nanoparticules multifonctionnell&s®*

Homogéne Coeur-coquille

Multicouche Multifonctionnelle

Figure 16 : Exemples de différentes architectures de nanohybrides. En bleu lanpaérale,

en rouge la partie organique.

2.3. Les nanohybrides luminescents a base de silice

La silice est certainement la matrice minérale de choix gdear nano-sondes
luminescentes. En effet, ce matériau est biocompatible mépeent sur une gamme de
longueurs d’onde allant de I'ultraviolet au proche infrarotigpe plus, la silice bénéficie
d’'une grande stabilité physique et chimique, lui conférant uneenmttaine vis-a-vis de son

environnement.
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La synthese de nanoparticules de silice est maintenant largeféente dans la

littérature, et comme nous le verrons par la suite, leur fonctionnalisatiosésst ai

2.3.1.Les nanopatrticules de silice

La synthese de matériaux a base de silice a connu une grandéeadanéait de
I'introduction des procédés sol-gel.

Dans le cas de la silice, les précurseurs utilisés pourpomsdés sol-gel sont
principalement [l'orthosilicate de tétraéthyle (TEOS) et dame moindre mesure
I'orthosilicate de tétraméthyle (TMOSFigure 17). A l'aide d’une catalyse acide ou basique,
l'alcoxysilane est hydrolysé pour former des groupementnad Si-OH. Ces silanols
peuvent ensuite se condenser entre eux ou réagir avec une fonctiysiknexpour former

une liaison siloxane Si-O-S6¢héma 3.

—0_0— o
O,Si\o /7O/S\i*0
| | ] o~
TMOS TEOS

Figure 17 : Structure des alcoxysilanes TMOS et TEOS.
AN Na
Hydrolyse —S8iFOR +  HO0 ——— —8i-OH + R-OH

\ v/ \ v .
—SiOH + HO-Si- ——— > —SiFO-Si— + H>0 Déshydratation
Condensation
N v/ N /
—/Si—OH + RO-Si\— _— —/Si—O-Si\— + R-OH Désalcoolisation

Schéma 3 :Hydrolyse des alcoxysilanes, puis condensation des silanols nzetafdrmation

du réseau de silice.

La synthése des nanoparticules de silice est majoritairenéatisée selon deux
meéthodes dérivées des procédés sol-gel, qui sont la méthode de Stobepaituet la

microémulsion inverse d’autre part.

2.3.1.1. Méthode de Stober
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Mise au point en 1968 par Werner Stdber, cette méthode consiste aisgnitiés
nanoparticules de silice par I'hydrolyse et la condensation deSTH&hs I'éthanol, en
présence d’eau et d’ammoniaque qui joue le role de cataRfsEnrfaisant varier les rapports
de concentrations des différents consituants de ce systeme ains tumpérature, il est
possible de controler le diamétre moyen des nanoparticiaetegu 6).°”°8

Cette méthode permet d’accéder a des nanoparticules de diaompgs entre 30 nm
et 1 um, et a I'avantage d’étre simple a mettre en ceuvren@aqte bien que le diamétre
moyen puisse étre controlé, le diametre des nanoparticules abteaueette méthode de

synthese présentent une grande dispersite.

Tableau 6 : Diameétre moyen des particules en fonction des conditions utiffsées.

Experiment no. Name of the sample Experimental conditions Results
Ethanol TEOS [H,O)/[TEOS] NH40H Average particle SD
(molL—1) (molL—1) (molL—1) size (nm) (+nm)
1 Sample-1 8 0.045 66.7 14 224.2 4.2
2 Sample-TEM1 6 0.045 184 14 251 1.0
3 Sample-2 4 0.045 311 14 20.5 0.7
4 Sample-3 8 0.012 250 14 60.1 12.1
5 Sample-4 8 0.067 45 14 243.03 60.3
6 Sample-TEM2 8 0.11 27 14 417 1.3
7 Sample-5 4 0.012 1167 14 251.9 19.5
8 Sample-6 4 0.067 209 14 80.5 18.9
9 Sample-7 8 0.045 66.7 2.8 2428 42.9
10 Sample-8 8 0.045 66.7 28 30.6 3.9
Temperature effect
11 T1 8 0.045 66.7 14 372 4.24
12 T2 8 0.045 66.7 14 345 21.2
13 T3 8 0.045 66.7 14 324.1 15.7
14 T4 6 0.045 184 14 228.13 36.05
15 TS5 6 0.045 184 14 347.96 21.84
16 T6 6 0.045 184 14 462.03 25.51
17 T7 4 0.045 311 14 116 13.75
18 T8 4 0.045 311 14 128.5 20.51
19 T9 4 0.045 311 14 150.5 23.33

Note. T1, T4, and T7 are at 30 °C; T2, T5, and T8 are at 50 °C; T3, T6, and T9 are at 70 °C.

2.3.1.2. Méthode de microémulsion inverse

La synthése par microémulsion inverse, dérivée de la méthode de, RtiwEste a
réaliser I'hydrolyse et la condensation du TEOS dans un milieuinéordt de petite
dimension, permettant un meilleur contréle du diameétre de la nanoparticule.

Ce confinement est réalisé grace a l'utilisation de tensfsaatiolécules amphiphiles
comportant une partie hydrophile et une partie hydrophobe, et permadtaiormer des

micelles en présence d’'une phase organique et d’'une phase aqueuse non-miscibles.
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Phase aqueuse Phase organique

/
Tensioactif 6&%?83

9 %@@9

Hydrophobe Hydrophile

Micelle directe Micelleinverse

Figure 18 : Représentation d’'une micelle directe et d’'une micelle inverse.

En fonction des proportions des deux phases dans I'émulsion, il existaypesxde
micelles : les micelles directes et les micelles iseertigure 18). Les micelles directes sont
formées par le regroupement de la partie hydrophobe des molécutssibactifs dans une
gouttelette de solvant organique, tandis que celles-ci exposent it Ipadrophile a la
phase aqueuse (huile dans eau, O/W). Cependant, si la phase aquens®rédaire par
rapport a la phase organique (eau dans huile, W/O), le phénomeénesginkes parties
hydrophiles enrobent une petite gouttelette de phase aqueuse tandiesgaeeues
hydrophobes des tensioactifs sont exposées dans le solvant organiquat deamaicelles
inverses.

En ajustant les proportions des différents constituants de I'émulsiest possible
d’obtenir des gouttelettes d’eau stables de taille submicronique.

C’est au sein de ces « nano-réacteurs » que constitueniciiesinverses que va se
dérouler I'hydrolyse et la condensation du TEOS. La taille des nanelgiies étant
homogene et dépendante des proportions de chaque constituant, le diansetre de
nanoparticules obtenues grace a cette méthode est extrémepnedtctble et d’une faible
dispersion.

La phase aqueuse est constituée d’ammoniaque a des concentratiobtesyaria
'ammoniaque jouant le role de catalyseur basique nécessémgdeolyse rapide du TEOS.

La concentration va avoir une influence sur la taille des nanoparti€idesed 19).%°
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T T T T T T
NP-5/CYCLOHEXANE /NH,OH SYSTEM

[TECS1=0.026 M, h=7.4, T=22 ¢

75 -

d, (nm)

or WT% NH, IN AQUEOUS T

PHASE =296

NUMBER-AVERAGE PARTICLE DIAMETER,

0.0 1O 20 30 4.0 50 6.0 70
R =[H01/[NP-5],
Figure 19 : Diamétre moyen des nanoparticules en fonction du rappe@]fiMP-5] pour

différentes concentrations en ammoniaque (allant de 1,6 a 29,65%%).

Concernant les tensioactifs, ils peuvent étre ioniques ou non-ioniqueprihepaux
composes utilisés sont le sulfosuccinate de bis(2-éthylhex&f@Y ) pour les tensioactifs
ioniques, le nonylphényléther de polyoxyéthylene (NP-5) ett-¢etylphényléther de
polyéthylene glycol (Triton X-100) pour les tensioactifs non-ioniqéégufe 20). Au méme
titre que sa proportion dans I'’émulsion, la nature du tensioactifapeirtune influence sur la

taille des nanoparticuledbleau 7).%%"°

/\/\(O\
(0]
\/\j\/o?\ , \/\/\/\/\@60“/)(}' 0 OH
S 5 9-10
o O

2 \O- Na+
IGEPAL CO-520 TRITON X-100
(NP-5)
Sulfosuccinate de bis(2-éthylhexyle)
(AOT)

Figure 20 : Principaux tensioactifs utilisés pour la microémulsion inverse.

Tableau 7: Influence de la nature du tensioactif, et du rapport de coatens

[H2O]/[tensioactif] sur le diametre moyen des nanoparticules.

Systéme NP-5/Cyclohexane/NBH ®°®  AOT/Décane/NHOH "
H,0
0] 3 5 5 g
[tensioactif]
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Diamétre moyen des NP 39 nm 48 nm 13 nm 25 nm

Avec [NH;z]= 14 wt% ; [HO)/[TEOS]=7,4.

Bien qu'une mise au point des conditions expérimentales soit souvent anecess
(concernant principalement l'ajustement des différentes proporticcalestituants de la
microémulsion), la méthode de synthése par microémulsion inverse estil puissant pour
'obtention de nanoparticules sphériques, avec un diametre parfaiteomindlé et une
distribution de taille étroiteRjgure 21).

Figure 21 : Exemples de nanoparticules de silice de tailles homogenes tiségképar la

méthode de microémulsion invelSe.

Toutefois, cette méthode comporte un inconvénient. En effet, la micrsiémdbit étre
déstabilisée en fin de synthése afin que les nanoparticules psoguissent étre récupéreées.
Cette déstabilisation provoque l'adsorption d’'une quantité importante ndedetif a la
surface des nanoparticules. De nombreux lavages par centrifugativalgrs nécessaires

pour éliminer totalement le tensioactif.

2.3.1.3. Conclusion

La méthode de Stdber et la microémulsion inverse présentent detédatiques
différentes et complémentaires. D’un coté, la méthode de StoHfacksta mettre en ceuvre,
mais ne permet qu’un contréle limité de la taille des nanopketicavec une forte dispersion
diamétrale. La microémulsion, en revanche, permet d'obtenir des natapar de taille
parfaitement controlée et de distribution de taille étroite, m&igssite de nombreux lavages
pour I'élimination du tensioactif. La méthode de microémulsion inveesa donc privilégiée

pour la synthése de nanoparticules ayant un diameétre inférieur amO®@andis que la
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méthode de Stober sera principalement utilisée pour la synthesetidelgm d’'une taille
supérieure a 100 nm.

La complémentarité de ces deux méthodes permet d’accéder argeeghmme de
diameétres, point particulierement important puisque ce paramétraymuune influence sur
la répartition des nano-sondes dans I'organiShileest estimé que pour des applicatidms
vivo, la taille idéale pour ces nano-sondes est similaire a @eflebiomolécules usuelles, a

savoir inférieure a 50 nif.

2.3.2.Nanohybrides silice/chromophores organiques

Comme il a été souligné précédemment, les fluorophores orgarsiguemtéressants
par leurs longueurs d’onde d’excitation et d’émission couvrant uge g@mme spectrale,
ainsi que pour leur rendement quantique de luminescence élevé, proche dgpdx0%
certains fluorophores. Cependant, ces luminophores sont, entre autéaeexént sensibles
au photo-blanchiment. Afin d’améliorer ces caractéristiques, de norebrétisgdes ont porté
sur la confection de nano-sondes hybrides associant les chromophonesjuageet la
silice.>"

Les chromophores encapsulés sont pour la plupart du méme type guatiieés en
bio-imagerie pour le marquage fluorescent, comme par exempldudeescéine, les
rhodamines et les cyanines.

A partir de ces chromophores peuvent étre obtenus des hybridesssie cbu 1. Les
hybrides de classe I, dans lesquels une liaison covalente dterdmophore a la matrice de
silice, sont les plus largement étudiés, et nécessitent laioadidifi du colorant organique par
greffage d’'un groupement tri-alcoxysilartechéma 4, formant ainsi un composé appartenant

a la famille des organosilanes.

o>
H2N\/\/Sli:8\/
\\C\\
Isothiocyanate de fluorescéine (FITC) Organosilane fluorescent

Schéma 4 :Exemple de synthese d'un organosilane fluorescent pour la prépacds#io

nanohybrides luminescents de classé Il.
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Les nanoparticules luminescentes sont ensuite synthétiséesnpéihiode de Stodér®
ou par microémulsion inver€e en ajoutant au milieu réactionnel I'organosilane fluorescent.
A partir de ces molécules, il a également été possible d’obtlsr nanoparticules
fluorescentes de type cceur-coquille, avec une coquille formée dephoes”® Sur ces
mémes nanoparticules, une couche supplémentaire de silice, donnantagnmdificouche,

permet de protéger les fluorophores et d’améliorer les propriétés de fermmegchéma 3.

or 1o
EtO. . OFEt / Microémulsion w/o —a
“SiC + C_DSi-OR _— [ N - = Chromophore
EtO" OFt OR ou Stéber E— — P
TEOS e
=
- A W
™ y 4 N y = 9 \
N == ZF ==
— _ OR Condensation L — TEOS — ——
=+ D SR ———— = = - m %
— OR — 5
NP de silice —_—

Schéma 5: Procédés utlisés pour la synthése de nanohybrides luminesdbogs s

chromophores organiques de classe IlI.

Les hybrides de classe | peuvent étre préparés graceétHada de microémulsion, a
la condition que le chromophore a incorporer soit hydrosoluble. En edffetcdmposés
hydrophobes ne seront pas présents dans les nanogoutteletteodiezes fpar les micelles
inverses, et ne pourront par conséquent pas étre incorporés dansde deasilice. Dans ce
cas, il convient de modifier le chromophore en lui adjoignant des groupeimgdrophiles,
afin d'augmenter sa solubilité en phase aqueuse. En suivanttcatiégie, des nanoparticules
contenant de la rhodamine préalablement rendue hydrosoluble paifageyde dextrane ont
pu étre synthétisé&8 Dans le cas des chromophores hydrophobes, il est également possible
d’obtenir des nanohybrides de classe | en utilisant une méthodélukr Stodifiee. L'ajodt
d’'un alcoxysilane portant un groupement hydrophobe non hydrolysable, telleque
phényltriethoxysilane, permet de former des interactions® ex@s chaines organiques et le
chromophore hydrophobe, suffisantes pour retenir le composé fluorescenta daasice
hybride. Des nanoparticules luminescentes incorporant une rhodamineé @yn#iétisées
avec succes par cette méthdd&chéma §.
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Microémulsion w/o e
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Dextrane, hydrosoluble

AS S
EtO._..OEt Stober AR <~ W
_Si EtO. . A= ¢ W
EtO” I\OEt * EtO’S\i + O g;: =e ;
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Schéma 6 : Procédés utilisés pour la synthese de nanohybrides luminesdkogs s

chromophores organiques de classe I.

Cependant, ces hybrides luminescents souffrent toujours de certamegions
inhérentes aux chromophores organiques, comme des déplacements déafitielsest des
durées de vie de luminescence de l'ordre de la nanoseconde. De @tusubile photo-
blanchiment soit atténué par la matrice de silice, seseaffstent notables pour de longues
durées d’exposition. Enfin, une auto-extinction de la luminescence pexciéason des
molécules entre elles est observée lorsque la concentration eopHooes devient trop

importante dans la matrice de silfée.

2.3.3.Nanohybrides silice/complexes de lanthanide

Les complexes de coordination luminescents obtenus a partir dedigaganiques
présentent de nombreux avantages sur les chromophores organiquesceliepéetirs forts
déplacements de Stokes. Ainsi, de nombreux nanohybrides luminescentsaséstsur
'encapsulation de complexes luminescents de ruthénium, d’iridiunfaamaim dans une
matrice de silic&* % Cependant, étant données les propriétés optiques uniques des complexes
de lanthanides présentées dans la partie précédente, nous ntarsrisna une présentation
des nanohybrides luminescents a base de complexes de lanthanide.

De nombreux matériaux hybrides contenant des complexes de lanteantdeécrits
dans la littératur” 2 Bien que la majeure partie d’entre eux concerne des maténassifs
ou des couches minces, on trouve de nombreux exemples de synthése déritmsohy
associant silice et complexes de lanthanide. Ces nanohybrides doemtse sont pour la

plupart des hybrides de classe Il, synthétisés a partir de eoesptiont les ligands sont
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porteurs de groupements alcoxysilanes leur permettant de s’askoomniere covalente au
réseau de silice~{gure 22).

F F
] F NH
F F ﬁ/’
0, P =0 MeO-Si 0
E'(O:Si/\/\N/S\b O 0 MeO OMe
EtO" O H COOH
APTS-CDHH APTMOS- BBCAP
EtO\gIEt ¥
EtO> jf\Nk N~ COOH
© COOH COOH

APTS-PITA

Figure 22 : Exemples de ligands silicié$?>?

De méme que pour les chromophores organiques, ces complexe siliciést e
utilisés pour la synthése de nanoparticules d’architectures hoemggrace aux méthodes de
Stober ou de microémulsion inver8e’ ou encore pour I'obtention de nanoparticules ayant
une architecture de type coeur-coquille, par greffage des coespla la surface de
nanoparticules de silice déja form&gSchéma 7.

7

Microémulsion wi é: o
EtO OEt icroémulsion w/o — A )
EtO> OFt QS' OR - = C_» = Complexe de Ln
ou Stober [ g°ll
TEOS g
) OR .
+ QSL—OR Condensation
OR

NP de silice

Schéma 7 :Procédés utilisés pour la synthése de nanohybrides a partiondglexes de
lanthanide siliciés.

Une autre stratégie consiste a greffer covalemment des exesphon-siliciés. En
partant de nanoparticules de silice portant des fonctions aminedamesira été possible de
leur associer ainsi des complexes d’europium par réaction avdonm®ns amine. Apres

avoir recouvert les nanoparticules résultantes d’'une couchkcdeisest possible de réitérer
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ce cycle pour augmenter le taux de charge des nanoparticulesnptexes de lanthanide
(Schéma $.

NH o 5 cycles
NHy + c—s—C D ——> —
NH, o)

W <__ D =Complexe de Ln

2. (MeO)sSi” > “NH,
Schéma 8 :Synthése de nanohybrides décrite paekal**

Il existe peu de cas de nanohybrides de classe | associaat etilcomplexes de
lanthanide. On peut citer comme exemple le complexe hydrophobe JEu(tfai a été
incorporé avec succes dans des nanoparticules en utilisanhledeéle Stober, avant que ne
soit effectué le revétement des nanoparticules par une coucherd®ar.'incorporation de
complexes hydrophiles est quant a elle préférentiellementsééalpar la méthode de
microémulsion inverse. Ainsi, cette méthode a permis ['obtentionnaeoparticules
luminescentes & partir de plusieurs complexes de lanthanidessblubles®®® Ces études
montrent d’ailleurs qu’il existe un fort lien entre la faéilid’encapsulation des complexes et
leur hydrophilie. Enfin, des nanoparticules luminescentes ont été obtpluserécemment
par microémulsion en incorporant le dicétonate hydrophobe Eug{3-AH,-phen), apres le
greffage d’'une biomolécule (I'immunoglobuline G IgG) dans le but d’accroitre son
hydrophili€® (Schéma 9.
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Schéma 9 :Procédés utilisés pour la synthese des nanohybrides de klasseporant des
complexes de lanthanides.

Comme attendu, I'association de la matrice minérale aveoieplexes de lanthanides
permet d’améliorer la stabilité thermique de ces compiéxamsi que leur résistance au

photo-blanchiment- Les propriétés optiques des complexes de lanthanide sont par ailleurs

conservées.

2.4. Fonctionnalisation de surface des nanohybrides

L'utilisation des nanoparticules dans les secteurs biomédicauxsitédesplus souvent
une fonctionnalisation de leur surface. Cette fonctionnalisation peutdifférents obijectifs,
comme par exemple l'augmentation de la biocompatibilité, le ggblde cellules ou de

signaux cellulaires, mais encore la stabilisation de suspensions de nan@zarticul
Dans le cas de la silice, cette fonctionnalisation esérgéament réalisée au moyen

d’organosilanes, portant une liaison Si-C non hydrolysable. En edfetpdnoparticules de

silice se prétent particulierement bien a ce type de fonctigatiah de par la présence de
nombreux groupements silanols a leur surface. La condensation des grogpement

alcoxysilanes avec les silanols de surface permet un geeffagalent et permanent de

nombreuses fonction§¢héma 10.
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Schéma 10 Fonctionnalisation de la surface d’'une NP de silice par un organosilane.

En effet, une grande diversité d’organosilanes est maintenant coialsée,
permettant I'ajout de fonctions R telles que des amines primaiessacides carboxyliques,
des thiols ou des alcynes.

Ces fonctions peuvent avoir pour but de modifier la charge de safiacd#augmenter
la répulsion électrostatique entre les particules, limitamt &grégation et augmentant la
stabilité des suspensions de nanoparticules. Cependant, ces fonctiopsirsmpalement
utilisées pour le greffage de nouvelles molécules sur les namopestiCe greffage peut étre
réalisé par différentes réactions chimiques simples, seldorieBons ajoutées en surface, et
vise a conjuguer les nanoparticules avec diverses molécuks dele des peptides ou des

anticorps, dans le but de cibler une protéine ou un type de cellule détebeinéeng 1)

0 0
N —
OH @ HN—CD
00
NH» N-O _— > NH :
o) [e]
+ HO— (CHZ)efs,So @ S*SO Lien disulfure
o
0
+ QN—O —_— @ S
s N Lien maléimide
o)

T @ ol
<>
N

Ny o+ =D — N//NJ

QD =Molécule a greffer

Schéma 11 :Exemples de réactions utilisables pour la conjugaison des ntoolear

Lien amide

+

SH

Lien triazole

0o © 00

fonctionnalisées.
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La fonctionnalisation de surface est également utilisée pogreféage de molécules
visant a accroitre la biocompatibilité des nano-objets. En effetnanoparticules de silice
non-fonctionnalisées ont tendance a se lier spontanément aux protéiaag @t & engendrer
une réponse immunitaire et une inflammation, ce qui entraine leagopytose par les
macrophage¥’'%* Cette phagocytose des nanoparticules diminue leur durée de @rculat
dans le sang, et ainsi limite la durée de leur action. Il am&étré que le greffage de
polyéthyléne glycol (PEG) a la surface des nanoparticulesnentgit grandement leur
biocompatibilité® % Les nanoparticules Figure 23), rendues « furtives » par cette
PEGylation « anti fouling », ne sont plus phagocytées etliawe de circulation dans le sang
est augmentée, permettant par exemple le relargage lent d’onippriactif ou la

concentration de nano-sondes dans une zone ciblée.
OH
Aoﬁ
0
O/\LOV%OH

Figure 23 : Nanoparticule de silice rendue biocompatible par le greffage de PEG.

2.5. Conclusion

Nous avons vu que l'association des complexes de lanthanide avecdasiimettait
d’augmenter la stabilité thermique et photochimique des complexgsrn conservant leurs
propriétés de luminescence uniques. Il est ainsi possible de fagesm@ano-sondes plus
robustes et plus & méme d’étre utilisées en bio-imagerie. Delplbgocompatibilité et la
facilité de fonctionnalisation de la silice ouvrent un large éved& perspectives pour
I'utilisation de ces nanoparticules luminescentes.

Ainsi, pour élargir les applications de ces marqueurs luminesdesyparait nécessaire
de pouvoir différencier certains types de tissus ou organes, cpamexemple des tumeurs
cancéreuses. Cette détection spécifique peut étre obtenue paeffeEgegrde marqueurs

antigéniques spécifiques des tissus ciblés, en utilisant la fonctionoalidatsurface.
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3. Détection du cancer de la prostate

Le cancer est une des maladies les plus meurtrieres damantie. Cette maladie est
provoquée par la prolifération anarchique et incontrolée de cedlulesin d’un tissu ou d’'un
organe. Ces cellules cancéreuses sont issues d’'une mutation rieett@et de se diviser
indéfiniment, et sur lesquelles I'organisme n’a plus aucun contdless forment des amas
appelés tumeur, mais peuvent également migrer dans d’autresdmbherganisme lorsque la
maladie a atteint un stade avancé, formant des métastasakediffitraiter. C’est pourquoi le

diagnostic du cancer doit étre le plus précoce possible.

3.1. Le cancer de la prostate

Le cancer de la prostate, apparaissant majoritairement l¢tfmame de plus de
cinquante ans, est le cancer le plus fréquent de l'individu masculiBO& le nombre de
nouveau cas en France était estimé a plus de 62 000, soit 34% delflendes cancers. Ce
cancer est eégalement I'un des plus meurtriers en nombre, puisigitien 2005 la cause de
9 202 décés. Ce nombre le classe au deuxiéme rang des déces mes lpamcancer, et au
quatriéme rang pour I'ensemble de la populatf8rCe cancer représente donc un probléme
majeur de santé publique.

Un cancer de la prostate peut étre suspecté en raison d’'un tawalkenoemt élevé de
PSA (Prostate Specific Antigen) dans le sérum d'un patient, ows aprétoucher rectal
révélant une anomalie. Actuellement, I'unique moyen de confirmediagnostic et de
distinguer les tumeurs bénignes des cancers agressifs camsiste biopsie de la prostate.
Cependant cet acte est invasif, et sa fiabilité est linptel’erreur d’échantillonnage. De
plus, ces méthodes de diagnostic révélent souvent la tumeur malignstade avancé, apres
gue celle-ci ait formé des métastases.

Dans ce contexte, il est important de rechercher de nouveaux @etidBagnostic
permettant de détecter a la fois les tumeurs primairles ehétastases a des stades précoces

d’évolution.
Les nano-sondes multifonctionnelles sont des outils prometteurs pouiteletiale

précoce du cancer, en fournissant par imagerie une vue gtb#gendue de la tumeur, et

en dévoilant les Iésions métastatiqgues. Cependant, il faut poupael@ir contrdler la
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répartition de ces outils dans le corps. En effet, la détectiaifigné d’'un organe ou d’'un
type de tissu particulier, comme une tumeur par exemple, requieatugneentation locale de
la concentration en marqueurs, afin de différencier la zone intles autres tissus. Cet

enrichissement local est possible grace au ciblage, qui peut étre passif.ou a

3.2. Vectorisation et ciblage: principes

Que ce soit dans le cas du ciblage passif ou du ciblage astiflelex mécanismes
nécessitent un temps de circulation des marqueurs dans le consansuffour qu’un
enrichissement puisse se faire avant que les nanoparticules md ébminées de
'organisme. En effet, la probabilité qu'une particule soit amenée zone d'intérét et y
réside augmente avec la durée de circulation. On constate ingbottance de la
fonctionnalisation de surface apportant de la furtivité, abordée m@m@oéent, qui permet
justement d’augmenter le temps de circulation des nano-sondes damsnpartiment

sanguin.

3.2.1.Ciblage passif

Les tumeurs ont la capacité de susciter une angiogenese amentElevée, c’est-a-
dire une croissance anarchique de vaisseaux sanguins, ce qui gatimeinter les cellules
tumorales en nutriments et oxygene au cours de leurs multipfisatia genese rapide et
imparfaite de ces nouveaux vaisseaux provoque de nombreux défauts,sapparsous
forme de trous allant de 100 nm a 2 um selon le type de tumeweddéfauts peuvent fuir
les objets de grande taille, comme les macromolécules, Eolyes et les nanoparticuf8s.
En l'absence d'un systeme lymphatique pleinement fonctionnel au niveda tdeneur,
I'évacuation de ces objets est lente. La combinaison de ces deuxrgim@soengendre un
effet de concentration des gros objets au niveau des tumeurs, dipeEP&® (Enhanced
Permeability and Retention). De cet effet EPR découle directemhe ciblage passif des
nanoparticules, leur permettant de se concentrer spontanément atiée passive dans les
zones tumoraleg-{gure 24).

Cependant, ce ciblage passif s’avere parfois insuffisant pour ohteniffet de
concentration suffisant dans les tumeurs. En effet, le degré delar&sation des tumeurs

varie selon le type et le stade de développefiéhe recours & un ciblage actif devient alors
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nécessaire, en opérant une fonctionnalisation de la surface nigsartecules a I'aide de

vecteurs spécifiques des cellules cibles.

a) ®

@) Cellule tumorale apoptotique
€% Cellule cancereuse

0 Cellule saine

®  Cellule endothéliale

Cellule endothéliale

Figure 24 : lllustration de I'effet EPR. a) Dans les tissus saiesjes les petites molécules
traversent la paroi des vaisseaux. b) Dans les tumeursatesparticules peuvent diffuser et se

concentrer a l'intérieur des tissus grace aux fuites dansitseaax sanguin§®

3.2.2.Ciblage actif

Ce ciblage actif repose sur des interactions entre ligandegitedir, le ligand étant fixé
a la surface de la nanoparticule et le récepteur un marqoécifigue situé a la surface des
cellules tumorales, conduisant souvent a l'internalisation de la agioype. Pour que cette
interaction soit suffisante pour conduire a une reconnaissance spéetfige internalisation
efficace, ce marqueur spécifique doit étre largement suregmunles cellules cancéreuses
par rapport aux cellules saines {2010 par cellule}

La littérature mentionne une large diversité de ces ligandsragat désignés sous le
nom de vecteurs. Ceux-Ci peuvent étre des protéines (principalelegranticorps), des
peptides, des courtes chaines d’acides nucléigues (aptamerestitgssnpolécules telles que
I'acide folique ou encore des sucres ou des vitanfines.

Le choix du vecteur est dicté par sa spécificité et sonit@ffavec le récepteur cible. En
effet, un manque de spécificité envers la cible induira le rageyde cellules non-ciblées, via
des interactions entre le vecteur et des récepteurs semtdabiésepteur ciblé. Dans le cas
d’une affinité insuffisante avec le marqueur ciblé, le vecteamma’ pas un effet suffisant pour

gue le ciblage se ressente au niveau de la répartition des nanoparticules ganisita.
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Les vecteurs sont greffés a la surface des nanoparticuledeatodifier la répartition
des nanoparticules dans les tissus. Cependant, ce greffagdearple®nséquences sur le
comportement de la nano-sonde. D’une part, I'ajout de ces ligands surface des
nanoparticules favorise leur phagocytose par les macrophages, dimiauardutée de
circulation dans l'organism®’ Il est donc important d'ajouter & la surface de ces
nanoparticules des agents permettant d’augmenter leur furtictéme il a été décrit
préecédemment. D’autre part, le greffage du vecteur directeraete surface de la
nanoparticule induit une diminution importante de I'affinité entredand et sa cible. Cette
perte d’affinité, due a la faible liberté de mouvement du ligandaeor de I'inertie de la
nanoparticule, diminue énormément la probabilité d’'une bonne interaction entretedigen
cible. Ce phénomeéne peut cependant étre compensé par I'introduction asuespeceur de
longueur suffisante entre la nanoparticule et le ligand. La flégiloiu bras espaceur permet
alors d’apporter au ligand une liberté de mouvement suffisante giquerimettre d’interagir
avec la cible dans une conformation adéquate, maximisant leacitiaas. Un espaceur
particulierement utilisé est le polyéthylene glycol (PEG),pprimet également d’accroitre la
biocompatibilité des nanoparticules.

Les ligands ainsi placés aux extrémités des chaines PEG évallerdurface de la
couche de furtivité et sont pleinement a méme d’interagir @gemhbrqueurs spécifiques des
cellules tumorales cibléeBigure 25).

% T

Nanoparticule

o, SON

? — Chaines PEG

Figure 25 : Représentation d’une nanoparticule vectorisée pour le ciblage acti

Une différenciation va alors s’opérer, par le biais de ces ligamee les cellules ne
portant pas le marqueur cible et celles munies du récepteur susélesquelles les

nanoparticules vont se concentrer et permettre leur détection spédrigue (26).
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Figure 26 : Représentation du ciblage spécifique de cellules cam®se les nanoparticules
quittent le compartiment sanguin par les fuites des vaisseaux, puis diffassres tissus, en ignorant
les cellules non-ciblées, jusqu’a se lier a un réceptdld. dCette interaction entre ligand vecteur et
récepteur cible peut ensuite conduire a l'internalisatioradehoparticule par la cellule porteuse du

récepteur spécifiqué®

3.3. La PSMA, une cible de choix

Dans le cas du cancer de la prostate, il a été montré qu'ur@nprobembranaire, la
PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen), était surexm@ide facon significative chez
les cellules tumorales prostatiques. Cette surexpression gsttamte en comparaison des
tissus normaux dans lesquelles résident ces tumeurs et letastasés, puisqu’elle peut
atteindre un facteur 1008° De plus, en dehors de certaines zones du cerveau, cette protéine
est rencontrée dans les organes a des taux toujours inférié0% de ceux d’'une prostate
normale'® Enfin, la PSMA est sujette & l'internalisation, et cetteacié d’endocytose est
fortement renforcée par la formation de complexe ligand-P$MACeci représente un
avantage conséquent, puisque cette endocytose peut conduire a lisggomaldes nano-
sondes dans les cellules ciblées.

Cette protéine est également surexprimée dans les vaisseaguins de la néo-
vascularisation de la plupart des tumeurs solides, ce quipésske cas pour les vaisseaux

situés dans les tissus normati.
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Ainsi la surexpression de cette protéine, sa localisation meaibeafacilement
accessible et sa capacité a l'internalisation en font une diblehoix pour la détection
spécifique du cancer de la prostate et des tumeurs solides non-prostatiques.

La PSMA, également appelée GCPII (Glutamate carboxypeptitjasst une protéine
membranaire d’environ 100 000 Dalton, constituée de 750 acides amingtusLgrande
partie de cette protéine est extracellulaire (des acides aminés 44 a 750)

L’appellation « glutamate carboxypeptidase » GCPII provient @éJigé enzymatique
gue la PSMA manifeste lorsqu’elle se trouve sous forme dimérigue.effet, cette
métalloprotéine a zinc posséde deux activités enzymatiques. Lépresst I'hydrolyse du
NAAG (N-acétyl aspartylglutamate), la seconde est I'hydr@lgu folate poly-glutamate.

Ces deux activités aboutissent au clivage du glutamate teriSoiadrha 12

COy CO.

() 2
H PSMA ) + -
)LN%N COy Pt L o RN CO;

N \(\/ N Coz_ COZ'
O COy H
N-Acetyl aspartylglutamate
(NAAG) Glutamate

H 0 CO;
Os_N N/\/\COZ
CO, 0| co, H
HQNYN N o H cor
2
N /j\/NH T
N COy COy
© H,N._N._N
PSMA 2 N
Folate poly-gamma-glutamate Y \ "H3N COy
HN L __NH + heing
COy”
0]
Glutamate

Schéma 12 Activités enzymatiques de la PSMA.

3.4. Ciblage de la PSMA

Le ciblage de la PSMA requiert des ligands ayant une forte affinité pierpcetéine.
Une des approches possibles consiste a utiliser des anticorpg)garqéssédant une
forte affinité pour un antigéne spécifique, avec lequel elles furrme complexe. Des
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anticorps anti-PSMA ont été largement utilisés pour étudier sdidatton dans différents
tissus ainsi que pour quantifier la surexpression de cette prt&ine.

Le Capromab, anticorps anti-PSMA issu de la souris, a étgééutibur le marquage de
cellules tumorales de la prostate, aprés greffage d’'un comgpiied@im-111 radioactit*® Ce
composé est actuellement commercialisé sous le nom de PiraStasest employé pour la
détectionin vivodu cancer de la prostate par scintigraphie.

En suivant la méme stratégie, un complexe d’indium-111 a étéé ghefuin autre
anticorps anti-PSMA, le J591Figure 27). Ce composé*in-J591 s'est révélé
particulierement efficace dans la détection des tumeurs salidegprostatiques, dont le

systéme vasculaire surexprime la PSMA.

\ Anticorps anti-PSMA

(Capromab, J591,...)

0]

Figure 27 : Complexe d'indium-111 vectorisé par un anticorps anti-PSMA, pour éztitit de

cancer par scintigraphie.

Outre l'utilisation d’anticorps anti-PSMA, une stratégie couramirutilisée pour le
ciblage consiste a utiliser des analogues du substrat natufel ptetéine ciblée, qui par
définition posséde une forte affinité pour celle-ci.

En appliquant cette stratégie, plusieurs analogues du NAAG osyrétéetisés pour le
ciblage spécifique de la PSMAiQure 28). On remarquera qu’un lien urée est utilisé en lieu
et place de la liaison amide, afin d’empécher I'hydrolyse deltggue par la PSMA. Ainsi,
I'analogue interagit avec le site actif de la protéine saibé I'hydrolyse qui aurait conduit a
sa dégradation et a son expulsion du site actif. Ces moléonesdies inhibitrices,
puisqu’elles occupent le site actif de la protéine sans ensébstrat, bloquant ainsi son
activité catalytique.

Ces inhibiteurs possédent une partie commune avec le substrat.n@aitel partie
(signalée en vert et bleu sur la figure) correspond a cedeagissant avec le site actif de la

protéine et est par conséquent a I'origine de l'affinité entre le NAAGRSMA.
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2-[3-(1,3-Dicarboxypropyl)ureido] pentanedioic acid
Figure 28 : Analogues du NAAG utilisés comme ligands de la PSMA.

Les inhibiteurs DCMC et DCITHigure 28) montrent une trés bonne affinité avec la
PSMAM® Aprés marquage de ces deux ligands grace a des noyaux radioactitsjvesgat
par du carbone-11 et de l'iode-125, ces traceurs ont été utiliséssawees pour réaliser
'imageriein vivo de tumeurs de la prostate développées chez des souris.

L’analogue DUPA Figure 28) posséde également une forte affinité pour la PSMA, et
son interaction avec la protéine semble provoquer linternalisatiocetie derniéré*® Ce
ligand a dans un premier temps servi a la vectorisation d’un comgéexechnétium-99m
radioactif vers des cellules tumorales prostatiques, perméitaagerie de tumeurs de la

prostate Figure 29) par tomographie par émission de positons (PET-scan).
COOH

Ho
TC N_Q N.__ .COOH
COOH © Hv\)(1:\1 HJi:jv\msj
KL 5 H § < H H
1, 0

HOOC" "N~ "N~ “COOH
H H
%(—/ %(—/

DUPA Complexe radioactif pour l'imagerie

Figure 29 : DUPA™T¢c. Imagerie par PET-scan d’une tumeur de la prostate développée chez

la sourist®
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La vectorisation vers la PSMA a également été utilisgesefins thérapeutiques. A titre
d’exemple, ce méme vecteur DUPA a permis I'acheminemestles cellules tumorales de
principes actifs ayant un effet cytotoxique, dans le but de lesentrec dans la zone
cancéreuse et de limiter leurs effets secondaires. Cettertoatton locale en principe actif
est induite par le greffage covalent de I'inhibiteur avec ceieler'’ L'inhibiteur DUPA a
également été utilisé pour le transport de fragments d’ARNfénémt, qui ont pour but
d’inhiber la production de certaines protéines, pouvant ainsi induireott cellulaire. Le
greffage d’'un fluorophore a I'extrémité de la chaine d’ARN a [®ide suivre la répartition
de ces molécules dans I'organisme, confirmant un importantdefebncentration dans les

tissus tumoraux prostatiques.

Cette vectorisation vers la PSMA a également été appliqaés aanoparticules pour
augmenter leur effet thérapeutique.

Un aptamere, courte chaine d’acides nucléiques, spécifique de la, PSM ainsi étre
greffé a la surface de nanoparticules polyméres incorporant despes actifs. Sur ce
principe, des nanoparticules incorporant du cis-platine, un composéxigt@, ont montré
une cytotoxicité sur des lignées cellulaires de cancers geotate:™® Des nanoparticules
vectorisées par le méme aptameére et incorporant du docetarghosé aux propriétés
antimitotiques, ont abouti & des résultats remarquables danstdené&at de tumeurs de la

prostate développées chez la soufigire 30).*%°

A «———— Aptamére
«—— COOH

PEG

Polymere + docetaxel

Figure 30 : Nanopatrticule de polymere incorporant du docetaxel et modifiées en swafatasp

aptaméres spécifiques de la PSKMA.

Ces résultats mettent en avant d’'une part le bénéfice impateaiutilisation de
nanoparticules par rapport au docetaxel seul, et soulignentedjzautr I'apport important de
la vectorisation, doublant la probabilité de guérideigyre 31).
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Figure 31 : A) Evolution de la taille des tumeurs apres une injection tumoral : de solution
saline (Saline), de nanoparties polyméres sans principe actif (NP'une énulsion de docetax
(Dtxl), de nanoparticules incoorant du docetaxel (D-NP) ou de nanoptcules incorporant d
docetaxel et vectorisées par laptaméres (Dt-NP-Apt). B) Répartition des suris a la fin de’étude
(109 jours apreésihjection), en‘onction de’évolution de la tumeut?®

Des nanoparticulesontenant de’epigallocatechine gallatiEGCG) aux propriétés an
canceéreuses, ont égalemerontré un comportement différent aprés leffage a leur surfac
d’'un analogue du NAAG, inibiteur de la PSMAFigure 32).*?! En effet, la présence de «
vecteur (DCL) exacerbe latotoxicité des nanoparticules -a vis des ellules tumorales d
la prostate, alors que cette:otoxicité demeure faible sur une lignée dlaire saine Figure
33). Ce vecteur DCL seme favoriser 'endocytose des nanopartics dans les cellule
surexprimant la PSMA. Lerincipe actif est alors relargué directemdans le cytoplasm

augmentant la dose recue fa cellule et ainsi'effet cytotoxique.

mooc TN N cooH
HH HH

- PLGA-PEG

Figure 32 : Nanoparticuks de polymére incorporant ¢ EGCG, et vectdsées par un analog
du NAAG™!
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Figure 33 : Fractions de cellules survivantes, 48h aprés une exposition sadegarnticules
durant 1h et 3h (CTRL: contrble, pas de nanoparticule ; NPsahoparticules incorporant de
FTEGCG ; NPs-2: nanoparticules incorporant de I'EGCG ettorestes DCL). A) Cellules
endothéliales normales. B) Cellules cancéreuses prostatfques.

3.5. Conclusion

Le ciblage de la PSMA pour la détection précoce et le traiterdu cancer de la
prostate, ainsi que des tumeurs solides non-prostatiques, apparait étaninene stratégie
prometteuse. En effet, les résultats encourageants obtenus awscvéieteurs confirment
linfluence du ciblage sur la répartition des objets (traceadsoactifs, molécules actives,
nanoparticules...) dans l'organisme, et de nombreux cas démontremiciaissement de

l'internalisation de ces objets au sein des cellules visées.

120 121
L == 1

De plus, comme l'ont montré Farokhza a ainsi que Sannat a a
combinaison de [l'utilisation de nanoparticules et du ciblage permatguatienter

considérablement I'effet thérapeutique d’un principe actif.
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Description du projet

Considérant les éléments présentés dans I'étude bibliographigpparb# clairement
gue la détection et la thérapie de cancers a 'aide de nanoparticulesseestoeprésentent un
champ d’étude prometteur. Les nanohybrides incorporant des complexiesticienide
constituent des objets a fort potentiel pour la détedtiovivo par fluorescence de signaux
caractéristiques de ces pathologies. Comme nous l'avons vu, cedekybdmbinent la
réponse lumineuse caractéristique des complexes de lanthanidabilaésthermique et

meécanique de la silice, ainsi que sa résistance en milieu biologique.

1. Travaux précédents

Le groupe d’Arnaud Gautier (groupe ‘Chélates’ de I'ICCF) au seimageelle a été
effectuée une partie du travail présenté dans ce mémoire,aum@nt une voie de synthése
de nouveaux ligands dérivés de I'acide dipicolinitfifeCette voie de synthése par chimie

click a permis I'obtention de plusieurs acides 4-triazolyl dipicolinigGetiéma 13.

Schéma 13 :Acides 4-triazolyl dipicoliniques obtenus par chimie click, et glexes de

lanthanide correspondants.

La synthese de ces diacides a été réalisée tres efffieat@our différents groupements
R. Les complexes d’europium(lil) et de terbium(lll) obtenus airpde ces diacides ont

montré d’excellentes propriétés de luminescence, ainsi quesidsats trées prometteurs en
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absorption bi- et tri-photonique. De plus, ces propriétés photophysiquestsé\&lées étre
modulées selon la nature du groupement R greffé en position 4 du triazole.

L'un de ces complexes a été modifié par I'ajout de groupemkatsyailanes, et greffé
a la surface de nanoparticules de sitideLes nanohybrides cceur-coquille obtenus ont
présenté de tres bonnes propriétés de luminescence, aussi biengee 6p&aire qu’en

absorption biphotonique. Néanmoins, ces complexes ne sont pas stables en milieux agueux.

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que le ciblage des sdliu®rales de la
prostate pouvait étre assuré par le greffage de ligands aftmesute ces dernieré®1#
Certains analogues du NAAG possedent une forte affinité pour I2AP8Mse sont révélés
efficaces pour le ciblage de tumeurs prostatigte$!*#*

2. Présentation du projet

Nous basant sur ces travaux, nous avons envisageé la synthése d’'une namysichele
luminescente permettant la détection de cellules tumorales prostatigttesn&@ho-sonde sera
constituée d'une nanoparticule hybride incorporant des complexes mbarlae
luminescents, et portera a sa surface des vecteurs perntetidhtage spécifique de ces
cellules. Les vecteurs seront séparés de la nanoparticule an ooy bras espaceur de type
polyéthyléne glycol permettant d’augmenter la biocompatibii¢ée la nano-sonde et de

maximiser son efficacité~(gure 34).

Complexes
Nanoparticule

~ luminescents -
hybrlde -

7 Espaceur PEG  \ecteur
\‘F r /

Figure 34 : Représentation de la nano-sonde envisagée.

Ce projet se décompose en trois parties. Nous nous intéresserons pgaamiantemps
a la synthése par chimie click d'une bibliothéque de ligands dériviéacaie dipicolinique,
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permettant I'introduction d’'une large gamme de groupements R en pasitio triazole. Les
propriétés optiques des complexes d’europium(lll) et de terbiunighiés a partir de ces
diacides seront ensuite évaluées afin d'étudier l'influence du grompdRnd_'étude de ces
caractéristiques optiques permettra également de sélectiosneortglexes possédant les
meilleures propriétés de luminescence, en prenant en comptadesnents quantiques, les
durées des déclins de luminescence et les longueurs d’'onde d’excitatiableslis

La seconde étape de ce projet consistera en la mise au polat ymthése de
nanohybrides silice-complexes de lanthanide par voie sol-gel,cuifesi celle des procédés
permettant leur fonctionnalisation de surface. Les propriétés optipiegs nanohybrides
seront ensuite étudiées, afin de s’assurer que celles desegemple lanthanide sont
conservées aprées incorporation dans la matrice de silice. di@xigité de ces nanohybrides
sera eégalement évaluée, en vue de leur potentielle utilisatiovo.

Une sélection de candidats vecteurs pour le ciblage de la P<ekéAeffectuée parmi
plusieurs structures analogues du NAAG en fonction de leur affinitérndéées par
modélisation moléculairg={gure 35). Les candidats vecteurs sélectionnés seront synthétisés
et leurs activité comparée a celle d'un vecteur de réeferém&xCL, dont I'efficacité dans le
ciblage de la PSMA est avéréeé.Les vecteurs seront ensuite greffés & la surface des

nanoparticules, de fagon a aboutir aux nano-sondes désirées.
CO,H
CO,H
HO,C O
HO,C O

co,t PP
NH HoN NN COH
N7 H H
0
NAAG DCL

Figure 35 : Structure du NAAG et du DCL, vecteur de référence.

Enfin, I'innocuité ainsi que la biodistribution de ces nano-sondes dardifiéents
organes seront examinées chez le petit animal, avant que ndusids de ciblage et la

détection de tumeurs prostatiques.
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Chapitre II. Synthese de ligands dérives de
I'acide dipicolinique, etude des proprietes
de luminescence des complexes d’Eu(lll) et

Tb(lll) correspondants






Complexes de lanthanides

La premiere partie de ce travail a été consacrée a I'ddvorde complexes
d’europium(lll) et de terbium(lll) synthétisés au départ de ligatwisype acide 4-triazolyl
dipicolinique, et a I'étude de leurs propriétés de luminescence.

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps réalisé la sydithgsdéarge gamme
de ces ligands par une voie dite de chimie click.

Cette bibliothéque de ligands permettra d’'une part I'étude deuénfle du ligand sur
les propriétés optiques du complexe de lanthanide correspondant, nieisedgda sélection,
parmi un large choix de complexes, du candidat possédant les meilleno@riétés de

luminescence afin de I'incorporer dans les nanoparticules.

1. Synthese des ligands

La stratégie générale adoptée pour la synthése de ces ligaéts développée
précédemment par I'équipe SEESIB de I'ICCF et permetcd@er rapidement a une large
gamme d’acides 4-triazolyl-dipicoliniqué¥ Cette synthése est réalisée en accord avec les
principes de chimie click, et impligue notamment une réaction de CuAATDpper (I)
catalyzed Azide-Alkyne Cycloadditi(®chéma 13.

R R

N N
O N I 1y

® N\é N

& 4 étapes % ‘ R— N N

e e — >
o OH — » MeO \N OMe CUuAAC = | = |
o) o) o o) MeO \N OMe HO \N OH
2 1 (0] (0] (0] o]

Acide chélidonique .
. 4-triazolyl DPA

Schéma 14 Voie de synthése pour I'obtention d’acides 4-triazolyl-dipicqlieis (4-triazolyl
DPA).

La chimie click vise a obtenir des molécules faciles a obteAll searches must be
restricted to molecules that are easy to mak&'Rarry Sharpless définit la chimie click en
2001 comme un ensemble de réactions répondant a des critéres Ainisijdes réactions
«click » sont basées sur I'économie d’atome et sur I'dslsgim sélectif de blocs pré-
synthétisés. Ces réactions sont fortement exergoniques, menargodeirféversible a la
formation d’un seul produit. Elles doivent étre applicables a uge @mme de composés et
ne générer qu’'un seul composé ou régioisomere (I'obtention d’'un reéthé@gantioméres
étant accepté), et ceci avec un rendement élevé. Les conditiarioméealles doivent

€galement étre simples a mettre en ceuvre, et les produitpae fieilement accessibles.
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Dans le but de limiter 'impact environnemental de cette chilegeréactions répondant aux
caractéristiques de la chimie click doivent pouvoir étre Eadissans solvant, ou dans des
solvants bénins, renouvelables et faciles a éliminer.

Enfin, le produit final doit étre isolable par des méthodes ne sitads pas de
purifications chromatographiques (extrémement colteuses en soleanpledse stationnaire)
telles que la recristallisation ou la distillation.

Parmi les réactions répondant aux exigences de la chimie clickesm@us connues et
des plus utilisées est certainement la réaction CuUAAC, quiaestriante catalysée de la
cycloaddition thermique décrite par Huisgen entre un alcyne et uareazmnduisant a des
1,2,3-triazoles?® La cycloaddition de Huisgen n’est cependant pas régiosélectivecessite
l'utilisation d’alcynes appauvris en électrons de fagon a augmenter éetivité.

Les propriétés catalytiques du cuivre(l) permettent la syathgempérature ambiante
de 1,2,3-triazoles disubstitués en position 1 et 4, a partir d’alcyrses et d’'azotures
(Schéma 15%.

. Ny s N=N
R— + \N\\ _R' —_—> -p!
N cu(l) R/&/N R
Alcyne vrai Azoture 1,2,3-Triazole

Schéma 15 Schéma général de la réaction CUAAC

Le mécanisme de cette réaction a récemment été élucidBofar et al'?’ Il fait
intervenir deux centres cuivrewSchéma 18. L'acétylénique forme tout d’abord un
complexe a deux cuivres, I'un étant lié par une liaisobautre par une liaison. Le cuivre
lié par une liaisorr forme ensuite un complexe avec I'azoture organique, activataoied
nucléophile de l'azote en position 3 de I'azoture par le carlffode I'acétylénique pour
former une premiere liaison C-N. L’'attaque nucléophile de l@aZotsur le carbone de
'acétylénique permet par la suite de fermer le cycle, Alvération d’un cuivre. Le complexe
résultant subit ensuite une élimination réductrice libérant t@yseur et le 1,2,3-triazoles
désire.

Cette réaction de CUAAC est sélective et permet d’obtenodegosés souhaités avec

des rendements élevés.
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R—=——=~H
N e
— —_— .
Ne N-R [Cu] R'———-~H [Cu]
N
H+
H+
[Cul
R———
[\I:N [Cu]
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Schéma 16 Mécanisme de la réaction CUAAC.

Rl

1.1. Plateforme azoture et choix des substituants

1.1.1.Synthese de la plateforme azoture

La voie de synthése présentée précédemment nécessite tout d'éladmatrtion d’'une
plateforme azoture, le 4-azidopyridine-2,6-dicarboxylate de dineihyh partir de laquelle
la synthese diverge vers les différents ligands.

Cette plateforme azoturg est synthétisée a partir d’acide chélidonique, suivant un
schéma réactionnel nécessitant trois étafgehgma 1). L'acide chélidonique? est tout
d’abord converti en acide chélidamiquge par réaction avec 'ammoniaque, d'aprés le
protocole décrit par Yiret al'?® Le composé3 précipite aprés acidification du milieu
réactionnel, et est isolé pur par filtration. Dans le chlorurthideyle au reflux, en présence
de diméthylformamide comme catalyseur, I'acide chélidamiquengterd’accéder au
dichlorure de 4-chloropyridine-2,6-dicarbonyle, qui réagit vivement avenéihanol pour
donner le 4-chloropyridine-2,6-dicarboxylate de diméthyld.e diester chloré est purifie
par recristallisation dans le méthanol. L’'azotlirest ensuite obtenu en utilisant le protocole
décrit dans la littératur€? La substitution nucléophile aromatique sur le composé clesé
effectuée a I'aide d’'un excés d’azoture de sodium dans le dirfe¥thgimide, a 50°C. Le 4-
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azidopyridine-2,6-dicarboxylate de diméthylleest ensuite précipité par addition d’eau, puis

est obtenu pur par filtration.

H Cl
1 NHsaq Ta “ SOCly, reflux ]
HO X OH —_———— > Cl X Cl
2 HCI N cat. DMF N
96% (0] (0] (0] (e}
3
Acide chelldonlque Acide chélidamique MeOH
CH,Cl, 0°C
65%
N3 cl
]  NaN310éq. a
MeO \N OMe == DMF, 50°C MeO \N OMe
94% o o
1 4

Schéma 17 :Synthése du 4-azidopyridine-2,6-dicarboxylate de diméthy{e2alisée sur 12

grammes au laboratoire).

Il est important de noter que la recristallisation du diesteréll constitue la seule
étape de purification nécessaire, puisque tous les autres compasE®Ies purs par simple
filtration. L’azoture 1 peut-&tre synthétisé a I'échelle multigrammes sans diiitth De
plus, ce composé présente une stabilité remarquable en comparaisetiedd’azotures

aromatiques?®

L’acide chélidonique2, point de départ de cette voie de synthese, est un composé
commercial mais est malheureusement assez colteux. Il peemdesp Etre aisément
synthétisé a bas prix et en grande quantité au laboratoiretiddi@rétone et d’oxalate de

diéthyle, selon le protocole décrit par Howéttal* (Schéma 18

(0]
0 EtO 0 1. EtONa |
)J\ O OEt 2. HC| HO O OH
88% 0 0
2

Schéma 18 Synthése de 'acide chélidonigRé€réalisée sur 70 grammes au laboratoire).

Ainsi, 'ensemble de la synthése permettant d’accéder a Uiszbtpeut étre réalisé a
I'échelle multigrammes, sans aucune purification chromatograpletéepartir de composés

facilement accessibles et bon marché. De plus, les rendementliffdeentes étapes sont
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excellents, excepté pour la synthése de la chloropyritl{(88%), en raison de la purification

par recristallisation.

1.1.2.Choix des substituants

Le but de ces syntheses est d’aboutir a une bibliothéque de ligasdédant des
systemest-conjugués différents, afin d’en étudier I'impact sur les profsidptiques des
ligands et des complexes de lanthanide correspondants. Pour cstajipertant d’opérer
une seélection des substituants qui seront greffés sur I'acideldigice par le biais du lien
triazole formé par CUAAC. Ce choix se doit de comporter des sudrdst qui influeront sur
I'étendue du systémeconjugué, mais également sur sa densité électronique.

A cette fin, une large variété dalcynes a été envisagégure 36). Nous avons
notamment sélectionné des composés aromatiques, qui permettront d'&ermhpigaison
au dela du triazole. Les noyaux aromatiques peuvent étre subgi#iuékes groupements
donneurs ou attracteurs d’électrons, permettant de moduler la déesitéréque du ligand.
Des alcynes aromatiques polycycliques (naphtalene, biphényls) aue des alcynes
hétéroaromatiques (thiophéne, pyridine, imidazole) ont égalemergekgéionnés. Enfin,
dans le but de former des complexes suffisamment solubles agjueux, des alcynes
porteurs de groupements hydrophiles tels que des ammoniums etydiesyles ont
également été inclus dans cette sélection.

= < > :—< >—No2
///OH
T T,
— NH, OH
z
- — O /
o \ ///\"\F\ cr 5
MeO
= o _OoH
=)0 N 2N
OH

AN
B
l
7
wn

i
/
Z Nooy 7

§/</7Nl§ HOH

:

Figure 36 : Alcynes sélectionnés pour la synthése de ligands de type Adidazolyl

dipicolinique.
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Les alcynes, 6 et 7, non commerciaux, ont été synthétisés au départ du chlorure de
propargyle, par substitution nucléophile au moyen de diverses andrigsras dans le
toluéne Gchéma 19.**! Le choix de ce solvant permet la précipitation des sels d’anumoni

attendus au fur et a mesure de leur formation. Ces dernierssst#d purs avec de bon

rendement par filtration.

R\N,R
R _NRor
///\CI : - = ‘R
Toluéne, 20°C R
5-7
R R' Rdt
5 CH, CHs 85%
6 CHs CH,CH,OH  97%

7 CH,CH,OH CH,CH,OH 77%

Schéma 19 Synthése des alcynBs7 a partir du chlorure de propargyle.

1.2. Cycloaddition alcyne-azoture

1.2.1.CuAAC

La cycloaddition alcyne-azoture catalysée par le cuivre(IAEC) permet la synthése
régiosélective de 1,2,3-triazoles disubstitués en position 1,4. Dans cadte cette
cycloaddition sera effectuée entre la plateforme 4-azidopyrRielicarboxylate de

diméthylel et les alcynes précédemment sélectionnés pour cette Stldaria 20.

R
N

Ny o

= | R— N
%
MeO X OMe =
N Cat. Cu(l) MeO - \ OMe
(0] (0] N
(0] (0]
1 8-24

Schéma 20 Réaction de CuAAC entre la plateforme azoture et les alcynes célai

Cette réaction est, comme son nom l'indique, catalysée par \eecau degré
d’'oxydation +1. Le cuivre(l) est cependant instable et s’oxyde gleméent de facon

spontanée a l'air libre pour former du cuivre(ll), dépourvu des proprigaésytiques

recherchées.
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Une des stratégies pour obtenir le cuivre au degré d’oxydation sbuduaisiste a
ajouter a une solution de cuivre(ll) un agent réducteur, tel que I'asiderbique, qui va
permettre de réduire le cuivre(ll) en cuivre(l) au cours dédation. Cette stratégie est tres
certainement la plus couramment utilisée.

Une autre stratégie consiste a utiliser pour catalyse¥aletion CUAAC des composés
organométalliques dans lesquels le cuivre se trouve au degré dioryéa de facon stable.
C’est par exemple le cas des carbénes N-hétérocycliqueS)(Neél cuivre(l). Un carbene,
espeéce comportant un carbone divalent, est généralement fortemdiit @accarbone
divalent peut cependant étre stabilisé par la présence d’hétéesa{principalement azote et
soufre), comme c’est le cas pour les NHC. Le doublet libre sleadones divalent stables
permet alors de former une liaison dative avec le cuig&lbilisant ce degré d’oxydation. La
présence de groupement encombrant autour du carbene limite égalkorydation du
centre métallique.

Plusieurs exemples de Cu(l)-NHC sont connus pour catalysecl@adgition alcyne-
azoture*?®*32133 e cuivre(l) étant stabilisé dans ces composés, I'usage duunctedir
sacrificiel devient alors inutile. Un de ces métallocarbelee$CuCIl(SIMes)(4,7-dichloro-
1,10-phénanthroline)] Higure 37), mis au point et étudié au laboratoire, a montré une
excellente efficacité pour cette cataly$el’ajout de la dichlorophénantroline sur le carbéne
CuCl(SIMes), décrit par Nolaet al,**®* permet d’'une part d’augmenter la solubilité du NHC,
notamment dans le méthanol, et affaiblit d’autre part la liaisofCIC augmentant ainsi
I'activité catalytique de ce Cu(l)-NHC.

Mes/NYN‘Mes /CU\_CI
Cu =N N=
iy Yaw
Cl Cl
CuCl(SIM
SUCUSIMes) [CuCK(SIMes)(4, 7-dichloro-1,10-phénanthroline)]

Figure 37 : Structure du métallocarbene utilisé pour la réaction de CyABegsé sur le
métallocarbéne CuCI(SIMes) de Nolan.

Ce Cu(l)-NHC a donc ete utilisé pour realiser la cycloaddigatre la plateforme
azoturel et les alcynes sélectionnés, dans le méthanol a tempénativignte et en condition

‘open flask’, permettant I'obtention efficace des triazoles cpomdants qui précipitent
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spontanément. Ces derniers sont isolés purs par filtration avec deeshdaments (66-98%)
(Tableau 8.

Cependant, ce catalyseur s’est révélé inefficace pour aatalyscycloaddition en
présence d’alcynes dérivés de l'aniline, menant alors a la tiormde nombreux produits
non-identifiés. Un second systeme catalytique a donc été uGlkséysteme est constitué de
cuivre(ll) complexé par de la tris(4-(3-hydroxypropyh-1,2,3-triazol-1-ylméthyl)amine
(THPTA, Figure 38).** L'ajout d’acide ascorbique permet de réduire le cuivre(ll) en
cuivre(l) possédant les propriétés catalytiques requises.SBaTs,; utilisé dans le méthanol,
nous a permis d’obtenir les diesté&fset 16, portant respectivement les groupements anilyle

et diméthylanilyle, avec de tres bons rendemerdbleau 8.

N.
HO/\/\E\/N WOH
N /N
\—N> NN
N .
HO\/\/[,‘N CuSO, ac. ascorbique

N

THPTA
Figure 38 : Second systéeme catalytique utilisé pour la CUAAC.

A titre comparatif, ce systtme THPTA/CQacide ascorbique a également été utilisé
pour reproduire des syntheses préceédemment effectuées a l'aideatisenr Cu(l)-NHC,

montrant des rendements tout a fait similaifiesb{eau 8).

On notera également que dans le cas des didstatsl9, le cuivre issu du catalyseur,
ou encore le catalyseur lui-méme, est vraisemblablement catnpkaxla pyridine et par
l'imidazole. Ceci se traduit en RMMH par un net élargissement des pics correspondant aux
protons de l'imidazole pour le compok® et aux protons de la pyridine et du triazole pour le
composél7. Un lavage avec une solution basique d’EDTA est alors néaegsair éliminer

le cuivre complexé, et obtenir le diester pur.
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Tableau 8 : Rendement de la CUAAC, selon le systeme catalytique utilisé.

Rendement
Composés I-R Cu(l)-NHC THPTA/CU'
1 mol% 2.5 mol%
8 -0 86% 89%
9 {~)-ome 87% 82%
10 §@ 87% 91%

11 | 94% 90%
12 % e 96%
13 -O)-F 92%

14 -C)No, 93% 95%
15 ~)NH, Dégradation 95%
16 O Dégradation 91%
17 W, 85%
18 3 91%
19 gf,;’) 92%
20 oM 94% 95%
21 A~-OH 86%
22 NONCer 98%
23 N 80%
24 HO%Q(,\;';H;OHH 66%

1.2.2.Cycloaddition thermique de Huisgen

Afin d’ajouter a la bibliotheque un ligand autre que les triazolegitudrs uniquement
en position 4 obtenus par CUAAC, nous nous sommes intéressés a ldditidlodhermique
de Huisgen, permettant la cycloaddition entre un alcyne non teretinah azoture. Cette
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réaction thermique ne nécessite pas de catalyseur, et corahst thazoles disubstitués en
4,5.

Cette cycloaddition n’étant pas régiosélective, nous avons opté poyldied’'un
alcyne symétrique. Cet alcyne se devait également d’'&otra@phile afin d’augmenter sa
réactivité¢ vis-a-vis de l'azoture. Notre choix s’est donc nHament porté sur
I'acétylenedicarboxylate de diméthyle, précurseur du tria2bld.a réaction est conduite en
utilisant I'alcyne comme solvant. Le compdgcristallise a froid aprés ajout de méthanol et

est obtenu pur par filtration, avec un excellent rendengattgma 2

OMe OMe

(0]

N
N >—§: o\ 0

° MeG 0 N
/| OMe

MeO N OMe /|
N A MeO N OMe

(0] (0]

1 25
90%

Schéma 21 Synthese du tetraest®s par cycloaddition thermique.

1.3. Méthylation du deérivé diméthylaniline et du dérive

méthylimidazole

Dans le but de faciliter I'étude de l'influence de la substitutionligand sur les
propriétés optiques du complexe, et afin d’étendre notre bibliothequgatkeldi nous avons
procédé a IdN-méthylation des diesteds et 19, respectivement substitués en position 4 du
triazole par un groupement diméthylanilyle et par un groupemertyhméidazole afin
d’accéder aux diesters triméthylaniliniu2é et diméthylimidazoliunR7. Ces alkylations ont
été effectuées grace a de liodure de méthyle, a temp&raammbiante dans le
dichlorométhane. Aprés évaporation des volatils, les sels d’ammoniuralgentis purs avec

de bons rendementS¢héma 22.
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OMe OMe N
o~ I o~ I
Mel =~
N DN — N DN
=/ N CH,Cl,, Ta =/ N
o} 0
OMe OMe
16 26
95%
OMe ~ _
OMe ~ |
° /ﬁ/"\l;\\N © N?N‘
N/ \ N = Mel N/ N N/Qy/‘\/
NN —_— o LN
o CH,Cl,, Ta N
o}
OMe OMe
19

27
89%

Schéma 22 Syntheése des diestet6 e27.

1.4. Saponification des diesters 8-27

Les diesters précédemment synthétisés ont ensuite été sapafifi d’obtenir les
diacides, précurseurs directs des ligands dicarboxylates utpigés la formation des
complexes de lanthanide.

Cette saponification est réalisée par I'action de 2 équivalents de soude en quidiax.a
Aprés deux heures de chauffage au reflux, les diesters sontemdidr saponifiés. Les
dicarboxylates de sodium, solubles, sont ensuite traités par un dacake chlorhydrique.

Les diacides sont ainsi obtenus purs par simple filtration et aprés lavage @théma 23.

R R
N N
by by
N ) N
1. NaOH, 2 éq.
| N ' | AN
MeO N7 OMe 2. HClyq 3M HO N7 OH
o) o) o) o)
8-21 28-41

Schéma 23 Saponification des diesters par la soude.

Cependant, ce mode opératoire s’est révélé inadéquat pour certaligags portant
des fonctions hydrophiles. En effet, la solubilité en milieu aqueuxiidegies résultants est

telle qu'ils ne précipitent apres acidification du milieu. Le<xidies peuvent étre précipités
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par ajout d’acétone, mais cette précipitation s’accompagne a@edielthlorure de sodium,
également insoluble dans l'acétone. Afin de résoudre ce probléeme, uaebasé a été
utilisée pour effectuer la saponification : la lithine. Le chlomedithium étant soluble dans
I'acétone & hauteur de 40 g-Eenviron, I'ajout d’acétone permet de précipiter les diacides, qui

sont obtenus purs par simple filtration apres lavage a I'acésmheiha 24.

1. LiOH.H,0, 3 éq.

Y

) o 0] 0]

R R
N N
Nié Nié
N N
~ ~

MeO OMe 2. HClyq 3M HO OH

=
pzd

42-47
P
R= X N cr 22

EAT:\/OH or 23
OH) cr 24

EEAN‘%\/ >3CI

REEN COgMe

o 25

" CO,Me

gQNf— F 26
N+

J/\/ DI 27

XN

Schéma 24 Saponification des diesters par la lithine.

Dans le cas des iodures d’ammoni@@ et 27, I'exces d’acide chlorhydrique ajouté
pour la neutralisation du dicarboxylate est suffisant pour procéderéahamge d’anion au
niveau de I'ammonium, comme le montrent les analyses élémentaires, les deux

diacides46 et47 sont des chlorures d'ammonium et non plus des iodures.
Ces deux modes opératoires ont permis I'obtention des diacides désnets

d’excellentes puretés, et des rendements quasi-quantitatifs pograme partie d’entre eux
(Tableau 9.
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Tableau 9 :Rendements de saponification des die&ts

Composés I-R Base Rendement
28 - NaOH 100%
29 {~)-ome NaOH 95%
30 %@ NaOH 96%

MeO
31 -0 NaOH 93%
OMe
32 % NaOH 83%
33 -)-F NaOH 95%
34 <)o, NaOH 100%
35 {~)NH; NaOH 91%
36 O NaOH 95%
37 [~ NaOH 85%
38 <3 NaOH 100%
N
39 AP NaOH 94%
|
40 % OH NaOH 95%
41 SOH NaOH 90%
42 SONC o LiOH 98%
43 SN LiOH 88%
g{\CI' OH )
44 o o LiOH 98%
=+ COH _
45 X LiOH 81%
b COzH
46 O © LiOH 90%
47 - LIOH 99%
!
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1.5. Conclusion

La voie de synthése décrite dans cette premiere partie, cungpéapes au départ de
I'acide chélidonique et ne comportant qu’une seule purification, aipdobtention rapide
de 20 acides 4-triazolyl dipicoliniques substitués par une grandeéévdeéroupements. La
synthése du compod4¢ plateforme permettant d’accéder a la totalité des diacidesgsi@eut
étre réalisée sur de grandes quantités et a moindre colt. Enfiyntteese des différents
acides 4-triazolyl dipicoliniques s’effectue avec d’excellestsdements, et peut également

étre conduite a une échelle multigrammes.

2. Complexes de lanthanides

A partir des diacide®28-47, ont été synthétisés les complexes d’europium(lll) et de
terbium (11l) correspondants. Les propriétés de fluorescenceslearnplexes de lanthanides

ont ensuite été étudiées.

2.1. Synthese des complexes

Pour obtenir ces complexes d’europium et de terbium, le diacideowsdabord
déprotoné par une base en solution aqueuse. A la solution de dicarboxytateeobst
ajoutée une solution de chlorure de lanthanide en quantité nécessaila faramation de
complexes de stocechiométrie ligand:Ln 3:1. Les dicarboxylategfdrators spontanément un

chélate avec I'ion L# (Schéma 25.

R
N
N
N B
3 _—
= ‘ LnCI3Y 7H20 1éq.
HO N OH
N
(¢} 0]
Ln =Eu, Tb
28-47

Schéma 25 Synthése des complexes de lanthanide a partir des diacides.
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La base utilisée pour la déprotonation peut avoir son importance puisjoerriplexes
étant chargés pour leur grande majorité, un contre-ion est nécesaaissurer la neutralité
de I'ensemble. Pour ce travail, la base principalement utiliséée ecarbonate de sodium,

permettant d’obtenir les chélates de formule [§]Nas (Schéma 2§.

R
N
iy
‘N N32003 1.5 éq.
3 & LnCls, 7H,0 1 éq.
HO. s~ OH
o o R~
Ln =Eu, Tb
28-47 [EuLs]Nas

[TbLsNag
Schéma 26 Syntheése des complexes [Ljilas.

Cependant, il a été montré que la substitution du sodium par I'ion guanidiainsdes
complexes de Ln(DPAJ permettait entre autres d’améliorer la cristallisation cds
complexes>°

Des complexes [Lnd]Guas ont donc été synthétisés en utilisant comme base le
carbonate de guanidiniuns¢héma 27, dans le but si possible de déterminer par diffraction

des rayons X la structure tridimensionnelle des complexes.

R
N
b
N
= | 2 3 NH
\ R )N\Hz O 0 HoN "+ "NH;
,, COs, 1.5&q.
N\N\ HoN™ NH;
2
3 o
= | LnClz 7H,0 1 éq.
HOL sy, OH
0 0 RN
Ln =Eu, Tb N~
28-41
[EUL3]GU33
[TbL;]Gua,

Schéma 27 Synthése des complexes [LGuas.
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Comme attendu, ces complexes [kjthua; se sont révelés bien moins soluble dans
'eau que leurs homologues trisodiques. Malheureusement, le changencamtréeion n'a
pas permis I'obtention de cristaux de qualité suffisante pour landétgion de leur structure

par diffraction des rayons X.

Enfin, notons que dans le cas des ligands portant des fonctions ammaégaidam 46-
47) la base utilisée n'a pas dinfluence sur la formule findle complexe, puisque les
groupements ammonium assurent dans ce cas la neutralité du corkgexe 89).

/
N
ol

1

N

‘N
= 0
0) X | o) —I

[Eu(42)5]

Figure 39 : Exemple de complexe électriquement neutre, synthétisé agartiligand portant

une fonction ammonium.

Dans tout les cas, les complexes, qui précipitent spontanément, somiisolpr
filtration avec des rendements allant principalement de 80 a 100%netioh du diacide et
de la base utiliség ébleau 10.

2.1. Conclusion

Les diacides28-47 ont mené avec succeés a la synthése de nombreux complexes
d’europium et de terbium, obtenus avec de trés bons rendements. dtiotilidu contre-ion
guanidinium n’a cependant pas permis de déterminer la structdnmensionnelle des

complexes.
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Tableau 10 :Rendements d’obtention des complexes synthétisés a partir des dxdide

Contre-ion Contre-ion
Complexe . . ) Complexe . )
Na Gua  Néant N& Gua Néant
[Eu(DPA))* 72% / [Tb(DPA)]>  72% /
[Eu(28)3]* 64% 87% [Tb28)3]* 90%  87%
[Eu(29)3]* 88% 74% [Tb29)s])* 96%  77%
[Eu(30)3]* 97% 79% [TbB0)3]* 94%  81%
[Eu(31)]* 92% 96% [Th81)5]* 95% /
[Eu@2)3]* 93% / [TbE2)4)* 98% /
[Eu(@3)3]* 91% 92% [TbB3)3)* 87%  95%
[Eu(34)3]* 75% 91% [TbB4)3)* 91% /
[Eu(35)3]* 95% 79% [Tb85)3]* 97%  89%
[Eu(36)3]> / 79% [TbE6)s]* / 69%
[Eu@7)3]* 84% 85% [Tb(37)3]* 84%  77%
[Eu(38)3]> 62% 85% [TbB8)3])* 92%  93%
[Eu(39)3]* 86% 88% [ThB9)s]> 91%  83%
[Eu(40)s]> 75% 72% [Tb40)3]* 83%  63%
[Eu(@1)s]* 97% 82% [Thg1)s])* 92%  83%
[Eu(42)3] 90% [Tb@2)] 56%
[Eu(43)3] 72% [Th@3)s] 92%
[Eu(44)3] 52% [Th@4)s] 52%
[Eu(45)] 91% / [Tb@5)s] 88% /
[Eu(46)3] 92% [Th@6)s] 81%
[Eu(47)3]* 95% [Tba7)s]®> 95%

3. Etude des propriétés de luminescence des complexes

Les propriétés photophysiques des complexes de lanthanide synthétiséswite été
étudiées et comparées a celles des complexes formés alpdidicide dipicolinique, qui ont
servi de référence. Ces propriétés optiques ont été étudiéekesvmmplexes en solution,

mais également a I'état solide.
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3.1. Etude des propriétés optiques des complexes en solution

L’étude des propriétés optiques des complexes en solution a as&eéalpartir de
solutions de complexe & 20nol.L"* dans du tampon Tris.HCI 0,1 mot-IpH 7,45.
Les complexes issus des diaci@ds32, 46 et47 se sont toutefois révélés peu solubles
en milieu aqueux, en conséquence leurs propriétés optiques n'ont pu étre étudiées en solution.
En dehors des complexes [BB)s]Nas et [Eu@6)s]Nas, les complexes de terbium(lll)
et deuropium(lll) obtenus a partir des diacid28-30 et 33-45 présentent tous une
fluorescence plus ou moins intense, respectivement verte et roggspeéeres d’émissions

obtenus sont caractéristiques de ces deux kigsre 40).

350 - 200 +
300 -
Aexc = 225 nm exc = 225 nm
250 N g 150 1
< 200 - °
2 < 100 -
L 150 - e
(%] (%]
§ 100 - 3
£ £ 50 -
*1 AL LA
0 } Y M 0 J . J\ .
550 600 650 700 450 550 650
Longueur d’onde - nm Longueur d’onde - nm

Figure 40 : Exemples représentatifs de spectres d’émission des complexespium(lll) (&
gauche) et de terbium(lll) (a droite) issus des diac2@30et 33-45.

3.1.1.Spectres d’excitation

Les spectres d’excitation sont obtenus en fixant la longueur d’'onde d’émission a 545 nm
dans le cas des complexes dé'Tkt & 616 nm dans le cas des complexes dé Ees deux
longueurs d’onde correspondant respectivement aux maxima d’émission de ceaces
deux ions (transition®.,—'Fs pour TH*, et®Do—'F, pour EG"). Pour plus de clarté dans la
lecture et la comparaison de ces spectres, ceux-ci sont normalisés.

A I'exception des complexes dérivés des diaci8ést 35 (Figure 41), les spectres
d’excitation se révelent quasi identiques pour les complexes d’euregide terbium issus
d’'un méme ligand. Cette différence de spectre d’excitation &rgreomplexes de terbium et
d’europium issus des diacid84 et 35 pourrait trouver sa source dans deux mécanismes de
transfert distincts, variant en fonction de I'ion terre rare coxdéplelont 'un au moins ne

ferait pas intervenir I'état triplet. En effet, les niveaocepteurs de ces deux ions étant situe
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a des énergies différentes,:st possible que le transfel’ énergie du lignd vers le métal r

fasse pas intervenir les més niveaux énergétiques du lige

1 .
* = [Eu(34);]Na,
0,8 - \ = [Th(34);]Na;
()]
2 e [EU(35)5] N3,
£0,6 - (35)5]Nas
S
2
20,4 -
(7]
c
Q
=3
£0,2 -
0 T T T T T Y T Sl

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Longueur d'onde (nm)

Figure 41 : Spectres dXxcitation €s complexes [EG#)s]Nas et [Eu@5)s]Nas mesurés ey =
616 nm, et des complexes [Bd}z]Nas et [Tb@5)s;]Nas mesurés ac.. = 545 nm.

Les spectres dxcitatbn peuvent étre classés en decatégoriis, en fonction de
longueurs ddnde maximale«’excitation des complexeta premiére cagorie rassemble l¢
complexes pour lesquels us aucune émission’est observée a 6 longueurs ‘onde

d’excitation supérieures a 3 nm Figure 42).

1 = [Eu(DPA);]Na;,
[Eu(40);]Na;
©0,8 [Eu(41);]Na,
= e [EUI(42) 5]
(5]
£ / = [Eu(43);]
50,6 -
c J ——[Eu(44);]
p= [Eu(45);]Nas
(7]
€04 - \
=3
£
0,2 -
0 S— . o )
T T T ——— e — -
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longueur d'onde (nm)

Figure 42 : Spectres @xcitation des complexe¢ europium issus du CA et des diacide40-
45.
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Ces complexes sont ius des diacides DP.40-45, qui sont substi€s en position 4 du
triazole par des chaines ales dans le cas des diacic40-44,et par ceux carboxylates €
position 4 et 5 dans le calu diacide45. Une légére augmentation (la longueur 'onde
maximale d’excitation, dine dizaine de nanomes, peut étre obsergéentri le complexe
[Eu(DPA)]Nas et ceux issudes diacide40-45

On trouve dans la delteme catégorie les complexes pour lesqt émission cesse po
des longueurs d’'onde ekcitetion allant de 330 a 400 nm, selorcomplexe Figure 43). Ces
complexes sont issus deliacides 28-30, 33, 37-39, qui portent tus un groupemel

aromatique en position 4 driazole

o
o
1

o
(e)]
1

Int%nsité normalisée
'S
1

o
N
I

O T T T 1

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Longueur d'onde (nm)

Figure 43 : Spectres dxcitation des complexe¢ europium issus desacides28-30, 33, 37-
39.

La présence de groupents aromatiques en position 4 du triazoermettant 'étendre
le systémen conjuge, erraine donc une augmentaticdu domaie Ccexcitation des

complexes de terbium etadiropium correspondants vers les grandes ueurs ‘onde.

3.1.2.Durées de vie de luminescence

Les duréesle vie de Iminescenceont également été mesuréepatir de solutions d

complexe & 1®mol.L™.
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Tableau 11 : Temps de demi-vie de luminescence des complexes d’europidm terbium,
mesurés aux longueurs d’'onde indiquées, ainsi que les contributiatiseselde chaque temps de

demi-vie dans les cas de décroissance bi-exponentielle.

Complexe Longueur 7 (Ms) Contribution T (M) Contribution
P donde (hm) det, 2 det,
[Eu(DPA)]Nas 225 1,50 75% 0,30 25%
[Tb(DPA);s]Nag 225 1,54 100% / /
[Eu(28)3]Nas 240 1,02 41% 0,38 59%
[Tb(28)3]Nas 240 0,84 100% / /
[Eu(29);3]Nas 257 0,50 100% / /
[Tb(29)s3]Nas 257 0,29 68% 0,09 32%
[Eu(30)3]Nas 239 1,07 12% 0,47 88%
[Tb(30)3]Nas 240 0,75 100% / /
[Eu(33)3]Nas 240 0,96 31% 0,40 69%
[Tb(33)3]Nas 240 0,94 100% / /
[Eu(34)3]Naz 332 0,89 67% 0,33 33%
[Tb(34)3]Nas 261 0,77 100% / /
[Eu(35)3]Nas 225 0,71 100% / /
[Tb(35)3]Nas 224 0,92 100% / /
[Eu(36)3]Nas / / / / /
[Tb(36)3]Nas / / / / /
[Eu(37)3]Nag 239 1,12 79% 0,32 21%
[Tb(37)3]Naz 241 0,86 100% / /
[Eu(38)3]Nas 257 1,05 86% 0,30 14%
[Tb(38)3]Nas 240 0,38 53% 0,15 47%
[Eu(39)3]Nas 240 1,13 100% / /
[Tb(39)3]Nas 240 0,15 100% / /
[Eu(40)3]Nas 226 1,19 71% 0,27 29%
[Tb(40)3]Nas 226 1,04 100% / /
[Eu(@1)s]Nas 226 1,19 80% 0,27 20%
[Tb(41)s]Nas 226 1,11 100% / /
[Eu(42)3] 226 1,25 7% 0,30 23%
[Tb(42)3] 226 0,89 100% / /
[Eu@3)3] 226 1,22 79% 0,29 21%
[Tb(43)4] 226 0,87 100% / /
[Eu(44)3] 226 1,29 62% 0,31 38%
[Tb(44)3] 226 0,28 100% / /
[Eu(45)3]Nag 227 1,02 43% 0,24 57%
[Tb(45)3]Nag 227 0,93 100% / /
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Dans la plupart des cas, une distinction peut étre opérée entre xesngleuropium et
de terbium. En effet, la décroissance de la luminescence des gemgleuropium est le plus
souvent bi-exponentielle, alors que cette décroissance est mono-expienpatie la grande
majorité des complexes de terbiuiableau 11J).

Les décroissances bi-exponentielles sont associées a la préerd®mux espéeces
différentes dans le milieu. Dans notre cas, il s'agit de l@espenls] et de I'espéece [Lng],
complexe partiellement dissoci8dhéma 28 La sphére de coordination du lanthanide est
complétée par des molécules d’eau dans le cas du complexderadigldissocié [Lng], ce
qui provoque la désexcitation non radiative du métal et engendre umaitdamidu temps de

demi-vie.
[LnL,] + L% = [LnLg*
Schéma 28 Equilibre dissociatif du complexe [LgL

A partir des constantes de stabilité des complexes [LaPRASst possible de calculer
le pourcentage de chaque esp&ddans notre cas (concentration globale dé M), la
répartition suivante est obtenue : [EJf[EuL,] 58%/41%, et [Tbk] */[TbL,]” 70%/29%, le
1% manquant correspondant a des espéces plus dissociées que noummedige.] et
Ln®"). Cette dissociation partielle explique donc la présence d'wndeemps de demi-vie
pour le complexe d’europium.

Il est cependant atypique de ne pas rencontrer ce second tempmideéedeour les
complexes de terbium. En effet, bien que les complexes de terbiant moins dissociés a
10° M que leurs homologues a I'europium, cela semble insuffisant pouigesplles
décroissances mono-exponentielles observées (environ 30% de compdexedka [Tbh]
a10° M).

Les temps de vie observés se situent majoritairement entre 0,I8Cetms. La
décroissance de la luminescence du complexe3P)4)a; est cependant trés rapide, avec un
temps de demi-vie de 0,15 ms. Ce déclin rapide de la luminescesszedaviner un effet de
rétro-transfert du lanthanide vers le ligand, impliquant une forterpitexentre I'état triplet
du ligand39 et le niveal’D, du terbium (Il).

3.1.3.Rendements quantiques de luminescence

Les rendements quantiques de luminescence ont été détermiraatiem s partir de
solutions de complexes a3 (Tableau 12. Les rendements des complexes de plus faible

solubilité n'ont pas été étudiés. Ces mesures ont été effeciuéesoyen d’'une sphere
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d’intégration, permettant d’accéder simultanément au nombre de phdisobés par un

échantillon a la longueur d’onde d’excitation et au nombre de photons émis par ce dernier

Tableau 12 :Rendements quantiques de luminescence, complexes en solutitii.a 10

Longueur D (%) Longueur D (%)

Complexe d'onde (nm) Complexe d'onde (nm)
[Eu(DPA)]Nag 284 25" [Tb(DPA)sj]Nas 304 22136
[Eu(39)s]Nag 310 34 [ThB9)s]Nag 310 8
[Eu(40)3]Nag 292 44 [Tb@0)s]Nag 290 13
[Eu(41)s]Nag 292 40 [Tbé1)s]Nag 289 15
[Eu(42)3] 292 52 [Tbé2)3] 289 12
[Eu(43)] 294 47 [Tb&3)3] 289 11
[Eu(44)3] 292 46 [Tbé4)s] 290 10
[Eu(45)3]Nag 288 2 [Tb@5)s]Nag 290 12

Les rendements quantiques des complexes d’europium s’'avérent sigarimeux des
complexes de terbium, exception faite des complexes issus du di&cide

Ainsi, les valeurs obtenues pour les complexes d’europium varient de 5P2a
Certains de ces complexes présentent de meilleurs rendementisjpsg que ceux décrits
dans la littérature pour les complexes de référetiGekes rendement quantiques des
complexes de terbium se situent quant a eux tous en deca de cedmplexe de référence
[Tb(DPA);]Nas, et sont compris dans une gamme allant de 2 a 15%. Cette difféden
comportement peut étre expliquée par la position des états tlgddigands39-45 qui sont
probablement situés trop bas en énergie pour transférer effieat vers le niveau accepteur
°D, du terbium (situé & 20 400 &n Le niveau acceptedb, de I'europium étant situé plus
bas en énergie que celui du terbium (17 200)cte transfert d’énergie est facilité et permet

d’obtenir de meilleurs rendements de luminescence.

3.1.4.Conclusion

L’étude, en solution, des propriétés optiques des complexes d’europiumegbiden
précédemment synthétisés a permis de mettre en évidenceehiodl de la substitution du
ligand. En effet, tandis que la présence d’'une chaine alkyle enopoéitdu triazole ne
modifie que peu la longueur d’onde maximale d’excitation, proche de 300aajonction
d’'un groupement aromatique permettant d’étendre le systétueligand étend ce domaine

d’excitation, jusqu’a 390 nm dans le cas du complexeZ8j(Nas.
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L’étude des complexes de lanthanide en solution aqueuse révelbdenes propriétés
optiques. D’une part, les temps de demi-vie observés sont longs, varigynt7da 1,30 ms.
D’autre part, les rendements quantiques de luminescence de cedapkexes d’europium
se révelent supérieurs a celui du complexe [Eu(QJRa), référence de cette étude. Les
rendements quantiques des complexes de terbium sont par contrelpbss Yariant de 2 a
15%.

3.2. Etude des propriétés optigues des complexes a I'état

solide

Les propriétés optiques des complexes d’europium et de terbium datnéga été

étudiées a I'état solide.

3.2.1.Spectres d’excitation

En dehors de quelques exceptions, les complexes ont montré a I'état soé
fluorescence caractéristique des ions terbium(lll) et europilymiinsi, les complexes de
terbium issus des diacid&4, 32 et 34 n’émettent aucune luminescence a I'état solide, alors
gque ces mémes complexes présentent de bonnes propriétés optiques ien. dadut
luminescence est cependant conservée dans le cas des complesagsuaiiecorrespondants.
De méme, les complexes issus du dia@8@e montrent aucune fluorescence des ions terre-
rare a I'état solide, alors que cette luminescence est observée amsolut

Les spectres d’excitation des complexes d’europium et de terjnthétisés a partir

d’'un méme ligand différent dans de nombreux cas. lls seront donc présentés séparément.

3.2.1.1. Complexes d’europium(lll)

Afin de simplifier la lecture, les spectres d’excitation dé&rents complexes ont été
normalisés et répartis sur plusieurs graphiques, en fonction datlee des groupements
greffés en position 4 du triazole. Le premier groupe rassembleomplexes du DPA et des
ligands portant des chaines alkyles (diacidieésty. Le second est constitué des complexes
substitués par des groupements hétéroaromatiques (di&4el@s 47). Enfin, le dernier
groupe rassemble les complexes incorporant des noyaux aromdtenesiques (diacides
28-34 46).
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Figure 44 : Spectres dxcitation des complexe< europium issus des diides DPA e40-45

Les complexes @urogium synthétisés a partir des diacides Det 40-45 présentent
tous un maximum @Xxcitation proche de 300 nnFigure 44). Les bands étroites observe
entre 360 et 420 nm correndent aux bande¢excitation directes de ¢uropium™*’ c’est-a-

dire sans transfert d’énergi@ le ligand organiqueT@ableau 13.

Tableau 13 :Transitionsde 'europium(lil) observées sur le spectrexttation cun complexe
d’Eu®* obtenu &, = 616 N>’

Transiton optique Longueur d’'onde (nm)

"Fo—"Dy4 362
"F1—°D, 367
"Fo—°G; 375-381
Fi—°L, 386
"Fo—"Le 395
"Fi—°Lg 400
"Fo—"D3 417

Les complexes @uropium synthétisés a partir des diacides ctionnalisés par u
groupement hétéroaromatie 37-39et47) présentent des maximaedtitation variant entr:
335 nm et 390 nnmHjgure 45). La méthylation du groupement méthylilazole du diacid39
en diméthylimidazolium (dicide47) entraine le déplcement du maxium cexcitation du

complexe deuropium corresondant de 50 nm vers les hautes éne
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Figure 45 : Spectres dxcitation des complexe¢ europium issus des diides37-39et47.
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Figure 46 : Spectres dxcitationdes complexes duropium issus des diide: 28-34et46.

Les complexes @uropium issus des diacides fonctionnalisear un groupemet
aromatique benzéniqu@8-34 et 46) montrent des maxima @kcitationallant de 330 nm a
405 nm Figure 46). Il est a'emarquer galors quaucune luminescencr’est observée pour
le complexe dduropium isstdu diacide36 (diméthylaniline), le comple> c’europium formé
a partir du diacidel6 (obtenu pa méthylation de la diméthylaniline etriméthylanilinium)
présente, lui, ldluorescencearactéristique deeuropium attenduela mathylation du ligant
a permis de modifier la poon de ’état triplet, probablement vers desergies plus élevé

rendant ainsi le transfertéhergie du ligand ver¢europium possible.
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3.2.1.2. Complexes de terbium(l

Les spectres dXcitatilm des complexes de terbium ont éépartis de fagon similaire
en fonction des groupemergseffés en position 4 du triazc

Les mmplexes de terim synthétisés a partir du DPA et diacices40-45présentent
tous un maximum d@Xxcitation proche de 335 nm, avec de légeresitions de longueur
d’onde Figure 47).

[Tb(DPA);]Na,
1 - [Th(40);]Na,
0,8 - e [Tb(42);]
Q
2 ——[Tb(43);]
£0,6 - — [Tb(44),]
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Figure 47 : Spectres dxcitation des complexes de terbium issus desdes DPA e40-45
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Figure 48 : Spectres dxcitation des complexes de terbiissus des diades37-39et47.
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Les complexes de teium synthétisés a partir des diacides ctionnalisés par u
groupement hétéroaromatie 37-39 et 47) présentent des maximaedtitation situés entr
335 nm et 380 nnHgure 498).
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Figure 49 : Spectres dxcitation des complexes de terbium issus des des28-3Q 33 et46.

Les complexes de terim issus des ligands substitués pargroupements aromatiqu
phényliques Z8-3Q 33 et 46) montrent des maxima @kcitation allant @ 330 nm a 405 ni
(Figure 49). De méme que pur le complexe’europium,le complexe deterbium synthétisé
partir du diacidelé montre le fluorescence caractéristique du terbium,s que celui dérivar

du diacide36 ne présente pecette luminescenc

3.2.1.3. Conclusioi

Les spectres @xcitation & 'état solide se révelent tres fdifents d¢ ceux enregistrés ¢
solution. La position des veaux €nergétiqis étant sensible aehvironnement (et tot
particulierement a sa polar), ces differences de comportement en son et a’état solide
pourraient étre liees ka disparition w solvant (modification de la parité exterieure), o
encore a hgrégation des caplexes a’état solide (apparition de nouwv:s interactions entr
complexes).

Ces phénoméneg®n nodifiant les positions des niveaux énerjues, modifint les
energies de transition entres différents états du ligand, et par cons:nt "allure générale
des spectres d’excitatiohes maxima ’excitation étant situés a desigueurs 'onde plus
élevées a I'état solide qan solution, on peut en concluree les états §&et $; du ligand sont
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plus proche en énergie a I'état solide que lorsque le complera sstution. Ce phénomene
explique également la perte de luminescence de certains compmeXétat solide, un
déplacement important des états excité pouvant conduire a une indmlitpatis a vis du

transfert vers les niveaux accepteurs des lanthanides.

3.2.2.Rendements quantiques de luminescence

Les rendements quantiques de luminescence ont été détermidied adlide Tableau
14). De méme que lors de I'étude de luminescence des complegetugon, ces rendements

ont déterminés en utilisant & une sphere d’'intégration.

Tableau 14 :Rendements quantiques des complexes, déterminés a I'état solide.

Longueur D (%) Longueur D (%)

Complexe d’onde (nm) Complexe d’onde (nm)
[Eu(DPA)]Nag 320 58¢  [Tb(DPA)]Nag 310 30"3°
[Eu(28)s]Nag 335 28 [Th28)s]Nag 320 12
[Eu(29)s]Nag 340 23 [Tb29)s]Nag 305 2
[Eu(30)s]Nag 340 39 [ThB0)s]Nag 305 14
[Eu@1)s]Nag 340 8 [TbB1)s]Nas / /
[Eu(32)s]Nas 330 1 [ThB2)s]Nag / /
[Eu(33)s]Nas 330 21 [ThB3)s]Nag 340 10
[Eu(34)s]Nas 395 12 [ThB4)s]Nag / /
[Eu(35)s]Nas / / [Th(35)5]Nas / /
[Eu(36)s]Nas / / [Th(36)5]Nag / /
[Eu(37)s]Nag 335 33 [TbB7)s]Nag 330 16

[Eu(38)s]Nas 340 22 [ThB8)s]Nag 310
[Eu(39)s]Nag 305 59 [ThB9)s]Nag 300 2
[Eu(40)s]Nag 300 45 [Th@0)s]Nag 300 16
[Eu(41)s]Nag 300 42 [Thé1)s]Nag 304 36
[Eu(42)3] 296 58 [Tbé2)3] 298
[Eu(43)3] 298 60 [Thé3)3] 294
[Eu(44)3] 296 54 [Tbé4)s] 296
[Eu(45)3]Nag 325 17 [Thé5)s]Nag 325 28
[Eu(46)3] 330 11 [Tbé6)3] 330
[Eu(47)3] 340 45 [Tbé7)3] 324
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Tout comme nous l'avions observé en solution, les rendements quantiques des
complexes d’europium(lll) sont supérieurs a ceux des complexes edeun(lll)
correspondants, a I'exception des complexes formés a partir ddedié&ciLes complexes de
terbium issus des diacid@8-47 ont des rendements quantiques globalement plus faibles que
ceux des complexes de références. En effet, seuls deux complexterbium ont des
rendements quantiques se rapprochant de ceux décrits pour [Th[B&A}andis que les
autres complexes présentent des rendements n’excédant pas 15%ns&tagaton similaire
peut étre faite concernant les complexes d’europium, pour lesjletierendements sont
majoritairement compris entre 1 et 35%. Les complexes d’europium issusadiesd®-44 et
47 possedent toutefois des rendements comparables a celui du complexe [E]NBPA)

Ces différences de comportement entre complexes en solutimmetexes a I'état
solide peuvent également étre expliquées par la polarité de I'ensimami. En effet, de
méme que cette polarité modifie la position relative gdea&@ rapport a & les différences
observées sur les rendements quantiques montrent que la positine adafietat triplet par
rapport a I'état fondamental est également modifiée par I'envirommiedu complexe. Cette
modification de la position s’accompagne alors d’'une modification diereaent quantique,

en influant sur I'efficacité du transfert d’énergie du ligand vers le métal

3.3. Conclusion

Les propriétés optiques des complexes a I'état solide s’awdifirentes de celles des
complexes en solution, les principales variations observées étaperta totale de
luminescence pour certains complexes. On assiste dans lescasti@esies déplacements du
maximum d’excitation, pouvant aller jusqu’a 130 nm pour le complexe2f)fiaz, et a
d’'importantes modifications de I'allure générale des spectres thé&rai.

Ces différences peuvent étre expliquées par les déplacememisaisx énergétiques
des ligands en raison de la solvatation.

La substitution en position 4 du triazole a une influence importantesyropriétés
optiques des complexes. En effet, une large gamme de longueuwle didexcitation est
observée, les maxima d’excitation pouvant aller de 290 nm pour le camfite@4)s]
jusqu’a 400 nm pour [EG#)s]Nas.

Enfin, les rendements quantiques s’avérent pour certains complexefiemts,

dépassant les rendements des complexes de référence.
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4. Conclusion

La voie de synthése mise en place, comptant 7 étapes au dépasiddechélidonique,
a permis l'obtention rapide et avec d’excellents rendements decig@sa4-triazolyl
dipicoliniques originaux, substitués par une grande variété de grouper@estdiacides ont
ete utilisés avec succes pour la synthése des complexes deurepiuwie terbium
correspondants.

L’étude de la luminescence des complexes d’europium(lll) eedbéutn(lll) a révelé
d’excellentes propriétés optiques pour certains de ces complenesffdt, ces derniers
montrent des temps de vie de luminescence longs, de I'ordre diéidaaonde, parfaitement
compatibles avec une future utilisation en imagerie résolue dans le temps.

Les groupements présents sur les ligands 4-triazolyl dipicolinadesrent une grande
influence sur les propriétés optiqgues des complexes correspondanisartautiierement a
I'état solide. Ainsi, la nature du groupement permet de fairewBrimaximum d’excitation
des complexes sur une plage de 140 nm.

Enfin, les rendements quantiques obtenus en solution et a I'état salideest, pour
certains complexes, supérieurs a ceux des complexe issus ide Khgicolinique, notre

référence.

En tenant compte des résultats obtenus par la présente étude, nouspgrénsne
sélection de complexes nous paraissant les plus intéressants, pmaogo@ration ultérieure
dans une nano-sonde hybride. Les complexed8j(Nas, [Eu(@0-41)3]Nag, [Tb(40-41)3]Nas,

[Eu(42-493], [Tb(42-443] et [Tb@5);]Nag ont ainsi été sélectionnés comme étant les

meilleurs candidats pour I'élaboration des nano-traceurs envidagéase(50).
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Figure 50 : Complexes sélectionnés pour I'élaboration de nanohybrides luminescents.
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Nanohybrides luminescents

Comme il a été décrit dans la premiére partie de ce mémbexiste de hombreuses
stratégies permettant l'incorporation de molécules organiques ou e@apl
organomeétalliques au sein de nanoparticules de silice. Les hybeadmssse Il, possédant des
liaisons covalentes entre la partie minérale et la parti@narge, nécessitent le plus souvent
la présence de fonctions alcoxysilanes fixées sur la partie organique.

La manipulation de ces composés silylés est cependant délicagguaies fonctions
alkoxysilanes sont sensibles a I'humidité. Les complexes de ladéisadecrits et étudiés
dans la partie précédente étant synthétisés dans I'eau, dtigiis de groupements
alcoxysilane semble a premiere vue incompatible avec la stratégiepigée.

Notre attention s’est portée sur les nanohybrides de classe Effet, il a été
précédemment montré qu’il était possible d’incorporer directenesmolécules organiques
dans des nanoparticules de silice par microémulsion inverse, a li@odie ces molécules
soient hydrophileS$°0r les complexes sélectionnés & I'issue de la partie pétede sont
tous révélés relativement trés hydrophiles, avec des solshsiitpérieures a FOM dans
l'eau.

Cette méthode de synthese a donc été choisie pour effectuep$alateon directe des

complexes de lanthanide sélectionnés.

1. Nanohybrides luminescents synthétisés par

microémulsion inverse

1.1. Synthése de nanoparticules de silice

Nous avons dans un premier temps réalisé la synthese de nanopadtcsikese, afin
de posséder un « témoin négatif » pour I'étude de I'incorporation de complexathdailtde.
Ces nanoparticules de silice sont obtenues par une procédurequeasse
microémulsion inverse (w/o), impliqguant du TEOS comme précurseursilite, le
cyclohexane comme phase organique, du tensioactif NP-5 et de l'amgoumndéa 20%

massique comme phase aqued@bleau 15.%°

Tableau 15 :Concentrations utilisées pour la synthése de NPs de silice par midsan w/o.

Composés intervenant da STEOS NP-5 HO NH
la synthése 3
Concentrations (mMol.t) ‘ 103 92 170 42
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Ce systeme nous a permis de produire des nanoparticules d’'un diarogér proche
de 20 nm et avec une excellente distribution de tailles (§qateke 3 nm), comme I'attestent
les clichés de microscopie électronique a transmission (MEli$&é avec ces nanoparticules
(Figure 51).

Diametre (nm)

Figure 51 : Cliché MET des nanoparticules de silice synthétisées par microémulsipatw

distribution des diametres.

1.2. Synthése de nanohybrides luminescents

Des essais d’incorporation ont ensuite été réalisés sur les complexésrsées dans la
partie précédente. Pour rappel, les complexes choisis pour leur intiorpaant ceux
synthétisés a partir des diacide®43 et 45, ainsi que ceux formés a partir du DPA, notre
référenceigure 52).

A partir des conditions mises au point pour la synthése de nanometdrilsilice, les
essais d’encapsulation ont été conduits en ajoutant les complexastltnide a la phase
aqueuse, a des concentrations variant de 0,01 & 0,075 nseldn la solubilité du complexe
(Tableau 19.

La morphologie ainsi que la distribution du diametre des nanoparticoiensuite été
déterminées par METF{gure 53). Les nanoparticules obtenues possedent une forme
sphérique, un diamétre moyen proche de 20 nm avec une distributioa éérdéur diametre
(Tableau 17. La présence de complexes de lanthanide dans la phase adaéfeste donc
ni la taille ni la morphologie des nanoparticules résultantes.
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Figure 52 : Complexes sélectionnés pour la réalisation de nanohybrides.

Tableau 16 :Concentrations utilisées pour la synthése de nanohybrides par microémutsi

Concentrations (mMol.t)

Complexes Particules | [TEOS] [MP [LnLs] [H.O] [NH3] réazt?gr“p(shgﬁres)
/ NP-Silice pure 103 92 / 170 42 24
[Eu(DPA)]Nas | NP-Eu(DPA) | 103 92 0075 182 35 24
[Tb(DPA)]Nas | NP-Tb(DPA) | 103 92 0075 182 35 24
[Eu39s Nas | NP-Eu@9s | 103 92 0010 182 35 24
[Eu(40)s] Nas | NP-Eu@0); | 103 92 0,019 182 35 24
[Tb(40)s] Nas | NP-Tb@0O); | 103 92 0019 182 35 24
[Eu@1)s] Nas | NP-Eu@l)s | 103 92 0,019 182 35 24
[Eu(42)s] NP-Eu@2); | 103 92 0075 182 35 24
[Tb(42)4] NP-Tb@2); | 103 92 0075 182 35 24
[Eu(43)3] NP-Eu@3)s; | 103 92 0075 182 35 24
[Tb(43)3] NP-Tb@3); | 103 92 0075 182 35 24
[Tb(45);]Nag | NP-Tb@5); | 103 92 0,050 182 35 24
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Figure 53: Clichés MET des nanoparticules synthétisées en présencentdeges de
lanthanides, et distribution de diamétres des NPs. a) NPHA)¢; b) NP-Tb(DPA); c) NP-

Eu@39)s; d) NP-Eud0);; e) NP-Tbg0)s: f) NP-Eu@l)s;: g) NP-Eug2)s: h) NP-Eud);; i) NP-
Th(43)s.

Direct Mag: 200000x
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Tableau 17 :Diametre moyen des NPs synthétisées en présence des complexes de lanthanide

Particules Diamé(trr]?ns)moyens Ec(anr;t)ype
NP-Silice pure 21,8 + 3
NP-Eu(DPA) 19,7 + 3
NP-Tb(DPA) 19,6 + 3

NP-Eu@9); 20,0 + 3
NP-Eu@0); 21,6 + 3
NP-Tb@0); 21,3 + 3
NP-Euédl); 20,9 + 2
NP-Eué?2); 22,0 + 3
NP-Tb@2); 21,1 + 3
NP-Eué?3); 20,2 + 2
NP-Tb@3); 18,9 + 2
NP-Tb@5); 19,5 + 3

Le potentiel zétd fournit des informations sur la charge électriqgue a la sudase
nanoparticules en suspension. La valeur absolue de ce potentiel dépentedsité de la
charge électrostatique a la surface des nanoparticules.needtigpotentief dépend de celui
de la charge de la nanoparticule. Par convention, un poténtiéatif correspond a des
particules négativement chargées, et un potentiel positif pomdsa des nanoparticules de
charge positive.

Cet outil permet donc de suivre les modifications pouvant apparaifres@arface des
nanoparticules. 1l permet également d’évaluer la stabilité deess®ns colloidales,
puisqu’un fort potentiel implique une forte charge électrique sur léigydas, entrainant une

forte répulsion entre ces dernieres et augmentant alors la stabilgéspensions.

La mesure du potentiélde suspensions de nanoparticules & pH 7,4 n’a pas montré de
différence significative entre les nanoparticules synthéisgeabsence ou en présence de
complexes. En effet, ce potentiel est toujours proche de -21 mV, andique les surfaces

des nanopatrticules sont tres similaires.
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1.3. Propriétés dee luminescence des nanohybrideses en optique

linéaire

Les propriétés de lumescence de ces nanoparticules ont engté étudiée afin de
déterminer si les complexele lanthanides otbien éténcorporés dans:s nanoparticules ¢
cours de la synthése de celtesCette étude a été réaliséeétdt solide € en suspension da
I’eau & une concentration ¢ mg.mL™.

Les nanopartiules ne ;e sont toutefois pas toutes révélées flucentes. En effet, qt
ce soit en suspension ou atét solide, seules les nanoparticules syniées en présence ¢
complexes issus des diaes 42 et 43 présentent la fluorescenccaractérisque des
complexes de lanthanidees nanoparticules synthétisées en présenccomplexes issus (
DPA ou des diacide89-41 et 45 ne montrent quant a elles auc: fluorescence soi
excitation UV.

1.3.1. En suspensio

Les nanoparticules luinescetes présentent des spectregndission caratéristiques
des ions lanthanide incorparé

Les spectres dxcitaticn des nanoparticule enregistrés a 616 npour ’'europium et
545 nm pour le terbium, soicaractérisés par un maximum a 280 nm ferent largement d
ceuxdes complexes corresndants en solutiorFigure 54) qui eux présnteniun maximum

situé aux alentourde 228 nn Figure 55).
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NP—Tb(42)3
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Figure 54 : Spectres dixcitation des nanopatrticules -Ln(42); et NPLNn(43); en suspension.
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Cette différence dans l'allure générale ainsi que dans lemnaxd’excitation, que I'on
pourrait rapprocher des différences déja observées entre legrespé’excitation des
complexes en solution et a I'état solide, s’explique par le chagrgied’ environnement subi
par le complexe aprés encapsulation. Le fait que le spectratdtent des nanohybrides en
suspension dans I'eau soit différent de celui du complexe en solutimetpear ailleurs de

confirmer I'encapsulation de ce dernier dans la matrice de silice.

0,8 e NP-Eu(43)5
[J]
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Figure 55 : Spectres d'excitation du complexe [EB);]Nas en solution et des nanoparticules

NP-Eu@3); en suspension.

Les durées de vie de la fluorescence des nanoparticules onteeégiimesurées
(Tableau 18. Les temps de demi-vie obtenus sont sensiblement identiques adegux
complexes en solution, tout comme les contributions relatives dacaslele décroissance de

luminescence bi-exponentielle.

Tableau 18 : Temps de demi-vie de luminescence des nanoparticules lumitessat des

complexes de lanthanides correspondants, mesurés aux longueurs d’ondeidiekuiligluées.

Particules/complexes Longueur d’onde 7 (Ms) Contribution T (Ms) Contribution
(nm) det, det,
NP-Eu@2); 280 1,38 75% 0,23 25%
[Eu(42)3] 226 1,25 77% 0,30 23%
NP-Tb@2)s 279 0,74 100%
[Th(42)3] 226 0,89 100%
NP-Eu@3); 280 1,34 87% 0,35 13%
[Eu(43)3] 226 1,22 79% 0,29 21%
NP-Tb@3); 278 0,77 100%
[Tb(43)3] 226 0,87 100%
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Les rendements quantiques de luminescence de nanoparticules en isnspahs
également été mesuréBapleau 19. Ces rendements quantiques se révelent plus faibles que
ceux des complexes correspondants, accusant dans la plupart dese adisninution de
moitié.

Tableau 19: Rendements quantigues de Iluminescence des NPs et des xasmple

correspondants, mesurés a la longueur d’onde d’excitation indiquée.

Longueur d’onde

Particules/complexes (nm) d (%)
NP-Eu@2)s 286 23
[Eu(42)4] 292 52
NP-Tbh@2)s 289 6
[Tb(42)4] 289 12
NP-Eu@3)s 289 30
[Eu(43)3] 294 47
NP-Tbh@3)s 290 6
[Tb(43)3] 289 11

Cette diminution du rendement quantique peut étre expliquée par plusypotheses.
Une partie de I'énergie incidente pourrait étre absorbée pawatece de silice, diminuant
ainsi le rendement quantique par augmentation du nombre de photons aldsqindsait
egalement s’agir d'une désexcitation non-radiative du lanthanide dicke. Cette derniere
hypothése est cependant peu probable, au vu des temps de vie de lumirdssdybeides,
proches de ceux des complexes correspondants.

1.3.2.A I'état solide

Les propriétés optiques de ces nanoparticules ont ensuite été étudicdssaliti.

L’analyse des spectres d’excitation, enregistrés a 616 nm ’powogdium et 545 nm
pour le terbium, met en évidence une fluorescence maximale des niutgmEbour une
excitation a 287 nmHigure 56). Contrairement aux complexes, étudiés dans le chapitre
précédent, ce maximum d’excitation a I'état solide est préshe de celui observé en
suspension (280 nm). Cette proximité indique la faible dépendance des propriétés pptiques
rapport a I'environnement de la nanoparticule, confirmant que les céimesphores (les

complexes de lanthanides) sont isolés du milieu extérieur et situés au coeur desiciaprspa
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Figure 56 : Spectres dixcitation des nanopatrticules -Ln(42); et NPLNn(43); a I'état solide.
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Figure 57 : Comparaisin des spectre’excitation des nanoparticus NF-Ln(43); et des
complexes [L'43);]Nag a I'étatsolide

Un déplacement dunaximum cexcitation est observé ent les nanoparticule
luminescentes et les compes de lanthanide correspondants’ état solie. Ce déplaceme
varie de 20 nm dans le cass complexes’europium, a plus de 45 nm urles complexes de

terbium Eigure 57).
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Les rendements quantiques observés a I'état solide sont quant a guaaimes a ceux
obtenus en suspension, confirmant I'encapsulation des fluorophores au cceur des
nanoparticules de silice.

1.4. Propriétés de luminescence des nanohybrides en optique

non-linéaire

Des études antérieures réalisées sur des complexes d’eurdpmienteebium obtenus a
partir de 4-triazolyl dipicolinates avaient démontré la possbiié générer facilement la
fluorescence des lanthanides par absorption biphotonique et triphot&fique.

Forts de ces résultats, nous nous sommes intéressés aux progriednescence des
nanohybrides incorporant ce type de complexes en régime non-lir@eite étude a été axée
sur le nanohybride NP-E4@)s, les propriétés photophysiques ne variant que trés peu d’'un
hybride a l'autre.

La fluorescence de I'europium (lll) a pu étre facilement g&né&ous irradiation laser
impulsionnelle a 573 nm, longueur d’'onde correspondant pour moitié a I'érdegla
transition $—S,; déterminée précédemment (287 nm). Cette longueur d’onde se trouve
également en dehors des transitions principales d’absorption depil@ulll), excluant
toute excitation directe du lanthanide. La dépendance de lintetsitBuorescence par
rapport a l'intensité laser a également été déterminée etvete clairement quadratique,
caractérisant un processus biphotonidtigure 58).

1,01
0,84
0,64

0,44

Intensité (u.a.)

0,2

0,0

T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
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Figure 58 : Dépendance quadratique de la fluorescence dedans NP- EW(3)s, aAem = 616
NM ethexe = 573 nM.
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Contrairement aux complexes, la fluorescence générée par amsdrjgthotonique a
860 nm est faible, et n'a pas permis I'analyse de sa dépendanoecénrf de la puissance
laser.

Un autre phénomene a cependant pu étre observé au cours de cettmagfmndant

a I'apparition vers 730 nm de bandes dans le spectre d’excitatgurd 59).

104

)

Intensité (u.a.)

T T T T T
720 730 740

Longueur d’onde (nm)

Figure 59 : Spectre d’excitation du nanohybride NP-&E3)¢ enregistré a.,= 616 nm.

Ces deux bandes, centrées a 725 nm et 736 nm, ont été attribuéespticabs
biphotonique de la transitionyS> T;. En effet, alors que cette transition est interdite en
optique linéaire, elle devient possible dans le cas d’une absorptitiphotdnique, du fait de
la levée des régles de sélection. Il est alors possible tBexitiectement I'état triplet a partir
de I'état singulet §en se placant a la longueur d’onde correspondant pour moitieeagie
de cette transition.

Afin de confirmer cette hypothése, nous avons réalisé la synthasendbybride NP-
Gd@3)3, a partir du complexe de gadolinium [@8);]. Les états excités du gadolinium étant
situé a des énergies bien plus élevées que les états elastéigands couramment utilisés,
tout transfert d’énergie du ligand vers le métal est imptessia phosphorescence du ligand
est par conséquent exacerbée par rapport a celle observée pour uexeod@lropium.
Cette phosphorescence permet généralement d’estimer lapastila transition (0) -
$(0), la désignation 0 concernant ici I'état purement électroniquns, cauplage avec les
vibrations moléculaires.

Le spectre de la phosphorescence du ligand a ensuite été obtentegstant le
spectre d’émission du nanohybride NP-&){ sous excitation & 287 nrrigure 60).
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Bi-photonique

Phosphorescence
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Figure 60 : Spectre d'émission du nanohybride NP-&J{ obtenu ai. = 287 nm,
correspondant a la phosphorescence du ligand (en noir). En rouge,dexaiiation attribuée a la

transition $ - T, (avec\/2).

Le pied de la bande de phosphorescence, situé entre 360 et 370 nnguaindai
présence d'un léger épaulement vers 362 nm correspondant tres prevdtade transition
T: (0)-» S(0), permettent de placer approximativement I'état triplet @& nm (27500
cm™).

En superposant a ce spectre de phosphorescence les bandes d’exqgttitimigue
attribuée a la transitiongS> T; (en réduisant au préalable les longueurs d’onde de moiti€),
une concordance quasi parfaite peut étre obseFRigearé 60).

Cependant, cette transitiony S T; devrait se traduire par I'apparition de 3 bandes,
caractéristiques de la dégénérescence de I'ef@t112), alors que seulement deux bandes
sont observées sur le spectre d’excitation. La gaussienne assteiBande située a 736 nm
semblant |égerement plus large que la seconde, il est pagsélette bande corresponde en
réalité a deux transitions, trop proches pour étre distinguéssbande a 725 nm
correspondrait donc a la transitiop ®) — T (2), tandis que celle & 736 nm correspondrait

aux transitions &0) — T1(1,0).
Nous avons dans un second temps étudié la dépendance de l'intensitaatedaence

°Dy—'F, de I'ion EG* (émission & 616 nm) dans les NP-48){ en fonction de la puissance

du faisceau laser a 736 ni¥igure 61).
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Pente =0,18

Pente=0,4

Log(intensité) (u.a.)

0,01 I I IIHHO!l I T
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Figure 61: Dépendance de la fluorescence dé'Eans NP- EW3)z, aAem= 616 NM efey =
736 nm.

Cette dépendance n’est ni quadratique ni linéaire. En effet, demxesegbnt observés
en fonction de la puissance laser. Le premier régime, d’'une per@gtdeorrespond aux
faibles puissances. Le second, d'une pente de 0,18, apparait a fortescesis<aes
observations semblent indiquer I'existence de divers canaux decilésex de I'état triplet

autres que le simple transfert vers les états excités de I''Sn Eu

1.5. Influence de la concentration en complexe sur le

rendement quantique

Une courte étude a également été menée afin d’étudier l'infludnd¢a concentration
de complexe introduit dans la phase aqueuse lors de la synthésendpartizules sur le
rendement quantique de luminescence de celles-ci.

En diminuant la concentration de complexe dans la phase aqueuse, ueedbaiss
rendement quantique est observéableau 20. Cette diminution peut étre expliquée par la
plus grande proportion de complexes dissociés lors de la formatiaradeparticules et de
l'incorporation de ces derniers. Cette dissociation partielle aieplexes conduit a une plus
grande désactivation de la luminescence par les oscillateurse®@4rbnnant le complexe
encapsulé (molécules d’eau ou residus silanol).
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Tableau 20 : Rendements quantiques des nanoparticules pour différentes conoesiteati

complexe, mesurés a 280 nm en suspension.

Nanoparticules [E4@)s] (mMol.L™) @ (%)
0,075 30
NP-Eu@3)s 0,050 24
0,025 22

1.6. Conclusion

Il apparait clairement d’'apres les résultats de I'étude optimpeesur I'ensemble des
complexes testés, seuls les complexes dérivés des didlieéed3 sont incorporés dans les
nanoparticules de silice lors de la synthése par microémulsiomefant I'obtention de
nanohybrides luminescent de classe |. Un dosage des lanthanidesslarasmohybrides par
ICP-AES a permis d’établir un taux massique de 0,13% d’europiumespondant a
I'incorporation d’environ 40 complexes par nanoparticules.

Cette encapsulation sélective peut étre expliquée par une plus geapaiaté de ces
complexes a s’intégrer au réseau de silice, grace a deactiias entre les groupements
ammonium portés par les complexes et les groupements silanabsodégrde la silice. En
effet, les silanols sont acides (pKa = 5,5 pour un silanol i§8)éet sont rapidement
déprotonés par 'ammoniaque formant la phase aqueuse.

Cette hypothese expligue également I'absence d’encapsulation caleplexes
[Ln(DPA)s]*, [Ln(39)3]*, [Ln(40)3]*, [Ln(41)3]* et [Ln(@5)5]° également testés, puisque ces
derniers sont chargés négativement et sont par conséquent incapatitragit avec le

réseau de silice en formation.

L’incorporation des complexes au sein du réseau de siliceteaffes propriétés de
luminescence des fluorophores. Les spectres d’excitation sont @sodifi les rendements
guantiques chutent. La méthode mise au point reste cependant une métipbeletsefficace
permettant d’obtenir des nanohybrides présentant la luminescemaetédatique des

lanthanides.
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De plus, I'étude des propriétés de luminescence des nanohybrides en opigue
linéaire confirme la possibilité de générer la fluorescencelat@banides par excitation
biphotonique du ligand.

Cette étude a également permis de mettre en évidence liddras — T, en régime
biphotonique. Cette transition pourrait par la suite permettre ddoposr avec précision
I'état triplet des ligands sans nécessiter la synthese ddumplexe de gadolinium, le
positionnement par phosphorescence pouvant par ailleurs s’avérer apfifoirsgue la

transition T, (0) - S(0) est de faible intensité.

2. Modification d'un « candidat » complexe pour son

incorporation dans des nanoparticules

Le complexe [EW&9)3]*, évalué dans la partie précédente comme I'un des meilleurs
candidats pour les nano-sondes, n'a pu étre incorporé par cette méthodke maisce de
silice des nanoparticules.

La présence d'un groupement ammonium semblant essentielle arp@anation du
complexe, des modifications chimiques doivent étre apportées au difcidans toutefois
altérer ses propriétés photophysiques. Nous nous sommes donc tournéssyethdse du
diacide48 (Figure 62). Le groupement ammonium étant éloigné du systemanjugué par

une chaine alkyle, celui-ci ne devrait pas avoir d’influence sur les propo@igses.

N
\N\7 /E\>
N cr N cr
N WNL 7 W / 49
\

7 N+_
N.
N \
= | — N,
HO SN OH = |
0] 0] HO SN OH 1
48 0o o

Figure 62 : Diacide48, et alcyne correspondant.

Ce diacide peut étre aisément synthétisé par la méthode gméoedt décrite, a partir
de la plateforme triazolé et de I'imidazole disubstitud9. La véritable difficulté dans la
synthese de ce type de composés réside dans le manque de pibdétkes réactions

permettant l'introduction de ces différents groupements sur unnroiaidazole. Cette
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régiosélectivité peut cependant étre atteinte par l'utilisatengroupements protecteurs
apportant un fort encombrement stérique.

Van Leusen décrivait en 1977 la synthése d'imidazoles 1,5-disubstituésnmae
cycloaddition d’une imine avec I'isocyanure de tosylméthiehéma 29.**° Une analyse
rétro-synthétique du compod® a pu étre réalisée en se basant sur cette appr®chénja
30).

N
N N K,CO N
R1/\N—R2 + Tos N\\C 43> \g

Ry Ry

Schéma 29 Cycloadition de Van Leusen.

Schéma 30 Analyse rétro-synthétique du compds:

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés a la synth@seneeB, en
procédant a l'oxydation de l'alcool propargylique par I'oxyde de marsganet a sa
condensationin-situ avec la N,N-diméthyl-1,3-propanediamine en présence de tamis
moléculaire $chéma 3). Ces conditions n’ont pas permis d’isoler 'imiBele produit final

isolé étant le résultat de I'addition 1,4 de I'amine sur le propynal formsiéu.

N
///\OH . HZN/\/\N/ MnOZ - ///\N/\/\,Tl/ N OMNMw/
| Tamis moleculaire B f
CH,Cly, A
0% 0" H 100%

Schéma 31 Essai de synthése de I'imiBe

Cette synthése a été reproduite aprés protection de la fonctime adie I'alcool
propargylique par un groupement triméthylsilyle. L'imiB@ est ainsi obtenue avec un
rendement de 78%&€¢héma 32.
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MnO, AN N N
/OH + HzN/\/\N/ . > ~ ./N ITI
s | Tamis moleculaire /SII 50
\ CH,Cl, A

78%
Schéma 32 Synthése de I'imin&0.

L'imine 50 a ensuite été méthylée par traitement avec de l'iodure dbaylme
permettant d’obtenir apres évaporation des volatils le confifbagec un rendement de 95%
(Schéma 33 Ce composé s’est révélée extrémement hygroscopique et peu stable.

X NN Mel
- /N N — = =

i | CH,CI
/S|’I 50 2v2 51

95%
Schéma 33 Méthylation de I'imines0.

Les essais de cycloaddition du compdsE et de lisocyanure de tosylméthyle
(TosMIC) se sont révélés infructueux, donnant lieu a la formation déneomm produits de
dégradation$chéma 34, ceci pouvant étre expliqué par la faible stabilité de 'indihe

NS /\/\ + _ K2003
- _/N "“\ X + Tos %é’ //

Schéma 34 Echec de la cycloaddition de Van Leusen.

Devant cet échec, cette voie de synthese a été abandonnéenBae & temps, nous
n‘avons pas tenté d’obtenir le compo%® par une voie alternative, et nous nous sommes
concentrés sur les autres étapes de ce projet en nous limiardreohybrides précédemment
synthétisés.

3. Fonctionnalisation des nanohybrides

Ces nanohybrides étant destinés a devenir des nanotraceurs pdactiardéu cancer
de la prostate, il est nécessaire de les vectoriser getsllales tumorales a I'aide d’antigénes
spécifiqgues. A cette fin, nous avons procédé a la fonctionnalisatiora derface des
nanoparticules. Ces fonctions de surface seront ensuite utilsiesle greffage des
molécules vectrices et permettront d’obtenir les nanotraceursésiédie choix de la
fonctionnalisation s’est porté sur les amines, avec lesqueltes facile de procéder a des

modifications ultérieures par couplage peptidique.
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3.1. Fonctionnalisation de surface par des fonctions amine

3.1.1.Synthése

Les fonctions amines sont introduites grace a 'APTES (aminojrigplyoxysilane),
qui est ajouté au milieu réactif lors de la seconde partia genthése des nanoparticules. Cet
ajout ultérieur permet la synthése de nanoparticules de typecoopille, avec un coeur de

silice et une coquille externe riche en fonctions amines prim&ms(a 3.

APTES
B0 61 ™" NH,
EtO._ OEt °3 F1O Ot
00 4 DO6i0E —— | [0 00
Q EtO” "OEt w/o 05 w/o
[LnLg] TEOS 24h 24h
Coeur de silice Ecorce riche en fonctions amines

Schéma 35 Synthése de nanoparticules de silice fonctionnalisées en surfatEs@anines.

Cette stratégie de fonctionnalisation a été utilisée pouyrthése de nanoparticules
luminescentes fonctionnalisées en surface, en I'appliguant adédure mise au point dans
la partie précédente.

Les nanoparticules obtenues par cette méthode sont de forme spb&diuediametre
sensiblement plus élevé que celui des nanoparticules non fonctiorsghagsant de 20 nm a

31 nm Figure 63).

Diametre (nm)

HV = 800KV
Direct Mag: 150000%

Figure 63 : Cliché MET des nanoparticules luminescentes fonctionnalisées facespar des

fonctions amines, NP-E4i8):-NH,.
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3.1.2.Carac:érisation:

La présence de fonctis amines est ensuite confirmée par la ne du potentieC. En
effet, une nette différenc est observée entre le potent{ des nanoparticules no
fonctionnalisées et celui delPs recouvertes de fonctions amines, quise d-21 mV a +26
mV. Ce changement de sig implique la disparition des groupementsnols en surface, q
sont remplacés par les fonns amines partiellement protonéesNHs" au pH de la mesui
(pH 7,4).

La fonctionnalisation est également confirmée pé&analyse thermogravimétriqu
(ATG), grace a la perte deasse importante observée au cours’ élévetion de températul
(Figure 64). Cette perte denasse, due a la pyyse des fonctions onniques au cours (
'analyse, permet @valuer lc quantité de fonctions amines présentes les nanoparticules
1,4 mmol.g".

100 -
=== NP non-fonctionnalisée
95 - cmemm N P-NH,
®90 -
(7]
©
=
=]
Ngs -
80
75 T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Temperature (°C)

Figure 64 : Analyses termogravimétriques de nanoparticules -fonctionnalisées et ¢

nanoparticules enrobéde fondions amin (NP-NH,).

Cependant, le résultale 'ATG nous donne le taux de fonctio amine réparties s
'ensemble des 5 nm épaisseur de la coquille fonctionnalisée. Il est ntiel de connaitre |
taux précis de fonctions rllementdisponible en surface des nanorticules, puisque ¢
seront ces fonctions de sute qui vont permettre le greffage de nous molécules sur s
nanoparticules.

Le taux de fonctionnlisation de surface a été déterminé gra lutilisation de la

technique du Fmoc-Ckhlorure de flucénylméthyloxycarbonyle}’® La méthode de dosa
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est basée dans un premiemps sur la réactivité du Fn-Cl vis-avis des aminesSchéma
36). Le carbamate forméquantitativement par cette réaction e=nsuite décompos
guantitativement pardjout de DBU (diazabicycloundecénilibérant du -méthylénefluorene
qui peut étre dosé paspectrophotométrie 'absorption. La cncentration en -
meéthyléenefluorene libéré € égale a la concentration initiale en aes a la surface des

nanoparticules.
1 Fmoc-Cl 0 O /Q o o w
2. Iavages Q/V & oo % OO
Schéma 36 Principe dudosage des amines en suripar la méthod&moc.

Cette méthode nous permis (évaluer le taux de fonctions ares a la surface dt

nanoparticules & 0,2 mmof-gcorrespondant & une densité d’environfartiors par nmz.

3.1.3.Propriztés de luminescen:

Une courte étude de hinescence a €té meneée sur ces nanopes fonctionnalisée:
afin de vérifier que les progatés de luminescence des nanohybric étaient pas altérées p
cette étape de fonctionnai®on.

bY

Que ce soit en suspsion ou a’état solide, les nanohybrideonctionnalisés N-
Eu@3)s-NH, possedent deoropriétés optiquequasiidentiques a cels des nanohybride

non-fonctionnalisés NP-E4g); (Figure 65).

1200 -
a) e N P-EU(43)5
1000 - Aem =616 nm e NP-EU(43)5-NH,

800

600

Intensité (u.a.)

400

200

250 270 290 310 330 350 370 390
Longueur d'onde (nm)
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450 -+
400 - b) = NP-Eu(43);
350 - e NP-Eu(43);5-NH,
% 300 -
E 250 - Aem =616 nm
g 200 -
()]
-
£ 150 -
100
50 -
0 T T T T Ll T
220 240 260 320 340

28 300
Longeur g'onde (nm?

Figure 65 : Spectres @xcitation de NI-Eu@3); et de NP-Eu3);-NH,, a) a 'état solide, b) en

suspension.

3.2. PEGylation des nanoparticules

Comme nous Hvons vu précédemment, la vectorisation de oparticules requiel
I'utilisation de bras espaceues d’agents de furtivité, permettanadgmenter respectiveme
I'affinité du vecteur pour;a cible et le temps de circuon des ianoparticules dar
I'organisme. Le polyéthyler glycol (PEG) est couramment utilisé pou role, puisq’il peut
remplir a la fois la fonction é'spaceur et’agent de furtivité.

Pour que ce bras esceur soit efficace, il doit avoir une loreur wffisante pour
permettre au vecteur idteragir avec le site ciblé. Dans le cas de lalA, cible envisagée
pour la vectorisation des nia-sondes luminescentes vers les cellulesorales prostatique
le site actif dans lequel vie se loger un analoguuu NAAG se situe albout cun tunnel de
20 A de profondeur et dhe hrgeur de 9 /47143

Le bras espaceur relic'analogue du NAAG a la naneende doit ar conséquent avc
une longueur supérieure a A, afin de permettre a ce dernier de se lans a poche du site
actif. Notre choix st doncporté sur une chaine PEG comportant 1tés éthylene glyco

correspondant & une longuidenviron 40 A

3.2.1.Synthese

Le greffage des chairs PEG a été réalisé par couplage peptiqour ce faire, le PE!
homobifonctionnel portant aes extrémités deux esters ¢-hydroxysucaimide (NHS-PEG-
NHS, 52) a été synthétisé aartir du diacide commercial correspondarOOC-PEG-COOH,
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m= 600 g.mof) (Schéma 37. Ces esters de NHS permettent d'activer les fonctions acides
qui réagissent alors avec les amines pour former des liens amides.

Des nanoparticules luminescentes fonctionnalisées par des amirggspension dans
le dichlorométhane, ont été traitées avec le compséet ont permis d’obtenir des
nanoparticules PEGyléeSchéma 3J. Afin d’éviter la réticulation des nanoparticules, un

large exces de PE®2 est utilisé pour ce couplage (40 €q.).

0
HO\H/\{O/\%O\)kOH
o) 11

NHS -
EDCI 0 00 NH>

O i
6] o 0
0 0 ’
e le
N/Oﬁo“}oﬂoj;% Nﬂo“J[O%O/@
5 1 O . 0 11 o)
0

NP-Eu(43);-NH,
52 NP-Eu(43);-PEG-NHS

Schéma 37 PEGylation de nanoparticules fonctionnalisées par des amines.

3.2.2.Caractérisations

Les images MET des nanoparticules NPEW-PEG-NHS ne montrent aucune
altération de la morphologie ou de la taille des nanoparticules 8#GylationKigure 66).
De plus, I'exces de PEGR2 utilisé pour la fonctionnalisation semble limiter efficacemant

réticulation des nanoparticules.

Diametre (nm)

Figure 66 : Clichés MET de nanoparticules luminescentes PEGylées, NRBEREG-NHS.

-117 -



Nanohybrides luminescents

La PEGylation des nanoparticules est confirmée par zétané&wdur ce faire, les
nanoparticules sont placées en suspension dans un tampon Tris.HCI 0,1 K|5apaddant
24 heures, afin d’hydrolyser les groupements esters de NHS situés en bouhedSaigma
38). Une inversion du potentiélest alors observée, passant de +26 mV pour les NPaNH

24,5 mV apres PEGylation et hydrolyse des esters terminaux.

o ° o

H H

ooooo N\H/\{O/\%O\)J\O,D PH 7.5 Nﬁo/\/}O%O'
o 5 n 5 24h Qo 0 n

Schéma 38 Hydrolyse des extrémités ester de NHS en milieu basique.

3.3. Conclusion

La synthése de nanohybrides luminescents fonctionnalisés en quafades amines a
été conduite avec succes, sans modification des propriétés optiquds/tuele. Cette
fonctionnalisation de surface a ensuite été utilisée pour le greffagpaites PEG par le biais
d’un couplage peptidique.

La présence d'un ester de NHS a I'extrémité de ces chalB@sautorise maintenant la
conjugaison de ces nanohybrides luminescents avec de nouvelles mgbéssiédant une

fonction amine primaire, grace a un nouveau couplage peptidique.

4. Stabilité des nanohybrides en suspension

La durabilité de I'encapsulation des luminophores dans les nanohybratesiite été
étudiée. Pour cela, des nanoparticules NRHBeét NP-Eud3)s-NH, ont été placées dans des
tampons citrate-phosphate couvrant une gamme de pH allant de 5 a &itdgevade ce
dernier tampon réside dans la présence d’ions phosphates, qui sont conreapnoar les
ions lanthanides en solution, empéchant ainsi toute fluorescence dpaleuen cas de
relargage de complexes.

Aprés 14 jours en suspension dans les différents tampons, les nanopadituéte
isolées par centrifugation. Leur luminescence a été mesuréaspansion dans l'eau, et
lintensité d’émission normalisée par rapport a celle de suspensie NP-Eu3); et NP-
Eu@3)s-NH, (Figure 67).

Aucune variation de luminescence n'a été observée apres 14 jourgpenssus a pH

5-6 pour les deux types de nanoparticules. Leur comportement divergelaepa pH plus
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élevé. En effet, alors que les nanoparticules fonctionnalisédsuidiB)s-NH, montrent une
remarquable stabilité, la luminescence des nanoparticules ndiefoatisées NP-E4QR)3
décroit de plus de 40% a pH 8. Cette difféerence de comportemententfeux types de

nanoparticules est tres probablement due a la protection apportéea paouthe

supplémentaire de silice fonctionnalisée présente sur les NB)ENH-.

o 08 -
‘O

R

g 0,6

g ’ B NP-Eu(43),

c

] 04 @ NP-Eu(43);-NH,
(7]

c

[J]

)

[=

= 02 -

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0

Figure 67 : Luminescence des nanoparticules aprés 14 jours en suspension sléarmmens

citrate-phosphate (pH 5-8).

5. Conclusion

Dans ce chapitre, I'élaboration de nanohybrides luminescentasked a été décrite
par encapsulation directe de complexes de lanthanide au sein de nemlegade silice.
Cette encapsulation n’est cependant observée que dans le cas dxesrgmés a partir de
ligands portant un groupement ammonium.

La synthése «one-pot » de nanohybrides luminescents fonctionnatiségrface a
ensuite été mise au point. Cette fonctionnalisation a pu étreééetpisur greffer des chaines
PEG a la surface des nanoparticules. La présence d'ester@l@ Rektrémité de ces chaines
PEG pourra étre utilisée pour le greffage ultérieur de molécules vectrices.

Enfin, I'étape de fonctionnalisation semble améliorer la stébilés nanoparticules a
pH élevé, leur permettant de conserver leurs propriétés optiques apres plus de d4kb8c

Les propriétés photophysiques des nanohybrides ont également étésédndiégime

linéaire et non-linéaire. Ce dernier a notamment permis deen@itevidence la transition
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Sy -~ T, qui pourrait permettre de positionner rapidement et avec prétesiarats triplets

de ce type de complexes.
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Chapitre IV. Synthese de nouveaux
Inhibiteurs de la PSMA et vectorisation des

nanohybrides luminescents






Vectorisation

Afin d’obtenir la nano-sonde vectorisée envisagée au début de ce, progst
maintenant nécessaire de fixer a la surface des nanopartiomieescentes précédemment
obtenues un ligand spécifique des cellules tumorales prostatiquesneCsouligné en
introduction de ce travail, la PSMA constitue une cible promettelesg@ar sa localisation
membranaire et sa forte surexpression dans le cas du carlagurdstate, et de nombreuses
tumeurs solides non-prostatiques.

Il convient donc d'utiliser des ligands de la PSMA en tant que vectedes

nanoparticules.

1. Nouveaux inhibiteur de la PSMA

La PSMA a pour substrat naturelNeacétyl-aspartyl-glutamate (NAAGKigure 68).
CO,H
HO,C ©
N~ “CO,H
H

\H/NH

0
NAAG

Figure 68 : N-acétyl-aspartyl-glutamate, substrat naturel de la PSMA.

Il est évidement impossible d’utiliser directement le NAAG gdeuwiblage de la PSMA
puisque cette proteine catalyse sa dégradation.

Comme nous 'avons noté précedemment, plusieurs analogues du NAAG se sont révelés
étre des inhibiteurs de la PSMA et ont été utilisés pour léonsation de complexes
radioactifs ou de nanoparticules vers des cellules tumdraréy.

Un de ces inhibiteurs, le DCIN{[N-[(S-1,3-dicarboxypropyl]carbamoyl]g-lysine),
est connu pour permettre la vectorisation de nanoparticules polyvegsela PSMA Figure
69).1*> Etant donné les résultats remarquables obtenus avec ce vectetaymasishoisi de
I'utiliser en tant que référence pour le ciblage de cellules tumoralestjmossa

CO,H
HO,C ©

HZN/\/\/'\NXN CO,H DCL

H H

Figure 69 : Le DCL, inhibiteur de la PSMA permettant |la vectorisation de nanopiagic
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Un autre aspect du projet initial était la synthese de nouveawiteurs de la PSMA
possédant une forte affinité pour cette derniere, afin d’amélierariblage des cellules
cancéreuses. A cette fin, une sélection de plusieurs candidé&tsfieétuée parmi plusieurs
structures dérivées du NAAG, en fonction des affinités théoriquesumsgoar modélisation

moléculaire.

1.1. Sélection des candidats vecteurs

Klusak et al. ont déterminé par diffraction des rayons X la structure d’'un complex
associant la PSMA et le NAAG, la protéine ayant été rendaetive par le biais d'une
mutation au niveau de son site atfffLa structure de ce complexe a permis de préciser la
nature des interactions entre la PSMA et son substrat.

Les sites de fixation principaux sont au nombre de qu&igure 70). Le premier
donne lieu a I'ancrage du carboxylate en positicsiu résidu glutamique du NAAG sur la
lysine 699 et I'asparagine 257 de la PSMA. Le deuxiéme sitesgmmd a l'interaction entre
le carboxylate en positiom du résidu glutamique et I'arginine 210. Le carbonyle du résidu
aspartique interagit avec I'un des deux centres zinciques dutitetda tyrosine 552. Enfin,

le quatrieme site correspond a l'interaction du carboxylateadshdine latérale du résidu

aspartique avec l'arginine 536.

Figure 70 : Position du NAAG dans le site actif de la PSMA.
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Afin d’obtenir des inhibiteurs performants possédant une forte &ffiaitr la PSMA, |l
convient de conserver ces sites d'interactions. Les structuogmgdes pour I'étude par
modélisation moléculaire sont par conséquent dérivées de la strgéhérmle suivante, qui

conserve la majorité de ces points d’interactiéigire 71).

O.__OH
H R
/\/\OIO | o
H,N z/Y\x ©
OH

Figure 71 : Structure type des candidats vecteurs vers la PSMA.

La présence d’'une amine primaire terminale permettra paitéadsassocier de maniere
covalente ces composés, par couplage peptidiques, aux nanoparticules preparées.

Les interactions entre le site actif de la PSMA et unectéh de 20 composés-N,
issus de la structure type proposée ci-dessus ont ensuite |éiéasa au service de
Modélisation Moléculaire de I'ICCF, par Lionel Nauton et Vincentryh& cette sélection
de 20 structures, ont été ajoutés le NAAG ainsi que le DCL en tant que références.

La préparation du fichier de la PSMA a été réalisée arpdetila PDB disponible
2XEG qui a été reprise & I'aide du programme Phenix afin devediiex le site actif et de
vérifier les positions alternatives des résidus. Les atomedrdpgne ont ensuite été ajoutés
a l'aide du logiciel Chimera. Le docking a été réalisé geackgiciel de modélisation Sybyl-
X, via le module Surflex-Dock, en utilisant le mode GeomX.

Le calcul des interactions a permis d’attribuer un scordinitgf théorique a chaque
structure, un score €élevé signifiant une forte affinité théorigabléau 21). Deux structures,
(9-D et R)-J, présentent des scores d’affinité particulierement éleedpdctivement 19,45
et 19,06), bien supérieurs aux scores d’affinité du DCL (17,60) et du NAA®B3). Ces
scores élevés laissent supposer une forte affinité de ces conpmsesa PSMA. Ces
composeés)-D et (R)-J ont par conséquent été considérés comme des candidats prometteurs
pour la vectorisation de nanoparticules vers les cellules tumopatesatiques, et leur
synthése a été entrepriségure 72).

CO,H CO,H
HO,C )?\ HO,C  COH
H N/\/\/kN N~ CO,H HN S CO,H
2 H H 2 2 H 2
(S-D (R)-J

Figure 72 : Candidats vecteurs a haut score d’affinité théorique te@eés par modélisation

moléculaire.
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Tableau 21 : Structures de vecteurs potentiels, et scores d'affinéériqgues de ces structures

pour la PSMA.
Score Score
Composés o Composés L
d’affinité d’affinité
HO,C O COH CO,H
N" > Co,H
NAAG 2 15,03 DCL HO.C O 17,60
NH 1 )
\[r HZN/\/\/'\HJ\H CO,H
o}
CO,H CO,H
(9-D HO,C O 1945  R-D Ho,C o 18,10
H,N N~ N~ YCO,H HZN/\/\/kN)kN CO,H
H H H H
CO,H COH
HO HO,,
(S-E HOC  © 17,69 R-E HO,C O™ 17,64
HZN/\/\/'\HJ\H CO,H HZN/\/\/kHJkH CO,H
CO,H CO,H
(9-F HO.C O 1737 R-F HO.C O (T 17,82
HZN/\/\/'\HJ\H CO,H HZN/\/\/'\”)kH CO,H
CO,H CO,H
(9-G HO,C O OH 1760 R-G HO,C O “OH 1746
HZNWNJ\H CO,H HZN/\/\/'\HJ\H CO,H
CO,H CO,H
=
H HOL O §H 17,85 | HO.C O 17,50
HQNWHJLN CO,H H?_N/\/\/'\” N~ ~CO,H
CO,H CO,H
(9-J HO,C  COM 16,09 R-J HOC  COMH 19,06
H,N N CO,H H,NT "N CO,H
H H
CO,H CO,H
(9K o °© 1668 R o f 0 s
H,NT > CO,H HoN™ >N " Co H
o} o)
CO,H CO,H
(1S2R)-L HO.C O 14,78 (R29-L HOC O 2 18,03
HZN/\/\/'\H CO,H HQNWH CO,H
CO,H CO,H
(0] @) o 0
(9-M 14,20 R-M : 15,11
OH OH
CO,H CO,H
(9-N HO,C CO,H 16,90 R-N HO,C COzH? 17,01
HoN N" “COH HoN N/\COZH
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1.2. Synthése des candidats vecteurs

1.2.1.Analyses rétro-synthétiques des compo&®<D et (R)-J

Le composé §-D peut étre synthétisé par couplage de l'isocyahat d’une lysine
dont la fonction amine terminale aura été préalablement prof€gééma 39. L’isocyanate
| peut étre obtenu facilement a partir de I'acid®-fBéthylglutamiques3, par traitement avec

du phosgéne. La synthese de I'acide arbBiést discutée ci-aprés dans ce mémoire.

HO,C HO,C
COQH GP\H/\/\/'\NHZ pr— H2N/\/\/'\NH2
HO,C O Lysine

/\/\/k JI\ NH
H,N N N7 TCOoH COH 2

_N"co,H T HO,C” Y "COH
(S)-D _C” : 2 :

O =

I 53

Schéma 39 Rétrosynthése du compos$-D.

Le composéR)-J peut étre obtenu par amination réductrice de la cdtora utilisant
lacide aminé 54 (Schéma 40. L’'amination réductrice n’étant vraisemblablement pas
stéreosélective, le produit obtenu sera un mélange des compysket((©-J. Ces deux
épimeéres pourraient étre séparés par la suite. Le cortippsét étre obtenu par oxydation de
la lysine, aprées protection de la fonction amine de la chainallatéa synthese de I'acide

aminé54, un analogue de I'acide glutamique, sera discutée ultérieurement.

CO,H RO,C CO,H
- - H )
HzN/\/\/\” CO,H I Lysine
(R-J — CO,H
CO,H
H,N
HO,C  COH
/\/\/‘\ - H02C COzH
HoN H CO,H 54
(S)-J

Schéma 40 Rétrosynthese des composis] et (9-J.

1.2.2.Synthese d’analogues de I'acide glutamique

Les stratégies de synthése des compoSE® (et (R)-J envisagées impliquent la
synthése des précurseld et 54, deux acides aminés non-naturels analogues de I'acide L-

glutamique Figure 73).
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CO,H
NH, NH, NH,
Hozc)\/\oozH HO,C~ > “CO,H HO,C CO,H
Acide L-glutamique 53 54

Figure 73 : Acide L-glutamique, analogué&s et54.

La principale difficulté de synthése de ce type de compos#erdans le controle de la
stéréochimie, qui peut parfois s’avérer délicat. L'utilisationngignes permet parfois
d’apporter ce contrdle grace a I'asymétrie intrinseque du site aadsdeiocatalyseurs.

Ainsi, des acides aminés non naturels de la sérigeuvent étre synthétisés par
biocatalyse a partir dascétoacides correspondants, grace a une réaction de transaminati
Cette réaction enzymatique réversible, catalysée par lesotanisferases (AT), permet le

transfert d’un groupement amino entre un acideniné et uru-cétoacide $chéma 4).**°

NH, 0 AT 0] NH,

P N M M, PN

HO,C™ Ry HO.C™ R» HO,C™ R4 HO.C™ R»

Schéma 41 Transamination entre-cétoacides et acides aminés.

Comme l'ont montré des travaux antérieurs menés au laborateite, stratégie de

41’.49—152

synthese est applicable aux analogues du glutamate substituéstiem [@osu et a

déja été utilisée pour préparer les comp&Sast 54.

Deux enzymes ont été utilisées pour effectuer les transaomsgirésentées dans ce
mémoire. Elles présentent des spécificités, chaque enzyme poweeptes des substrats
différents. La BCAT (branched chain aminotransferase) isske coli, accepte I'aciden-
cétoglutarique ainsi qu’une large gammae-détoacides substitués en position 3 ou 4 par des

groupements hydrophobe3dhéma 42.*°*

O Ry BCAT HoN  R;
HOzCMCOQH > HOQC/K(KCOQH
R1 / \ R4

HO.C™ Rs H02CJ\R3

Schéma 42 :Transamination des cétoacides substitués en position 3 ou 4 paAa, B

conduisant a des analogues du glutamate.

La seconde enzyme, I'AspAT (Aspartate aminotransferage)ali, accepte I'acide-

cétoglutarique ainsi qu’une large gamme de cétoglutaratesteé@bstn position 4 par des
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chaines hydrophobes ou peu polaires. Elle montre également uneé aunideste pour le
dérivé substitué en position 3 par un groupement méthyle. Dans toas|dAspAT montre
une forte différence d’activité selon la chiralité du substrat.

Cette enzyme permet ainsi de réaliser un dédoublement cinétidlaeeeder de fagcon
stéréosélective aux analogues du glutamate de configutafighsyn(Schéma 432 En ce
qgui concerne l'analogue 3-méthylglutamique, I'AspAT permet ddec sélectivement au
dérivé de configuration @3R) qui n’est malheureusement pas le composé souhaité pour cette
étude.

0O Ry AspAT HoN Ry 0O Ry

HOZCMCOZH = - Hozc)\/kcozH " HOZCMCOZH

Rac. / \ L-2,4-syn

NH2 @)
HO.C™ R; HOZCJ\RZ

Schéma 43 :Transamination sélective de cétoacides substitués en position Ag2AT,

conduisant aux analogues du glutamate de configuration £y?,4-

L’AspAT constitue donc un outil approprié pour préparer I'analo§dede facon
stéreosélective. La BCAT permet quant a elle d’accéder au é&&ivé

L’activité de ces deux enzymes est optimale dans I'eau a un pH proche de 7,6.

Le substrat donneur d’amine utilisé pour effectuer les transdornisatatalysées par
'AspAT est I'acide cystéine-sulfinique (ACS). Cet aminoa&gcidérivé de la cystéine, est un
analogue structural de I'acide aspartique, un des substrats naeildspAT. L utilisation
de I'ACS en tant que donneur d’amine permet de s’affranchir du pnebl@sé par la
réversibilité de la réaction de transaminafihEn effet, au cours de la réaction de
transamination, I'ACS libére de I'acide 3-sulfinylpyruvique, quidégrade spontanément en
acide pyruvique et en dioxyde de soufBxl{éma 4. Le pyruvate n’étant pas substrat de
'AspAT, la réaction inverse ne peut avoir lieu. L'utilisation dAQS permet donc de

déplacer totalement I'équilibre vers la formation de I'aminoacide désiré.
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o R3§R4 AT H2N R3§R4
HOzc)JY\CozH > H02C)>(\002H
RY Ra / R R
NH, ('s)' o o o
Il
HO,C “OH >
2 HOzCJVS\OH HOzCk + SO,
L-ACS

Schéma 44 Transamination irréversible catalysée par 'AspAT entre-aétoacide et I'ACS.

Lorsque la réaction de transamination est terminée, la ptioficae I'acide aminé
formé est effectuée par chromatographie sur résine échangerse de milieu réactionnel
est dans un premier temps déposé sur une colonne de résine fortaderfbactionnalisée
en surface par des groupements acide sulfonique (Dowex 56KRr¢ 74). Un lavage a
l'eau permet d’éliminer toutes les espéces électriquementesguélles que le cétoacide
n'ayant pas réagi, le pyruvate, mais aussi I'exces d’ACS, dgiepte un point isoélectrique
bas. L’'aminoacide est ensuite élué avec une solution d’ammoniaque 1M.

HO Q AT,ACS Ml cacti |
W)LR H,0, pH 7.6 elange reactionne
; l
o-Cétoacide
Résine acide:
Qsos' H*
1. Hz(% X NH4OH
(@] (@] NH;* NH-

HO\H)J\ HOW)LR Ho%soz Hom/kR
O O O O
Ac. pyruvique Cétoacide residuel ACS Aminoacide L

Figure 74 : Purification de I'acide aminé désiré sur colonne de résiite aprés réaction de
transamination.
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Une seconde purification sur colonne de résine basique (Dowex 1X8nhsstee
réalisée. L'acide, préalablement déprotoné (pH>7) est tout d’aboaibadsur la résine
cationique, avant d'étre élué sélectivement par un gradient d’aciteue. Cette seconde

purification permet d’obtenir I'acide aminé avec une grande purete.

1.2.3.Synthese du candidgd®)-D

1.2.3.1. Synthése de I'acide (3S)-3-méthylglutamifffes3

La synthése de cet aminoacide a déja été réalisée au laboratoire.

Dans un premier temps, une addition de Michael de l'acétoacétatettigle sur le
crotonate de méthyle permet d’accéder a la céddn&chéma 4% Ce composé est purifié
par chromatographie sur silice et est obtenu avec un rendement dd.&@%tone55 est
ensuite convertie en acétate d’énol par traitement avec du rehtbacétyle dans la pyridine.

Le produit56 est ensuite purifié par chromatographie sur silice (rende@). L'acétate
d’énol 56 subit une ozonolyse suivie d’'une réduction par le sulfure de direétlg/icétoester

57 résultant est purifié par colonne chromatographique et obtenu avendement de 57%.

Le cétoester57 est ensuite saponifié quantitativement par la lithine, pour donner le
carboxylate de lithiun®8.

0]
MeOzC\)K 0] | OAc
+

MeONa, MeOH AcCl
> MeO,C COoMe ———> MeO,C CO,Me
CO,Me 47% Pyridine
A 55 42% 56

1.0, O O
2. Me,S LiOH, H,O ) )

> MeO,C CO,Me —_— LiO,C CO,Li
CH,Cl, MeOH

57% 57 100% 58

Schéma 45 Synthése du cétoglutardis.

Le carboxylate58 est alors engagé dans une réaction de transamination. La BCAT,
acceptant pour substrat les deux énantiom&e5§ et (5-58, est utilisée pour la conversion
du racémique en mélange de diastéréoisomesgaetL-anti-3-méthyl Glu. L'ACS n’est pas
substrat de la BCAT, et il ne peut donc pas étre utilisé dmectecomme donneur d’amine

primaire. Pour contourner cette difficulté et profiter de 'appert ACS sur le déplacement
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BN

de I'équilibre de la réaction, une solution consiste a utiliseC8Apour régénérer un
aminoacide qui sera utilisé par la BCAT comme donneur d’aminge Cégénération
s’effectue grace a I'AspAT, pour laguelle 'ACS est un bon sabst’aminoacide choisi
comme donneur d’amine primaire est présent en quantité catalgtigiod étre substrat a la
fois de la BCAT pour permettre la transamination du cétoglut&@tenais également de
I'AspAT afin d’assurer sa régénératicBohéma 46.

Pour des raisons pratiques, notre choix s’est tourné vers I'ackjé-dyrisopentyl
glutamiqueb9. En effet, cet aminoacide a été synthétisé précédemmetaitetlisponible au
laboratoire. Il constitue un trés bon substrat de 'AspAT et d®&CIAT. De plus, la présence
du groupement isopentyle, fortement hydrophobe, permet de séparegrdiséraomposé des
acides aminéR)-53 et (5-53 formés.

LiOWOLi HOJ\/\)J\OH +  HO OH
NH,

0 NH,

58 (R)-53 (S)-53
o o 20% 25%

0]
+ S0, = M~ __oH
HO)HW/ 2 AspAT HO H § ACS

o) NH, O

Schéma 46 Déplacement d’équilibre de la transamination par la BCATtiésant I'AspAT et
'ACS.

Les acides aminéR)-53, (9-53 et 59 sont alors séparés des autres composés présents
dans le milieu réactionnel par élution sur une colonne de résine sulfonique.

Ces acides aminés sont élués avec une solution d’ammoniaque, puis depasss
colonne de résine basique. Un gradient d’acide acétique permet déleetivement les deux
diastéréoisomeéres, qui sont obtenus avec une pureté diastéréoisomeérique s@p@siture

L’obtention du composéR)-53 en tant que produit de cette voie de synthese nous offre

'opportunité d’accéder a l'analogue du NAAM®){D, qui présente également un score
d’affinité intéressant, comparable a celui du DCL (respectiveri&it0 et 17,60). La
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synthese de cet analogue est menée en parallele de cetimgdasé prioritairement cibl&)¢
D.

Les composées3 sont séparément convertis en esters de méthyle préalablertzent a
formation du lien urée. La présence du groupement méthyle en positi@ieBtissant
considérablement I'estérification de la fonction acidereimpose de conduire cette réaction
sur 7 jours a température ambiante afin d’obtenir de fagcon quiaetifes diesterss0
(Schéma 47.

NH, NHs* CI
2 socl, )
HOZC/'\(\COZH MeOH MeOZC/H/\COZMe
o)
53 100% 60

Schéma 47 Estérification des acideS)(53 et (R)-53.

1.2.3.2. Synthese de I'isocyanafd et condensation

Le composé?2 est obtenu a partir du dérivé de la lysé® dont la chaine latérale est
protégée sous forme d’'un carbamate de benzyle (Cbz).

Ce composé commercial est tout d’abord estérifié par le métlmm@résence de
chlorure de thionyle. L’ester méthyliq@2 résultant est isolé pur par simple évaporation des

composes volatils, et ce quantitativemesti{éma 483.

COQH COzMe
SOCI, MeOH FPPA
Cbz\N/\/\/LNHZ H o obz. N o
H 100% H
63 62

Schéma 48 Estérification de la lysine-Cké2.

Un essai préliminaire a ensuite été conduit a partir de l'arsieodR)-60, visant a
obtenir l'urée R)-64 (Schéma 49. L'amine (R)-60 est tout d’abord neutralisée par une
solution de bicarbonate de sodium avant d'étre convertie en isocy@hgtar action du
triphosgene. L’isocyanate est isolé par une extraction avane @j@tuté directement sur une
solution de 'aminé2, préalablement neutralisée par de la triéthylamine.

Cet essai préliminaire n'a cependant pas permis d’obtenir lepas#64 pur.
L’ajustement des conditions opératoires devrait nous permettre niiolee urée$4 dans un

avenir proche.
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Os
NHs* Cr C\\N
Triphosgene
MeO,C COMe ———
? 2V NaHCO, aq. MeOzC)\‘ACOzMe (R)-61
(R)-60
CO,Me
bz NHs*
H 62 cr
NEt,
Y
CO,Me
MeO,C i "
Cbz\ W
N N~ N7 YCO,Me (R).
N H 2 (R)-64

Schéma 49 Essai de formation de 'ur&al & partir des aminoestesg et62.

1.2.3.3. Conclusion

Bien que nous n’ayons pu obtenir I'inhibiteur potent® faute de temps, la voie de
synthése mise en place a d'ores et déja permis d’obtenir lggosém clefs qui devraient
permettre, dans un avenir proche, de synthétiser le composé recherché. De pdasipfodt
composeé R)-53 comme produit secondaire de la réaction de transamination nous permett
d’accéder a l'inhibiteur potentieR}-D, qui possede un score d’affinité théorique supérieur a
celui du DCL.

1.2.4.Synthese du candiddR)-J

1.2.4.1. Synthése de I'analogue de I'acide glutami§de

La synthése du compo5é4 est dérivée de la stratégie mise en place par Zeinab Assaf au
cours de sa these réalisée au laboratoire, permettant d’odemnianalogues de l'acide
glutamique de configuration-2,4-syn*>*

Au départ de cette voie de synthése se trouve la cyclohex@bome est elaborée en 4
étapes a partir du malonate de diéthyle et de l'acrgiatayle, selon le protocole élaboré par
Chakraborttyet al**® (Schéma 50.
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O
EtO,C PR 4 étapes CO,Me
ﬂ + EtO,C° COEt ——> o
65%
CO,Me
65

Schéma 50 Synthése de la cyclohexandste

La cyclohexanon@5 est convertie en carbonate d’él6l par action du dicarbonate de
di-tert-butyle (BogO) en présence de diméthylaminopyridine (DMAP) comme catalyse
Apres lavage avec une solution de KHSD0,5M et évaporation du solvant, le produit est

obtenu pur avec un rendement quantit&dhéma 5).

O OBoc
0:_0.__0
MeO,C Boc0  MeO,C g j<
DMAP 1) O3, CH,Cly o
_— > 0
Toluene 2) Me,S

COzMe 100% COzMe M602C Cone
65 66 67

Schéma 51 Formation de I'anhydride mixt@?7.

Le carbonate d’éndb6 subit ensuite une ozonolyse, suivie d’'un traitement réducteur
pour conduire a I'anhydride carbonique migté (Schéma 5). Ce composé est engagé brut

dans I'étape suivante, sans purification.

A partir de cet anhydride, il est facile d’accéder rapideraariticarboxylate de lithium
lIl , précurseur direct du composé (Schéma 52 Cependant, une étude préalable a montré
que ce type de cétoacide était un mauvais substrat de lantinasae AspAT:>® En effet, la
présence d’'un groupement fortement polaire sur la chaine latéraladjlutarate engendre
une forte diminution de l'activité de I'enzyme.

© om/o\’< CO,Li CO,H

0
O LiOH, H,0 O AspAT HoN
—_—

MeO,C COyMe LiO,C COolLi HO,C COyH
67 il 54

Schéma 52 Transamination impossible du cétoadillepar la transaminase AspAT.

Il est donc nécessaire de « masquer » le groupement carbozplatenvertissant

'anhydride en un dérivé ester ou amide assurant une bonne activitéigatatie 'AspAT. |l
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faut cependant conserver une possibilité de clivage sélectif tes eséthyliques, afin
d’obtenir un bon substrat pour les transaminases.

Nous avons dans un premier temps envisagé la transformation de lidehyikte en
estertert-butylique, autorisant la saponification sélective des estetisylingies. A cette fin,
'anhydride mixte67 a été traité par dtert-butanol en présence de DMABchéma 53.
Cependant, le manque de nucléophilietelt-butanol ne nous a pas permis d’obtenir I'ester
désiré.

@) O\H/Oj< @) Oj<
0 O tBUOH o
DMAP cat.

MeO,C CO,Me CH,Cl, > MeO,C CO,Me
67

Schéma 53 Echec de l'attaque dBUOH sur I'anhydridé7.

Nous nous sommes alors tournés vers la synthése de I'éB)idei permet également
le clivage sélectif des esters méthyliques. Le com@®éest obtenu par addition de
benzylamine sur I'anhydridé7. L’'amide 68 est purifié par chromatographie sur silice, et

obtenu pur avec un rendement global pour les deux étapes d&8hétna 54.

H

o M
CO,Me

8

ol O\[(O\]< H2N/\©
0] © > 0]
CH.Cl,

MeO,C CO,Me MeO,C
67 6

Schéma 54 Formation de 'amidé&8.

Enfin, le composé8 est saponifié par addition d’une solution de lithiBeléma 55.

H H
o) NQ o) N\/©
LIOH

_—
0 H,0 O

MeO,C CO,Me LiO,C CO,Li
68 69

Schéma 55 Saponification du diest&s.

L’ a-cétocarboxylat&9, qui constitue un bon substrat de 'AspAT, a ensuite été engagé
dans une réaction de transamination afin de former sélectivenanindacidesyn 70
(Schéma 56.
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H

0 AspAT H2N
LiO,C COLLi HO,C CO,H
69 70

a

0

HO)J\/\S/OH

0
NH, O HO)H‘/ + SO,
o)

ACS
Schéma 56 Transamination par I’AspAT du composé cétoadifle

Cet aminoacide est purifié sur colonne de résine acide Dowex 50x& d'étre
chauffé & reflux dans une solution aqueuse d’acide chlorhydrique BNJ'lafdrolyser la

fonction amide $chéma 57.

CO,H

H,N HCI 6N H,N
HO,C CO,H Reflux HO,C CO,H
70 54

Schéma 57 Hydrolyse de I'amid&0.

Le triacide 54 résultant est isolé apres passage sur résine échangeuse ddons.
transamination suivie de I'hydrolyse de I'amide en milieu agdemettent d’accéder au
composé4 avec un rendement global de 30%.

1.2.4.2. Synthese du fragmeitt

En parallele de la synthese de I'acide anfidénous nous somme intéressés a celle du
composeéll, cétoester dérivé de la lysine, qui devrait permettre par domnetductrice
d’accéder aux composeR){J et (-J.

Cependant, étant donné la structure de ce composé, il existe uningopreant de
cyclisation. En effet, ce phénoméne a déja été constaté au lat@omatec des structures
similaires a celle de notre composé d'intérét. Méme en préskano groupement protecteur
de type carbamate, I'équilibre est trés fortement déplaseladormation du cycle Schéma
58).
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Schéma 58 Cyclisation observée d’'un composé proche du cétokster

Afin de contourner cette difficulté, nous nous sommes tournés veramthésg de
’homologue Il (Figure 75 pour lequel le probleme de cyclisation n’apparait pas, la
formation de cycle a 7 étant défavorisée. L'amine en bout de chaine nnaetyas dans les
interactions entre le ligand et le site actif de la PSMAgeamodification de la structure du
candidat vecteur ne devrait pas affecter son affinité pour la protéine.

RO,C

Figure 75 : Structure du composé .

Ce composé peut étre synthétisé en suivant une stratégiersimilzlle envisagé pour
accéder a I'acide amir& (Schéma 59. En effet, la cyclohexanon®l peut étre convertie en
carbonate d’énof2, qui subira une ozonolyse afin d’accéder a I'anhydrigleCet anhydride
sera converti en amidé4 par attaque nucléophile de 'ammoniac. L'amifiesera ensuite

déshydraté de facon a obtenir le nitiile précurseur direct de I'amini .

GP” N MO — \ = 0O —/ I 0]
111 75 74
X |
0 0 0/\( EtO,C
EtO,C EtO,C )\/
\ij &—— \Cj F — OWOMO
O O

7 72 73

Schéma 59 Rétrosynthése du cétoestitr.

La cyclohexanon&l, commerciale, est tout d’abord convertie en carbonate d&hol
par réaction avec le chloroformate d’isobutyle (IBCF) en présate triethylamine. Le

carbonate d’énol2 est purifié par chromatographie sur siliSeliéma 60.
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1.
IBCF o 0/\(
EtO,C

Etochi Et,N
87%

Schéma 60 Formation du carbonate d’'énd.

72

Le carbonate d’éndl2 subit ensuite une ozonolyse, suivie d’une réduction pour mener

a I'anhydride mixte carbonai#8 (Schéma 6.

1) O3, CH,Cl, o OTOJ\

2) Me,S
Etozo\© A o
Et0,C

72 73

\
O

Schéma 61 0Ozonolyse du carbonate d’érid.

De méme que pour le compo6& I'anhydride mixte73 n'a pas pu étre purifié en
raison de sa faible stabilité, et a été engagé directement dans I'étapgesuiva
Traité a I'ammoniac en solution dans le THF, I'anhydrigconduit a I'amide74

(Schéma 62

o OTO O<_NH,
o) J\ NH, THF
o) 3% . o)
CH,Cl,
Et0,C EtO,C
73 74

Schéma 62 Formation de 'amid&4 a partir de I'anhydrid&3.

Plusieurs essais de purification ont été menés sur I'afidenais ce composé s’est
révélé trop instable pour étre isolé par chromatographie ste.Sitet amide a donc subit une
déshydratation sans purification préalable, par traitement adec I'anhydride
trifluoroacétique en présence de pyridine dans le T$tih¢ma 63. Le nitrile 75 ainsi obtenu

est purifié par chromatographie sur silice.
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(0] (0]
F F
] Ao s ]
\/OMNHZ F F > MOV
o) o) Pyr. N o)
74 THF 75

Schéma 63 Déshydratation de I'amided.

Le rendement global de ces trois derniéres étapes est de 46%.

i
o o O/ﬁ/ . o) )
etapes

46% 0]
75
72

1.2.4.3. Conclusion

Par manque de temps, nous n‘avons pas pu réaliser 'amination rédpetmcettant
d’accéder au composR)¢J et (9-J désirés. Nous avons cependant obtenu les deux composés
clefs nécessaire a cette synthese, qui pourra donc étre achevée dans ymarenir

1.3. Conclusion

L’étude de modélisation moléculaire réalisée sur 20 stricctdéeivées du NAAG a
permis la sélection de deux candidats présentant des scorestd’#fforique pour la PSMA
particulierement prometteurs. La synthese de ces deux candidassitegt |'élaboration
préalable d’acides aminés non naturels, a été engagée. Malhewgptjspar manque de
temps, il ne nous a pas été possible d’aboutir aux deux composés lcibksatégie de

synthése mise en place devrait cependant permettre I'obtentionsdeommgosés a court

terme.

2. Nano-sondes vectorisées

Bien que nous n’ayons pu terminer la synthese des candidats veciéseg@s, nous

avons procédé au greffage du DCL, vecteur de référence, sur les tiangsaluminescentes
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précédemment synthétisées, avec pour finalité I'obtention des oadess luminescentes
faisant I'objet de ce projet.

La synthése du DCL a été accomplie par Nicolas Candelon, istagisst-doctoral au
laboratoire.

La fonctionnalisation des nanoparticules luminescentes par leuvd@ est réalisée
par un couplage peptidique entre I'amine terminale du vecteur estls de NHS situés aux
extrémités des chaines PEG recouvrant les nanoparticules.

Pour ce faire, des nanoparticules NPEY-PEG-NHS ont été placées en présence
dun large excés de DCL sous forme de chlorhydrate (20 éq.).out’ajde
diisolpropyléthylamine permet de libérer I'amine qui peut akescoupler avec l'ester de
NHS (Schéma 64.

o
H 0
o oot
0.0 o) 11 0

CO,H
NP-Eu(43);-PEG-NHS or HO.C O
+H3NWN N~ >CO,H
H H
DIPEA

COxH
HO,C O

ooty fcozH

NP-Eu(43);-PEG-DCL

Schéma 64 :Greffage du vecteubDCL sur les nanoparticules luminescentes par couplage

peptidique.

La présence de DCL sur les nanoparticules a pu étre confiranétamérie. En effet,
une suspension de nanoparticules traitées par du DCI montre a pHpbteotel( de -29,2
mV, supérieur a celui observé aprés hydrolyse des ester de NMS (V). Cette
augmentation de la valeur absolue de potenfiehe peut étre expliquée que par
laugmentation du nombre de charges négatives a la surface des henl@sagrace a

I'apport des groupements carboxylates du DCL.

Les objets obtenus, les NP-EQ);-PEG-DCL, sont ceux attendus au lancement de ce

projet, a savoir des nanoparticules ayant des propriétés de luannescaractéristiques des
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complexes de lanthanide, munies a leur surface de moléculescegcspécifiques des
cellules cibles et pourvues d’espaceurs permettant d'augmeatésia I'affinité des vecteurs
avec leur cible et la biocompatibilité de ces nano-objets.

Cette stratégie de fonctionnalisation est également appliaaiolete molécule pourvue
a une extrémité d’'une fonction amine primaire, et nous permettgredier les nouveaux

vecteurs actuellement en cours de synthése.

3. Conclusion

Une étude d’affinitén silico a été réalisée sur 20 structures dérivées de celle du NAAG,
dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs de la PSMA. Cette @&tpéemis la
sélection de deux candidats vecteurs particulierement prometteursladgyrithese a étée
engagée. Ces deux composés devraient étre obtenus trés prochainement.

Nous avons également montré que les fonctions ester de NHS peeserteémité des
chaines PEG permettait le greffage d’'un vecteur de réféeteesurface des nanohybrides,

nous permettant ainsi d’obtenir la premiere nano-sonde recherchée.
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Résultats biologiques préliminaires

Les nano-sondes luminescentes précédemment obtenues ont fait delpéisieurs
évaluationsn vitro puisin vivo. Ces résultats sont présentés dans cette derniére partie. La plus
grande partie de ces études a été réalisée au laboraRa® (&énétique, Reproduction et

Développement, UMR6293), partenaire du projet ANR, par I'équipe de Laurent Morel.

1. Résultats in vitro

1.1. Evaluation de la cytotoxicité des nano-sondes

Cette étude de cytotoxicité a été réalisée en exposant lidescBC3 et LNCaP, deux
lignées cellulaires de cancers prostatiques, a des conmergratoissantes en nanoparticules.
Trois types de nanoparticules luminescentes ont été utilisés giteictude, les NP-E4Q)s,
les NP-Eug3);-PEG-CQH et les NP-EW3)3-PEG-DCL, correspondant respectivement a des
nanoparticules sans fonctionnalisation de surface, des nanopartiEi@dg$ees et enfin des

nanoparticules PEGylées et vectoriséagure 76).

0
H
Ce) Ce)
@ N o0 o
e Qo o) 1

NP-Eu(43); NP-Eu(43);-PEG-CO,H

HO,C o COLH
@N W/TL “J{Oﬂ W N conH
009 H
NP-Eu(43);-PEG-DCL

Figure 76 : Nanoparticules utilisées pour les études de cytotoxicité.

Le taux de cellules survivantes, mesurés 24h apres exposition aux nantgsart
montre globalement une faible cytotoxicité des nanoparticules, dépendie leur

concentration dans le milieu de culture, de leur type et de la lignée celliigure 77).
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Figure 77 : Fractions d cellules survivantes apres une exposition24h a trois types (
nanoparticules. a) lignée LNC, b) lignée PC

En effet, tandis que 5 nanoparticules sans fonctionnalisation surface se révele
toxigues pour les deux ligns cellulaires, avec un effet d-dépendant air, les NI-Eu(43)s-
PEG savérent beaucoup nns toxiqus que les précédentesapant aicun impact sur le
cellules LNCaP et une tréaible toxicité sur les PC3 pour des concetions supérieures a
25ug/mL. Enfin, les NH=u(43);-PEG-DCL se révelent légerement is toxiques que le
nanoparticulesPEGylées nr-vectorisées, avec une faible cytotoxir sur les LNCaP
50ug/mL, et une toxicité pl élevée sur les PC3, qui semble irendant: de la concentratic
en nanoparticules.

Nous pouvons égalemt constater apport de la PEGylation sur biocompatibilité des
nanoparticulespuisque une différence sensible de toxicité est obée entre celles r
présentant pas de fonctioalission de surface et celles munies dhéines PEG. Cette
différence de toxicité est toiparticulierement nette sur les cellules LN
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1.2. Pénétration cellulaire

Afin d'évaluer la capacité des nanoparticules a pénétrecdiisles, des cultures de
cellules LNCaP ont été mises en présence de suspensions dgbnaleoNP-Eud3)s;-PEG-
COH et NP-Eug3);-PEG-DCL. Ces cultures cellulaires ont ensuite été fixées dame
résine, puis coupées au microtome. Les coupes ont ensuite été observéesoscopie

électronique a transmissioRigure 78).

Controle NP-Ew{3);-PEG-CQH NP-Eu@3);-PEG-DCL

Figure 78: Clichés MET de coupe cellulaire de LNCaP, aprés expasitides suspensions de
NP-Eu@3);-PEG-CQH et de NP-Ew{3);-PEG-DCL.

BN

Indépendamment de la présence de molécules vectrices a leucesulés
nanoparticules sont internalisées par endocytose, comme le mormselvaginations
observées sur les clichés MET (fleches blanches). Cetmatisation des nanoparticules,
non spécifique de la présence de vecteur, ne semble donc pas lide quelconque
interaction entre ce dernier et la PSMA.

Ces résultats restent cependant encourageants, puisque lisgtio@l des
nanoparticules dans les cellules est une condition importante pouofe@ntration dans les

tissus.

2. Résultats in vivo

2.1. Etude de la toxicité in vivo

Les effets sur I'organisme de I'exposition a ces nano-sondessuites été etudiein-
vivo. A cette fin, des suspensions de nanoparticules NBIgtREG-CQH et NP-Eug3)s-
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PEG-DCL ont été administrées par injection intraveineuse &al@ess, a des doses de 25
mg/kg.

Des coupes histologiques réalisées sur les organes de souris, @dhinggmtion de
nanoparticules, n'ont pas révélé de désorganisation ou d’'inflammation desRigsus 79).

Rein _ Intesti _

Ctrl

NPs

Figure 79 : Histologie des organes d'une souris 24h aprés injection de mdooles NP-

Eu(43);-PEG-CQH (NPs), et comparaison avec une souris n'ayant pas été exposganoparticules
(Ctrl).

Enfin, aucune létalité n’est observée sur une période de 5 jours stivaotibn, que
ce soit pour les NP-E4B);-PEG-CQH ou les NP-Eu3);-PEG-DCL.

2.2. Biodistribution des nano-sondes

Les nanoparticules fonctionnalisées ayant montré leur innocuitéo, il nous a été

possible de procéder a I'étude de la biodistribution de ces nano-sondes dans I'organisme.

2.2.1.Biodistribution et cinétique d’élimination

Avant d’étudier le ciblage de tumeur grace a ces nano-sondes, iinportant de
connaitre au préalable la biodistribution de ces derniéres dananisnge. A cette fin, nous
avons étudié la répartition des nanoparticules ainsi que leur éliomiret cours du temps
dans les différents organes et fluides biologiques de souris s@etbs.étude a été menée
avec les nanoparticules NP-EG[;-PEG-CQH et NP-Eud3);-PEG-DCL, respectivement
des nanoparticules PEGylées et des nanoparticules PEGylées et \extorisé
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Les sujets ont été euthanasiés aprés une durée variant de 30 ribujesrs apres
I'injection intraveineuse d’'une suspension de nanoparticules dans du @éysinlogique, a
la dose de 25 mg/kg. Les organes ont ensuite été prélevéatatsité d’émission de
I'europium mesurée par spectrofluorimétrie. Pour ce faire, nous avesgén’intensité de la
fluorescence a 616 nm, bande d’émission principale de I'europiums@us excitation UV
(Figure 80).

30
m2h
25 m 24h
5 jous

N
o
1

=
o
1

Intensité de luminescence (u.a.)
[y
(0]
]

(%3]
I

N " il. IS

Rate Sang Urine Prostate Cerveau Coceur Poumon Rein Foie

Figure 80 : Intensité de luminescence émise a 616 nm, sous excitation UV, par lessoega

fluides de souris apres injection de nanoparticules luminescentes (N8):HREG-CQH).

Aucune différence de biodistribution n’'a été constatée entre lespadicules
PEGylées et les nanoparticules vectorisées.

Nous constatons tout d’abord une absence totale de nanoparticules dars dewsa
heures apres I'administration de la suspension, signifiant ques-celent déja quitté le
compartiment sanguin en se répandant dans les organes ou en étantsépacles reins
dans le systéme urinaire, comme le montre la luminescencevé@bsians les urines deux
heures aprés injection.

Au sein des différents organes, la biodistribution des nanoparticelesé\ele
extrémement hétérogene. La plus forte concentration est obsdarée la rate. Des
nanoparticules sont également présentes dans le cceur, les poumiengoiet a des
concentrations significatives. Enfin, des quantités extrémemdiéedaile nano-sondes sont

observées dans le cerveau, la prostate et les reins.
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L’étude de la biodistribution au cours du temps nous permet égalemeonnclare a
I'élimination rapide des nano-sondes par I'organisme. En effet, la tudstinanoparticules
présente dans les différents organes est réduite au moins de moitié japrésdlant jusqu’a

une diminution d’un facteur 10 pour la rate.

2.2.2.Ciblage tumoral

Apres avoir étudié le comportement de ces nano-sondes chez desaioess 'étude a
éte réitérée sur des souris porteuses d’'une tumeur prostatique.

Ces tumeurs ont été développées sur des souris immunodéficientiegeqiam sous
cutanée de cellules tumorales prostatiques de lignée LNCaP, qui surexxpRBSiA.

De méme que dans I'étude de biodistribution précédemment réédisaaganes ainsi
que les tumeurs ont été prélevés 2 heures et 48 heures apréigninjecaveineuse d’'une
suspension de nanoparticules NPR4-PEG ou NP-Ew3);-PEG-DCL.

Les résultats obtenus sont tout a fait semblables a ceux obtermutacbmuris sans
tumeur, avec des cinétiques d’élimination et des doses stockéekeslamganes similaires
(Figure 81). Aucune luminescence caractéristique des nano-sondes n’estapeservee

dans les tumeurs.
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Figure 81 : Intensité de luminescence émise a 616 nm sous excitation UMdsparganes et
fluides de souris porteuses de tumeurs, apres injection de namdpa luminescentes (NP-ELB)s-
PEG-DCL).
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Par ailleurs, la présence du vecteur DCL a la surface depawicules n’influe pas sur
la présence de nano-sondes dans les tumeurs.

Ce résultat étonnant semble montrer une incapacité de ces nans-&@wleoncentrer
dans les zones tumorales, que se soit par ciblage passif graffet&EPR, ou par ciblage
actif grace a la présence du DCL, attesté comme permettantdgecds la PSMA.

Un doute subsiste cependant sur la surexpression effective &MlA Par la lignée
utilisée. En effet, il s’agit d’une lignée de LNCaP vieillealesieurs dizaines d’année, et il
est possible que cette derniere est évoluée au cours du temps. Mot denc vérifier la

surexpression de la protéine par la lignée utilisée, ce qui fera I'objet dapr®travaux.

3. Conclusion

L'évaluation de la cytotoxicité a permis de mettre en évidehapport de la
PEGylation, permettant de diminuer la cytotoxicité des nanopasicllétude sur le petit
animal a quant a elle montrée I'absence d’inflammation ou degégsation des tissus apres
une exposition aux nano-sondes. De plus, aucune |étalité n’est observée aux dases utilis

La distribution des nano-objets dans I'organisme s’est révéléeneximent hétérogene
et indépendante de la présence de molécules vectrices a la slgfananoparticules. De
plus, les nanoparticules sont éliminées de I'organisme au cours ga &me s’accumulent
pas sur le long terme.

Cependant, malgré le greffage d’'un vecteur a leur surface,delaté concernant le
marquage de tumeurs grace a ces nanoparticules s’averent pour I'instaatnte
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Conclusion

1. Conclusion générale

Ce travail de thése a été consacré au développement d’une nantustndscente qui
pourrait permettre la détection précoce du cancer de la prdstgbeojet s’est articulé autour
de trois aspects principau, que sont la synthese de ligands 4ytrdipadolinates et I'étude
des complexes d’europium(lll) et de terbium(lll) correspondantsise au point d’'une voie
de synthése permettant d’obtenir des nanohybrides luminescentsra@aréis complexes,

enfin le greffage de molécules vectrices a la surface de ces nano-objets.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la syntinéskildliotheque
de ligands dérivés de l'acide dipicolinique, connu pour les excellgmggriétés de
luminescence des complexes qu’il forme avec les ions europium (I11) et tefibium

La voie de synthése mise en place, basée sur une réaction deCCaApermis
I'obtention rapide de 20 acides 4-triazolyl dipicoliniques substituésipararge variété de
groupements. Cette voie de synthése implique 5 étapes au dépadidie dhélidamique et
nécessite une unique purification (recristallisation), les apreduits étant isolés purs par
simple filtration.

Ces 20 diacides ont permis I'obtention des complexes de terbiugt(ti@uropium(lll)
dérivés, avec d’excellents rendements. Il aurait été intérteslea pouvoir déterminer les
structures tridimensionnelles de ces complexes par diffractiomagens X. Il nous a
malheureusement été impossible d’obtenir des cristaux de qualisausigf pour effectuer ces
analyses, méme aprés avoir opéré un changement de contre-ion pélioresmla
recristallisation des complexes.

Les propriétés photo-physiques de ces complexes de lanthanide ont étésattelices
en solution et a I'état solide. Nous avons démontré que les groupemréssf position 4 du
triazole avaient une influence importante sur les longueurs d’ongeitd®on des complexes
ainsi que sur leurs rendements quantiques de luminescence. Cettacenflest tout
particulierement sensible a I'état solide, ou I'on peut obs@®sdéplacements du maximum
d’excitation de 290 nm a 400 nm, respectivement pour les complexed4)jfuét
[Eu(34)3]Nas. En solution, bien que cette influence soit moins marquée, la prédence
groupements aromatiques en position 4 du triazole repousse ladimititabilité de 300nm
a 390 nm.



Conclusion

Les temps de demi-vie de luminescence de ces complexes variejit7da 1,30 ms.
Ces déclins longs permettront en imagerie résolue dans le tengesffranchir totalement du
signal de l'autofluorescence des tissus, tout en conservant un intense signal du fluorophore

Enfin, les rendements quantiques de luminescence s’averent trédegaride maniere
générale, les complexes d’europium présentent de meilleurs rendermgaat leurs
homologues au terbium. Certains de ces complexes possedent égalem@ahdements
guantiques de luminescence supérieurs a ceux des complexes isaggldalipicolinique,
gue nous avons choisi comme référence pour ce travalil.

Les résultats de I'étude des propriétés de luminescenasdmmplexes nous ont enfin

conduits a sélectionner les plus prometteurs, afin de les incorporer dans des icatexpart

Nous nous sommes ensuite intéressés a la synthese de nanohybrides lumanéssents
de silice. En effet, sa transparence sur une large gamnoagleelrs d’onde et sa résistance
en milieu biologique font de la silice un matériau attrayant pour les applicatsgesyi

Les complexes sélectionnés pour leur incorporation dans les nacwparde silice
étant tous hydrosolubles, nous nous sommes orientés vers les méthooepslikation
directe par microémulsion inverse permettant 'obtention de nandegbde classe |. Cette
méthode évite notamment ['utilisation de ligands porteurs de grouperaétxysilanes
sensible a 'humidité et de manipulation délicate.

L’incorporation des complexes de lanthanides dans les nanopartifailetice s’est
cependant avérée étre dépendante de parametres autrdsyduaphilie des complexes. La
présence de groupements ammonium sur les ligands, permettant ed’dasoeutralité de
'espéce, semble essentielle a I'encapsulation directe de ces luminoplettesn€drporation
de complexes de lanthanide s’effectue avec un taux d’environ 0,13%spmordant a une
guarantaine de complexes par nanoparticule.

L’hypothése que nous avons formulée afin d’expliquer ces résultatseresur la
déprotonation des groupements silanols en milieu basique. Ces group&nénpeuvent
alors interagir avec les fonctions ammonium des complexes, aidancapsulation de ces
derniers. A linverse, les complexes dépourvus de groupements anmmamegativement
chargés, ne peuvent bénéficier de ce type d’interaction. Cetteodeésimple a permis
d’obtenir des nanohybrides possédants les propriétés optiques cstigaEsides complexes
de lanthanides.

Les propriétés photophysiques des nanohybrides ont également étésédndiégime

linéaire et non-linéaire. Cette étude a entre autres peraiesée en évidence de la transition
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S - Ti en régime biphotonique, qui pourrait permettre de positionner avec pnébitat
triplet des ligands. En effet, ce positionnement est le plus souvintué grace a
'observation de la phosphorescence de complexes de gadolinium, obseruatipeut
s’avérer approximative et fortement dépendante de I'appréciationexpéliimentateur
lorsque la transition (0) —» $y(0) est de faible intensité.

La synthése « one-pot » de nanohybrides luminescents fonctionnalisésface par
des groupements amino a ensuite été mise au point, sans que lest@wamiluminescence
de rl'hybride n’en soient affectées. Nous avons démontré que les nandes ainsi
fonctionnalisées étaient particulierement stables, aucune perteindeescence n’étant
décelée aprés deux semaines en suspension a des pH allant desbp#é8ehce de résidus
amine primaire a été utilisée pour le greffage de chaines pglgaeglycol a la surface des
nanoparticules par le biais d’un couplage peptidique.

La présence d’esters tliehydroxysuccinimide a I'extrémité de ces chaines PEG permet
€également d’envisager, par un nouveau couplage peptidique, le greffage dmabtidele
pourvue d’une fonction amine primaire, sans autre modification chimique.

C’est ainsi qu’un inhibiteur de la PSMA a pu étre conjugué aux narcpest

luminescentes, fournissant un modeéle des nano-sondes recherchées.

L’étude de cytotoxicité meném vitro sur des lignées PC3 et LNCaP a permis de
conclure a la faible cytotoxicité des nano-sondes et a confiimgditance de la PEGylation
sur la biocompatibilité de ces derniéres. Les testsvo ont également montré I'innocuité des
nano-sondes, aucune inflammation, désorganisation tissulaire ou létthidt détectée aprés
exposition prolongée.

La biodistribution des nanoparticules a été évaluée et s’esteeéextrémement
hétérogene, les concentrations variant énormément d’'un orgamdra. |lLes nanoparticules
quittent le compartiment sanguin rapidement, en moins de deux hewsesgpartissent dans
les organes ou bien sont éliminées par le systéme urinaire. Cette éthdglesumeune durée de

5 jours a révélé que les nano-sondes étaient rapidement éliminées de I'organisme.

L’administration de ces nanoparticules a des souris porteusesnéers prostatiques
n’'a pas mis en évidence d’effet de concentration dans les turkeuesfet, nous n’avons pas
détecté la présence de nano-sondes dans ces tumeurs, en dégitéseriae d’'un vecteur
spécifique a la surface de celles-ci. Ces nanoparticules esgingluinc, a ce stade, incapables
de se concentrer dans les zones d'intérét, que ce soit paEefe(ciblage passif) ou par
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ciblage actif. La lignée de LNCaP utilisée est cependanteamei et pourrait ne plus

surexprimer la PSMA. Cette absence pourrait expliquer les résultatadéobsgervés.

En parallele de cette derniere partie, nous nous sommes censat@éconception
d’inhibiteurs inédits de la PSMA, afin de les utiliser commete@s originaux pour nos
nano-sondes. Une étude de docking a permis dans un premier temps dendetks
affinités théoriques entre la PSMA et 20 structures dérivéesulostrat naturel de cette
protéine, le NAAG. Deux structures particulierement prometteusiesdté seélectionnées grace
a cette étude. L’élaboration de ces deux candidats, impliquantynhése chimio-
enzymatique d’acides aminés non naturels, a été engagée.

Par manque de temps, nous n‘avons pas pu mener ces deux syntheseerandéeur
Néanmoins, les composés clefs des voies de synthese choisiesaliegtes avec succes, et
devraient permettre dans un avenir proche d’aboutir aux deux analdgud$AAG

recherchés.

2. Perspectives

Ce projet, bien que prometteur, est encore incomplet et certaindsaspitent d'étre
approfondis.

Il est dans un premier temps essentiel de comprendre pourquoi Hessorales
s’averent actuellement inefficaces pour la détection de tumeastapiques. En effet, la
littérature contient de nombreux exemples de nanoparticules @estaiilaire pour lesquelles
un ciblage passif par effet EPR est constdde plus, le vecteur utilisé avait précédemment
permis le ciblage de cellules tumorales prostatiques par des nanopapiyteéres?®

La surexpression de la PSMA par la lignée cellulaireséglidans cette étude doit donc

étre vérifiée.

La synthése des inhibiteurs potentiels de la PSMA doit égaledtentichevée. Les
candidats vecteulS-D et (R)-D devraient étre accessibles rapidement, a partir du composé
62 et des composéS)(60 et R)-60 (Schéma 6%. La formation d’'un isocyanat&l permettra,
par réaction avec l'aminé2, de former les uréesSE64 et (R)-64. Le groupement
carboxybenzyle pourra ensuite étre clivé par hydrogénation cqtedytUne saponification

permettrait alors d’obtenir les compos8sD et (R)-D sous forme de carboxylates.
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Schéma 65 Achevement de la synthése des compoSEB €t (R)-D.

Le tétra-acide R)-J est également a notre portée. L’acide anbAéet le cétoacide
dérivé du compos@és devraient, par le biais d’'une amination réductrice suivie dediaction

du nitrile résultant, nous donner acceés aux produits atteRkiset (S)-J (Schéma 68.

CO,Et GOH
CO,H 2
Mo Et0,C  CO,H
H,N Z -
HO,C CO,H Amination réductrice
54 Réduction
+
Saponification l CO,H
HO,C CO,H
H N\/W\ :
2 N CO,H
H
(R)-J
(S)-J

Schéma 66 Achévement de la synthése du candidat

Une autre voie de synthése pourrait nous permettre d’obtenir le céni®)ed sous
forme énantiomériquement purBchéma 67. En effet, la synthese de I'alcool dérivé de la
lysine est décrite dans la littérature, avec rétention coengietconfiguratiod®” Cet alcool
pourrait ensuite subir une réaction de Mitsunobu avec le consdpsé@ bien étre converti en
groupement partant avant de subir une substitution nucléophile pand’&i Ces deux
voies se traduiraient par une inversion de configuration conduisant au cordposé
configurationR uniqguement. Le compos®)¢J serait obtenu aprés clivage du groupement

Cbz par hydrogénation catalytique.
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Schéma 67 Voie de synthese permettant d’obtenir spécifiquement le comBpdeé (

Apres avoir synthétisé ces inhibiteurs potentiels de la PSMA, nousopsugvaluer
leur activité biologique et la comparer avec celle du substrat naturel NAAGede du DCL,

inhibiteur de référence.

Un autre aspect important qui n'a pu étre finalisé est la matidit de certains
complexes présentant d’excellentes propriétés de luminescafinede permettre leur
encapsulation dans les nanoparticules de silice. La voie choisie poadification du ligand
39 s’est révélée inadaptée. Une nouvelle voie de synthése devraitdaBpepermettre
I'obtention de ce ligandSchéma 68. Le 4-iodoimidazole donne avec le chlorure de trityle le
composé0, substitué en position'#® Ce composé, en subissant un couplage de Sonogashira
donnerait I'alcyneP, qui pourrait ensuite étre utilisé pour réaliser une substitutiooyitile
sur un dérivé halogéné tel que le compQséorteur d’un groupement triméthylammonium.
L'imidazolium R serait ensuite compléetement déprotégé pour conduire a lal&ne

précurseur direct du ligandpar la voie de chimie click précédemment décrite.
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Schéma 68 :Proposition d’'une synthese permettant I'obtention d’un analoguegdndiB9,

muni d’'un groupement triméthylammonium.

Outre les aspects directement liés au projet de départ etoqimi étre complétés dans
le temps imparti, ces travaux ouvrent également de nouvelles perspectives.

Le positionnement des états triplets des ligands grace esodedexes de gadolinium
pourrait ainsi se révéler tres enrichissant. En effet, ce @osé&ment nous permettrait trés
certainement d'expliquer les variations observées sur les rendenggiintiques de
luminescence, ainsi que certains temps de demi-vie de luminescence pagtiogtit courts.

Etant donné la gamme de ligands synthétisés, tous basés surugh@estile type 4-
triazolyl dipicolinate, le positionnement des états triplet deligasids pourrait également
permettre de concevoir un modeéle informatique visant a prévoir ageisipn la position de
I'état triplet de structures virtuelles, proches des 4dhdzdipicolinate. Ce modéle
permettrait dés lors de concevoir des ligands adaptés a divélisasions grace a un design
intelligent, sans avoir a effectuer de ‘tatonnements’ en synthétisant deeunncbmplexes.

L’émission sous excitation multiphotonique des complexes de lanthatidges
nanohybrides synthétisés n'a été que tres peu explorée au cowstrdwail. Des études
précédentdd® ainsi que certains des résultats présentés dans ce mérissieatlpenser que
ces complexes pourraient se révéler d’excellents luminophoresscitetion biphotonique
et triphotonique. Il serait donc intéressant d’investiguer de facgtéragtique les propriétés
de ces luminophores dans les domaines de 'optique non-linéaire.

Les résultats obtenus par excitation biphotonique de I'état triphet ldananohybride

sont également trés prometteurs, et pourraient s’avérer étrenétiede rapide pour le
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positionnement de ce dernier. Il serait maintenant intéressargndrét cette étude a
l'intégralité des complexes synthétisés, et de comparegsedtats ainsi obtenus a ceux des
méthodes ‘classiques’ de positionnement de I'état triplet, afin digevéa validité de cette

approche.

Enfin, une limitation évidente du systéme que nous avons mis en ptade dans les
longueurs d'onde d’excitation et d’émission des luminophores utilisées sitsant
respectivement dans les domaines de l'ultraviolet et du visiblen@us savons que ces
longueurs d'onde sont en dehors de la fenétre de transparence dss dissont par
conséqguent rapidement absorbées. L'excitation multiphotonique permeftfiinestar d’'une
de ces limitations, en permettant d’exciter les nano-sondes dadsniaine du proche
infrarouge (en multiphotonique). Le remplacement de ces complexesnpliminophore
émettant dans le domaine de l'infrarouge, tel que des complekaseade néodyme ou
d'ytterbium*°**°permettrait une détection de la luminescence sur de grarafeageurs de
tissus!®!

D’autre fluorophores sont eux capable deffectuer de l'up-conversiest a dire
d’absorber un rayonnement de faible énergie pour émettre un rayonngenehis forte
énergie. C’est par exemple le cas de certains nanocrigéatype NaYEk dopés avec des ions
lanthanides, qui émettent un rayonnement ultraviolet sous excitasifsbe ou infrarouge.
Ainsi, placés dans des nanoparticules vectorisées, ces luminophoeggaiém des
rayonnements UV directement dans l'organisme. Ce rayonnement nif regidement
absorbé par les tissus et permettrait alors la destructientigél des cellules proches des

nanoparticule$®
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Experimental section

1. General

Commercial products are used without purification. Anhydrous solvents digtilled
and dried using classical procedures.

Thin layer chromatographies (TLC) were performed on sijeb (Merk, aluminium
sheet, 60F254). TLCs were revealed under a UV light (254 nm), thenaidi®% alcoholic
solution of sulphuric acid containing 1% of vanillin followed by heatiginhydrin solution
(2% in EtOH) was used to reveal amino acids.

Silica gel column chromatographies were performed using silidaKki¢lselgel 60 M
(0.04-0.063 mm/230-400 mesh, Macherey-Nagel)

Purifications on resin were carried out using open columns filled owex 50 or
Dowex 1 ion-exchange resin.

Dowex 1 resin (initially in Clform) was conditioned in AcOlorm as follow: one
volume of resin was soaked with 10 volumes of 1M NaOH, and then wasled/atér until
neutral. The resin was then soaked with 1M AcOH until acidic p#l then washed with
water to neutrality.

Ozonolysis were performed using a Fisher 502 ozone generator, usingraghy
oxygen.

NMR spectra were recorded in Fourier Transform mode with a BINK&NCE 400
spectrometer' at 400 MHz**C at 100 MHz), at 298 K. Residual solvent signals were used
as internal reference¥{ and**C). Data are reported as chemical shifsirf ppm.

Emission and excitation spectra (in solution and suspension) werererasing an
Agilent Cary Eclipse Fluorescence Spectrometer. The luminescevas excited by
unpolarized light and detected at an angle of 90° (10 mm quartz cell), at a catmet 10
> M in Tris.HCI buffer (0.1 M, pH = 7.45) for lanthanide complexes, Bmduspension in
water (3 mg.mL) for nanoparticles.

Phosphorescence lifetimes were obtained by pulsed excitation, atrbit6the case of
europium complexes, and at 545 nm in the case of terbium complexeimesuence decay
curves were fitted by least-squares analysis using the Gnuplot software.

The photoluminescence spectra at the solid state were colledtey] as excitation
source, a 450 W Xenon lamp continuous wave monochromatized (TRIAX 180 from Jobin-
Yvon/Horriba) and analyzed by a TRIAX 550 Jobin-Yvon/Horriba monochromatapeed
with either a R928 Hamamatsu photomultiplier or a nitrogen cooled €@i2ra as detector.
Excitation and emission spectra were obtained by monitoringlébector response while
scanning the appropriate monochromator.
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Photoluminescence quantum yields were measured using a Ham&aag&uabsolute
photoluminescence quantum yield measurement system, at a conoentfatl0® M in
Tris.HCI buffer (0.1 M, pH = 7.45) for lanthanide complexes, and in suspemsiwater (3
mg.mL™) for nanoparticles. The emission spectra were integrated fromr6#6 728 nm for
europium complexes and from 476 nm to 634 nm for terbium complexes.

Transmission electron micrographs were obtained from nanoparticlpsnsiesl in
water at a concentration of 1.5 mg/mL followed by deposition anelvaporation of a 10 pL
droplet on a collodion coated copper grid. The samples were analyseHitacla H-7650
equipment at the CICS - Centre Imagerie Cellulaire Santé - of Cleffeoratnd.

Electrospray (positive mode) high-resolution mass spectra weoedszl on a Q-TOF
micro spectrometer (Waters), using an internal lock magB@) and an external lock mass
(leucine enkephalin [M + H] m/z = 556.2766).

Elemental analyses were performed at the SRSMC - Struetur@éactivité des
Systemes Moléculaires Complexes - of Nancy, France, oneambhFinnigan EA 1112
elemental analyzer.

IR spectra were recorded on a Shimadzu Fourier Transformmddf&pectrophotometer
FTIR-8400S.

The zeta potentials of nanoparticles were measured using a NMde&sizer Nano Zs.
Samples were prepared by suspending 3 mg of nanopatrticles iflfnis.HCI buffer (pH
7.5). Zeta potential values were calculated from measured tegocising Smoluchowski
equation, and results are expressed as the mean of 3 runs.
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2. Synthesis of organic compounds

2.1. DPA derivatives

General procedures for CUAAC reactions

Method A (Catalyst: [CuCI(SIMes)(4,7-dichloro-1,10-phenanthroline)])

Dimethyl 4-azidopyridine-2,6-dicarboxylat@.0 eq.) was dissolved into hot methanol
(0.1 mol.LY) and the appropriate alkyne (1.2 eq.) was added. Then, copper comphek (1
%) was added in one portion [CuCI(SIMes)(4,7-dichloro-1,10-phenanthrolifed]reBulting
mixture was stirred at room temperature overnight.

The product precipitated during the reaction and was usually obtainedaferea
simple filtration followed by washing with cold methanol.

Method B (Catalytic system: Cu(l)/THPTA/ascorbic acid)

Dimethyl 4-azidopyridine-2,6-dicarboxylat@.0 eq.) was dissolved into hot methanol
(0.1 mol.L'Y) and the appropriate alkyne (1.2 eq.) was added. Then, pre-tatilyson (0.1
M aqueous stock solution, 2.5 mol %) followed by ascorbic acid solutionMCatjueous
stock solution, 7.5 mol %) were added. The solution turned from green tgeeyaliow.
After 10-20 minutes the solution returned to green and, if necessaoyti@npof ascorbic
acid 0.1 M solution was added.

The product precipitated during the reaction and was obtained pereaafimple
filtration followed by washing with cold methanol.

General procedures for saponification reactions

Method C (NaOH)

To a suspension of diester in water (0.2 md).was added a solution of aqueous 1 M
NaOH (2 eq.). The reaction mixture was refluxed until total disappeaoétize solid starting
material (about 2 hours). After cooling to room temperature, 3 Moagulydrochloric acid
was added dropwise until pH = 1. The desired diacid precipitated, asdiselated by
filtration followed by washing with water, then was dried under vacuum.

Method D (LiOH)

To a suspension of diester in water (0.2 mdvas added a solution of aqueous 1.5 M
lithium hydroxide monohydrate (3 eq.). The reaction mixture wagdtat room temperature
for 24 hours. Aqueous hydrochloric acid (3 M) was then added dropwiseotingil 1. The
desired diacid precipitated after addition of acetone, and waseddig filtration followed by
washing with acetone and drying under vacuum.
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4-Hydroxypyridine-2,6-dicarboxylic acid 3 (Chelidamic acid, GHsNOs, 183.12 g.mot)
OH
X

HO |N/ OH

0] O 3

Chelidonic acid2 (10.21 g; 50.5 mmol) was dissolved into 200 mL of concentrated
agueous ammonia at 0°C. The resulting orange solution was stinrednatemperature for
five days. After concentrated under reduced pressure, the oitijueesias dissolved in water
(50 mL), and 1 g of charcoal was added. The mixture was heatefluto foe 10 minutes,
filtered then cooled down to room temperature. Concentrated hydrochlmdcwas then
added the filtrate until pH = 1. The product precipitated and waseeed by filtration, as a
white solid (8.91 g, yield: 96%).

Mp 245-250°C decomp.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6p (ppm) 7.47 (2H, sipy)

Analytical data were identical with those report&d.

Dimethyl 4-chloropyridine-2,6-dicarboxylate 4 (CoHsgCINO,, 229.62 g.mof)
Cl

O O 4

DMF (0.6 mL) was added at 0°C to a suspension of chelidamic3a(d5 g; 30.1
mmol) in SOC} (100 mL). The resulting mixture was refluxed for 4 hours. Thiambride
was then removed under reduced pressure, and the resulting whiteyasldissolved in 100
mL of CH,Cl,. The solution was cooled to 0°C and 20 mL of methanol were slowly added.
After one hour of stirring, 50 mL of water were added beforeimasitaddition of solid
sodium carbonate (until pH > 8). The solution was extrated with dictih@ame (3x50mL).
The organic layers were combined and dried over Mg8 the solvent was removed under
vacuum. The resulting white solid (5.51 g) was recrystallized froethanol, to afford! as
white needles (3.63 g, yield: 53%).

Mp 142-143 °C (litt. 142.2 - 142.4°C)

TLC: Rs=0.57 (cyclohexane/AcOEt 50/50)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6% (ppm) 8.32 (2H, sy), 3.93 (6H, s, )

Other analytical data were identical with those repoftéd.

Dimethyl 4-azidopyridine-2,6-dicarboxylate 1(CoHgN4O., 236.18 g.maf)
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A suspension of dimethyl 4-chloropyridine-2,6-dicarboxyki&.03 g ; 13.2 mmol ; 1
eg.) and sodium azide (8.52 g; 131 mmol ; 10 eq.) in DMF (50 mL) waschaatc0°C
overnight. The resulting yellow mixture was cooled to room temperahen poured under
vigorous stirring into 120 mL of ice-cold water. The product predgatammediately and
was isolated by filtration to give the azidodiester as an off-white solid 2.¢2ld: 94%).

IR (KBr) V/cm™: 3075, 2960, 2122, 1753, 1718, 1594, 1445, 1351, 1273, 1250, 1190,
1158.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 7.87 (2H, spy), 3.92 (6H, s, COOR:)

Anal. (%) Calcd for GHgN4O4: C, 45.77; H, 3.41; N, 23.72. Found: C, 45.19; H, 3.41,
N, 23.75.

Other analytical data were identical with those repottéd.

N,N,N-Trimethylprop-2-yn-1-ammonium chloride 5 (C¢H1-CIN, 133.62 g.mof)

\;lr_ cro .

\

Aqueous trimethylamine solution (26.27 g of 45% wt. aqueous solution, 200 &amol,
eg.) was diluted into 30 mL of acetone. The mixture was slowlycadllea solution of
propargyl chloride (70% wt in toluene, 10.64 g of solution, 100 mmol, 1 eq.)opsdyi
diluted into 30 mL of acetone. After 1 hour, the solution was evaporatedeSidee was co-
evaporated with ethanol and toluene, then triturated JO,Hiitered and dried under vacuum
to give an off-white powder (11.37 g, yield : 85%).

IR (KBr) V/em™: 3141, 3015, 2945, 2114, 1475, 1399, 962, 894, 772, 727.

'H NMR (400 MHz, CROD) & (ppm) 4.39 (2H, dJ = 2.5 Hz, ®&,), 3.57 (1H , tJ =
2.5 Hz, ), 3.26 (9H, s, B,)

13C NMR (100 MHz, CROD) & (ppm): 83.0 (C, ChC=CH), 72.6 (CH, CHC=CH),
57.1 (CH, CHoN"), 53.4 (CH, N*(CHa)s).

Other analytical data were identical with those repoftéd.

N-(2-Hydroxyethyl)-N,N-dimethylprop-2-yn-1-ammonium chloride 6 (C;H14CINO,
163.65 g.mol)
Cr
XN\~ OH
\\/N\ 6
N,N-Dimethylethanolamine (1 g, 11.2 mmol, 1.0 eq ) was suspended in ®fmL
toluene. A solution of propargyl chloride (70 % wt in toluene, 1.46 mL, 1.2 rdqoluene
was slowly added under stirring. After 4 days of vigorous stirtting,resulting suspension
was filtered to obtain a hygroscopic off-white solid which washed with pentane and dried
under vacuum to afford a white solid (1.79g, yield : 97 %).
IR (KBr) V/em': 3254, 3216, 2124, 1458, 1441, 1376, 1149, 1085, 1026, 1002, 995,
917, 874.
'H NMR (400 MHz, MeOD-d4) (ppm) 4.46 (2H, s, CE,N*), 4.03 (2H, tJ = 5 Hz,
CH,OH), 3.61 (2H, tJ = 5 Hz, NCH,CH,), 3.55 (1H, s, ECH), 3.28 (6H, s, El3).
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13C NMR (100 MHz, CDC}) & (ppm) 84.0 (C, ChC=CH), 73.8 (CH, CHC=CH), 67.7
(CH,, CH,0OH), 58.0 (CH, N'CH2CH,), 57.5 (CH, CH2N"), 53.1 (CH, N*(CHa).).
HRMS-ESI m/z Calcd for GH14NO [M-CI]*: 128.1075; found: 128.1078.

N,N,N-Tris(2-hydroxyethyl)prop-2-yn-1-ammonium chloride 7 (CoH1sCINO3, 223.70
g.mol)

z
2
@)
I

\/

OH

Into 5 mL of toluene was diluted triethanolamine (2.22 g, 14.9 mmol, 1.0 eq?) rahd
of ethanol. A solution of propargyl chloride (70 % wt in toluene, 1.94 mL, d.Rd#uted
into 5 mL of toluene was slowly added under stirring. After 12 daysgofous stirring, the
resulting suspension was filtered to obtain an off-white solid, whiahwashed with pentane
then dried under vacuum to give a white solid (2.58 g, yield : 77 %).

IR (KBr) V/cm™: 3280, 3246, 2978, 2127, 1454, 1363, 1072, 1040, 918, 684.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 5.36 (3H, t) = 4.5 Hz, GH), 4.54 (2H, d,J =
2 Hz, CH,N"), 4.05 (1H, tJ = 2 Hz, GCH), 3.86 (6H, gJ = 5 Hz, G4,0H), 3.59 (6H, tJ
=5 Hz, NCHchz)

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6% (ppm) 83.3 (CC=CH), 72.4 (CH, CHC=CH), 62.8
(3 CH,, 3xCH,0H), 56.5 (3 CH, 3x N'CH,CH,), 53.4 (CH, CH.N™).

HRMS-ESI m/z Calcd for GH1gNOs [M-CI] *: 188.1287; found: 188.1276.

Dimethyl 4-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 8(C17H14N4O4,
338.32 g.mof)
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Synthesised according to method A, using 500 mg of aki®l1 mmol, 1 eq.) and
ethynylbenzene (350 pL, 3.18 mmol, 1.5 eq.) as alkyne, giving a yetibav(610 mg, yield:
86%).

Synthesised according to method B, using 250 mg of dzide0O5 mmol, 1 eq.) and
ethynylbenzene (175 pL, 1.59 mmol, 1.5 eq.) as alkyne, giving a yetlldv(315 mg, yield:
89%).

Mp 240°C

TLC : Rf = 0.35 (Cyclohexane/AcOEt, 50/50)
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IR (KBr) V/cm™: 3136, 2953, 1755, 1720, 1597, 1446, 1253, 1222, 1157, 1014, 760.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.85 (1H, SHiiazold, 8.82 (2H, SHpyr), 7.99
(2H, d,J = 7.5 Hz,Ha o, 7.53(2H, tJ = 7.5 Hz,Har 1), 7.43 (1H, tJ = 7.5 Hz,Ha ), 3.99
(6H, s, COOEl5).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 163.8 (2 C, 2C0O0CH;), 149.6 (2 C, 2x
CoylCOOCH), 148.0 (C,Cuiazold, 144.7 (C,Cpoy), 129.4 (C,Cyrtriazole), 129.0 (2 CH, 2x
CaH), 128.6 (CH,CaH), 125.3 (2 CH, 2xCaH), 119.9 (CH,CHyiazol), 116.8 (2 CH, 2x
CpyH), 52.9 (2 CH, 2x COQCHy).

HRMS-ESI m/z Calcd for G7H14N4O4Na [M+Na]': 361.0913; found: 361.0904.

Dimethyl 4-(4-(4-methoxyphenyl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 9
(C18H16N4Os, 368.34 g.mot)

\
o)
o)
— N
Nsn
N\ / N/
o)
/0 oMe 9

Synthesised according to method A, using 100 mg of dz{@42 mmol, 1 eq.) and 1-
ethynyl-4-methoxybenzene (67 pL, 0.51 mmol, 1.2 eq.) as alkyne, giwetjow solid (135
mg, yield: 87%).

Synthesised according to method B, using 236 mg of dz{de0D mmol, 1 eq.) and 1-
ethynyl-4-methoxybenzene (130 pL, 1.0 mmol, 1 eq.) as alkyne, giviagita solid (300
mg, yield: 82%).

Mp: 260.4°C

TLC : Rf=0.21 (Cyclohexane/AcOEt, 50/50)

IR (KBr) V/cm™: 3143, 2954, 1748, 1716, 1597, 1479, 1438, 1360, 1323, 1249, 1186,
1156, 1124, 1050, 1030, 956, 846, 752.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6Y (ppm) 9.73 (1H, SHiiazold, 8.80 (2H, sHpy), 7.91
(2H, d,J = 9 Hz, Hy), 7.10 (2H, d,J = 9 Hz, Hy), 3.99 (6H, s, COOB3), 3.82 (3H, s,
OCHjy).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6)s (ppm) 163.8 (2 C, 2xCOOCH;), 159.5 (C,
CaOCHg), 147.9 (2 C, 2XC,,,COOCH), 144.7 (C,Cpyr), 126.8 (C,Cartriazole), 121.9 (CH,
CHuriazold, 118.9 (2 CH, 2)XC;H), 116.8 (2 CH, 2)CpyH), 114.4 (2 CH, 2)XC4H), 55.1 (CH,
PhQCH3), 52.9 (2 CH, 2x COQCHy).

HRMS-ESI m/z Calcd for GgH1N4OsNa [M+Na]': 391.1018, found: 391.1000.
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Dimethyl 4-(4-(2-methoxyphenyl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 10
(C13H 16N405, 368.34 g.mo‘h
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Synthesised according to method A, using 600 mg of dz{@5b4 mmol, 1 eq.) and 1-
ethynyl-2-methoxybenzene (400 pL, 3.05 mmol, 1.2 eq.) as alkyne, ginimgaage solid
(813 mgq, yield: 87%).

Synthesised according to method B, using 600 mg of dz{@64 mmol, 1 eq.) and 1-
ethynyl-2-methoxybenzene (330 pL, 2.54 mmol, 1 eq.) as alkyn@&gga/white solid (855
mg, yield: 91%).

IR (KBr) V/em™: 3195, 3109, 2955, 2843, 1728, 1600, 1481, 1442, 1327, 1249, 1014,
756.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.43 (1H, SHiiazold, 8.88 (2H, sHpy), 8.21
(1H, dd,J; = 8 Hz,J, = 1.5 Hz,Ha), 7.42 (1H, dtJ; = 8 Hz,J, = 1.5 Hz,H,), 7.20 (1H, dJ
= 8 Hz,Hy), 7.11 (1H, tJ = 8 Hz,H,), 4.00 (3H, s, O83), 3.99 (6H, s, COORs3).

3C NMR (100 MHz, CDC}) 6 (ppm) 164.4 (2 C, 2€00CH;), 156.0 (C,CaOCHg),
150.4 (2 C, 2xC,,COOCH), 145.5 (C,Criazold, 145.1 (C,Cpyr), 130.0 (CH,CyH), 128.1
(CH, C4H), 121.2 (CH,C4H), 119.9 (CH,CHyiazol9, 118.0 (C,Cyrtriazole), 110.9 (CH,
CaH), 117.5 (2 CH, 2XCpyH), 55.7 (CH, PhQCH3), 53.7 (2 CH, 2x COCQCHsy).

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH1eN4sOsNa [M+Na]: 391.1018; found: 391.1036.

Anal. (%) Calcd for GgH16N4Os: C 58.69, H 4.38, N 15.21; found: C 58.34, H 4.30, N
15.35.

Dimethyl 4-(4-(biphenyl-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 11
(C23H1gN4O4, 414.41 g.mot)

Synthesised according to method A, using 500 mg of dz{@12 mmol, 1 eq.) and 4-
ethynylbiphenyl (453 mg, 2.54 mmol, 1.2 eq.) as alkyne, giving a yellow solid (83liefty, y
94%).
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Synthesised according to method B, using 236 mg of dz{ded mmol, 1 eq.) and 4-
ethynylbiphenyl (179 mg, 1.0 mmol, 1 eq.) as alkyne, giving a whitd €872 mg, yield:
90%).

IR (KBr) Viem: 3117, 2955, 1751, 1716, 1597, 1446, 1253, 1045, 1010, 768.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.90 (1H, SHiiazold, 8.83 (2H, sHpyr), 8.08
(2H, d,J = 8 Hz,Hy), 7.87 (2H, dJ = 8 Hz,H4), 7.76 (2H, dJ = 8 HZ,Hy), 7.50 (2H, tJ =
7.5 Hz,Hy), 7.40 (1H, tJ = 7.5 Hz Hy), 4.00 (6H, s, COORj3).

13C NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

HRMS-ESI m/z Calcd for GsHigN4O4Na [M+Na]': 437.1226; found: 437.1240.

Anal. (%) Calcd for GgH1gN4O4.%2 H,O: C 65.24, H 4.52, N 13.23; found: C 65.52, H
4.39, N 13.45.

Dimethyl 4-(4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate 12 (CyH1gN4Os, 418.40 g.mot)
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Synthesised according to method A, using 500 mg of dz{@12 mmol, 1 eq.) and 2-
ethynyl-6-methoxynaphthalene (473 mg, 2.54 mmol, 1.2 eq.) as alkyne, @inirggange
solid (849 mq, yield: 96%).

IR (KBr) Vicm™: 3147, 2958, 2839, 1747, 1716, 1597, 1485, 1442, 1246, 1118, 1014,
883, 752.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.87 (1H, SHiiazold, 8.81 (2H, sHpyr), 8.45
(1H, s,Ha), 8.03 (1H, ddJ; = 8.5 Hz,J, = 1.5 Hz,H,), 7.95 (1H, dJ = 8.5 Hz,H,), 7.91
(1H, d,J = 9 Hz,Ha,), 7.36 (1H, dJ = 2.5 Hz,H,), 7.22 (1H, ddJ; = 9 Hz,J, = 2.5 Hz,H,),
4.00 (6H, s, CO0H3), 3.90 (3H, s, Oa3).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6)d (ppm) 163.8 (2 C, 2XCOOCH,), 157.7 (C,
CaOCHg), 149.6 (2 C, 2xC,,COOCH;), 148.2 (C,Cuiazold, 144.7 (C,Cpyr), 134.2 (C,Ca),
129.5 (CH,CyH), 128.3 (C,Ca), 127.5 (CH,C4H), 124.6 (C,Cy), 124.0 (CH,CaH), 123.9
(CH, CaH), 119.8 (CH,CHyiazold, 119.3 (CH,CaH), 116.8 (2 CH, 2xCyyH), 106.0 (CH,
CaH), 55.2 (CH, C4OCHg), 53.0 (2 CH, 2x COCCH3).

HRMS-ESI m/z Calcd for GoH1gN4OsNa [M+Na]': 441.1175; found: 441.1196.

Anal. (%) Calcd for GoH18N40s.%5 H,0O: C 62.26, H 4.43, N 13.20; found: C 62.31, H
4.36, N 13.34.
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Dimethyl 4-(4-(4-fluorophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 13
(C17H13FN,O4, 356.31 g.mof)
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Synthesised according to method A, using 100 mg of dz{@42 mmol, 1 eq.) and 1-
ethynyl-4-fluorobenzene (59 uL, 0.51 mmol, 1.2 eq.) as alkyne, givinglavysolid (139
mg, yield: 92%).

IR (KBr) V/em™: 3140, 3113, 2958, 1747, 1720, 1597, 1481, 1253, 1161, 1053, 810,
752.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.83 (1H, SHiiazold, 8.80 (2H, sHpy), 8.02
(2H, dd,J; =9 Hz,J, = 6 Hz,Hy), 7.39 (2H, tJ = 9 Hz,H,), 4.00 (6H, s, COORs3).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 166.2 (C, d,ct= 246 Hz,CaF)),163.8 (2 C,
2x COOCH), 149.6 (2 C, 2XC,,/,COOCH), 147.1 (CCuriazole), 144.7 (CCpy), 127.5 (2 CH,

d, Jcr= 9 Hz, 2xCyH), 126.0 (CCay), 119.9 (CHCHyiazold, 116.8 (2 CH, 2xCpyH), 116.1 (2
CH, d, &= 22 Hz, 2xC,H), 53.0 (2 CH, 2x COCCHj).

% NMR (376 MHz, DMSO-d6 / internal ref.¢Es) 5 (ppm) -115.1.

HRMS-ESI m/z Calcd for G7H13FN4O4Na [M+Na]": 379.0819; found: 379.0806.

Anal. (%) Calcd for G/H13FN4O4: C 57.30, H 3.68, N 15.72; found: C 56.75, H 3.73,
N 15.77.

Dimethyl 4-(4-(4-nitrophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 14
(C17H13N506, 383.32 g.mot)
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Synthesised according to method A, using 300 mg of dz{de27 mmol, 1 eq.) and 1-
ethynyl-4-nitrobenzene (197 mg, 1.33 mmol, 1.05 eq.) as alkyne, giving mgeasalid (453
mg, yield: 93%).

Synthesised according to method B, using 600 mg of dz{@8¢64 mmol, 1 eq.) and 1-
ethynyl-4-nitrobenzene (393 mg, 2.67 mmol, 1.05 eq.) as alkyne, giving regeasalid (926
mg, yield: 95%).

TLC : Rf=0.19 (Cyclohexane/AcOEt, 50/50)

Mp: 263.7°C
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IR (KBr) Vicm?: 3144, 3105, 3063, 2959, 1747, 1712, 1597, 1519, 1342, 1257, 1006,
756.

4 NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 10.10 (1H, SHiriazod, 8.83 (2H, SHpyr), 8.42
(2H, d,J = 9 Hz,H.,), 8.25 (2H, dJ = 9 Hz,Ha), 4.00 (6H, s, COOBx).

13C NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

HRMS-ESI m/z Calcd for G7H13NsO¢Na [M+Na]': 406.0764; found: 406.0780.

Anal. (%) Calcd for G7H13NsOg: C 53.27, H 3.42, N 18.27; found: C 52.76, H 3.30, N
18.05.

Dimethyl 4-(4-(4-aminophenyl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 15
(C17H15N504, 353.33 g.mot)
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Synthesised according to method B, using 570 mg of dz{@et1 mmol, 1 eq.) and 4-
ethynylaniline (297 mg, 2.54 mmol, 1.05 eq.) as alkyne, giving a belgk(812 mg, yield:
95%).

IR (KBr) V/cm™: 3421, 3309, 3128, 2955, 1732, 1597, 1446, 1257, 1049, 752.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6Y (ppm) 9.51 (1H, SHiiazold, 8.78 (2H, sHpy), 7.63
(2H, d,J = 8 Hz,Hy), 6.67 (2H, dJ = 8 Hz,Ha), 5.38 (2H, s, Ml»), 3.99 (6H, s, COOR,).

*C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 163.9 (2 C, 2x §COOCHy), 149.6 (2 C, 2x
Cpy'COOCH), 149.3 (CCyrNHy), 149.1 (CCuiazold), 144.8 (CCpyr), 126.5 (2 CH, 2C,H),
117.2 (CH,CHuyiazold, 116.7 (CCartriazole), 116.6 (2 CH, 2€,yH), 113.9 (2 CH, 2xXC,H),
53.0 (2 CH, 2x COGCCHy).

HRMS-ESI m/z Calcd for G7H1gNsO4 [M+H]": 354.1202; found: 354.1183.

Anal. (%) Calcd for G/H1sNsO4. 3/2 HO: C 53.98, H 4.25, N 18.33; found: C 53.87,
H 4.23, N 18.32.

Dimethyl 4-(4-(4-(N,N-dimethylamino)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate 1_6(C19H 19N504, 381.39 g.mo'f)
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Method A: presence of byproducts.
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Synthesised according to method B, using 300 mg of dz{de€27 mmol, 1 eq.) and 4-
ethynylN,N-dimethylaniline (137 mg, 1.33 mmol, 1.05 eq.) as alkyne.

After filtration, the orange solid was suspended into 5 mL oexryand concentrated
aqueous HCI was added dropwise until the solution was clear. Aftew aseconds, the
hydrochloride precipitated and was isolated by filtration and adghth water. The resulting
off-white solid was resuspended in water, and@@ was added until pH 8. The produd
was then recovered by filtration as an off-white solid (440 mg, yield: 91%).

IR (KBr) V/cm™: 2951, 2889, 2804, 1724, 1616, 1597, 1473, 1400, 1357, 1330, 1246,
1122, 1041, 779, 744.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.60 (1H, SHiiazold, 8.79 (2H, sHpy), 7.79
(2H, d,J = 9 Hz,Hy), 6.84 (2H, dJ = 9 Hz, Hy), 4.00 (6H, s, COORB3), 2.98 (6H, s,
N(CHs)z).

13C NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

HRMS-ESI m/z Calcd for GoH1oNsOsNa [M+Na]': 404.1335; found: 404.1344.

Anal. (%) Calcd for GgH19NsO,4: C 59.84, H 5.02, N 18.36; found: C 59.22, H 4.98, N
18.21.

Dimethyl 4-(4-(pyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 17
(C16H13N504, 339.31 g.mot)
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Synthesised according to method A, using 650 mg of dz{@/5 mmol, 1 eq.) and 2-
ethynylpyridine (470 pL, 3.30 mmol, 1.2 eq.) as alkyne.

After filtration, the beige obtained solid was dissolved into,ClHand this organic
layer was washed two times with a 0.1 M aqueous EDTA sol(tioigeneral procedure) in
order to remove any copper. Organic layer was dried over Mg®d evaporated under
vacuum, leading to diest&i7 as a white solid (890 mg, yield: 85%).

IR (KBr) V/cm™: 3140, 3082, 2955, 1748, 1716, 1597, 1446, 1323, 1249, 1230, 1018,
790, 756.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.88 (1H, SHiiazold, 8.91 (2H, sHpyr), 8.69
(1H, ddd,J; = 5 Hz,J, = 2 Hz,J3 = 1 HZz,Has), 8.15 (1H, dtJ; = 8 Hz,J, = 1.0 Hz,Har),
7.98 (1H, dt,J; = 8 Hz,J, = 2.0 Hz,Ha), 7.44 (1H, dddJ; = 8 Hz,J, = 5 Hz,J; = 1 Hz,
Harg), 3.99 (6H, s, COOBy).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 163.8 (2 C, 22COOCH;), 149.8 (CHC.H),
149.6 (2 C, 22C,,,,COOCH), 148.8 (C,Cyriazold, 148.7 (C,Ca), 144.8 (C,Cpy), 137.4 (CH,
CaH), 123.6 (CH,CyH), 122.1 (CH,CHyiazold, 120.0 (CH,CaH), 117.3 (2 CH, 2XCpyH),
52.9 (2 CH, 2x COCCHy).

HRMS-ESI m/z Calcd for GeH1aNsO4Na [M+Na]': 362.0865; found: 362.0883.
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Anal. (%) Calcd for GgH13Ns04. HoO: C 53.78, H 4.23, N 19.60; found: C 54.23, H
3.89, N 19.76.

Dimethyl 4-(4-(thiophen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 18
(C15H 12N404S, 344.35 gm(J]I)
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Synthesised according to method A, using 100 mg of dz{@42 mmol, 1 eq.) and 3-
ethynyl-thiophene (50 uL, 0.51 mmol, 1.2 eq.) as alkyne, giving a beige($81 mg, yield:
91%).

IR (KBr) V/em™: 3132, 3067, 2955, 1755, 1716, 1600, 1446, 1253, 1045, 987, 783.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.68 (1H, SHiiazold, 8.77 (2H, SHpyr), 8.02
(1H, dd,J; = 3 Hz,J, = 1 Hz, C=QS), 7.74 (1H, ddJ); = 5 Hz,J, = 3 Hz, CCH=EIS), 7.61
(1H, dd,J; =5 Hz,J, = 1 Hz, CBH=CHS), 3.99 (6H, s, COO4).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 163.8 (2 C, 2C0O0CH;), 149.6 (2 C, 2x
Cpy'COOCH), 144.7 (CCpyr), 144.5 (CCuiazoid, 130.6 (C, Griophend, 127.6 (CHCH=CHS),
125.6 (CH, CH€HS), 122.1 (CH, CEHS), 119.5 (CHCHyiazold, 116.8 (2 CH, 2>C,yH),
53.0 (2 CH, 2x COGCCHy).

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH1o,N4O,SNa [M+Na]: 367.0477; found: 367.0474.

Dimethyl 4-(4-(1-methyl-1H-imidazol-5-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate 19(CisH14NgO4, 342.31 g.mot)
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Method A: procedure was slightly modified as follows:

Synthesised according to method A, using 850 mg of dz{860 mmol, 1 eq.) and 5-
ethynyl-1-methyl-H-imidazole (440 pL, 4.32 mmol, 1.2 eq.) as alkyne.

After filtration, the solid was dissolved into GEl, and the resulting organic layer was
washed two times with a 0.1 M aqueous EDTA soluticih deneral procedure) in order to
remove any copper. Organic layer was dried on Mg&ad concentrated under reduced
pressure, to give the expected diester as a beige solid (1.13 g, yield: 92%).

TLC : Rf:0.67 (CHCI,/MeOH 80/20)

- 178 -



Partie expérimentale

IR (KBr) V/ecm™: 3106, 3043, 2955, 1755, 1716, 1597, 1447, 1253, 1126, 1049, 1018,
752.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.59 (1H, SHiiazold, 8.85 (2H, sHpyr), 7.80
(1H, s, NGHN), 7.39 (1H, s, C=BN), 3.99 (6H, s, COOB3), 3.90 (3H, s, NE).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6)5 (ppm) 163.8 (2 C, 2C0O0CH;), 149.6 (2 C, 2x
CoylCOOCH), 144.6 (C, Cpy), 140.2 (CH, MCHN), 139.2 (C,C tiazod, 128.7 (CH,
C=CHNimidazold, 122.4 (C.Cimidazoid» 119.6 (CH,CH tiazoid, 117.0 (2 CH, 2)CpyH), 53.0 (2
CHs, 2x COGCH3), 33.0 (CH, NCHs).

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH1sNgO4 [M+H]": 343.1155; found: 343.1155.

Anal. (%) Calcd for GsH14NeO4: C 52.63, H 4.12, N 24.55; found: C 52.33, H 4.08, N
24.53.

Dimethyl 4-(4-(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 20
(C12H1:N4O0s, 292.25 g.mot)
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Synthesised according to method A, using 603 mg of aki56 mmol, 1 eq.) and
propargylic alcohol (181 uL, 3.07 mmol, 1.2 eq.) as alkyne, giving an latevsolid (699
mg, yield: 94%).

Synthesised according to method B, using 300 mg of dzide28 mmol, 1 eq.) and
propargylic alcohol (83 uL, 1.4 mmol, 1.1 eq.) as alkyne, giving an off-vgbiid (354 mg,
yield: 95%).

The last procedure was slightly modified as follows: to preatipithe final product, the
solution was concentrated to 1/3 of the volume before cooling to 0°C. iDaeigb was
obtained pure after a simple filtration and washing with cold methanol.

Mp: 188°C

TLC : Rf =0.22 (Cyclohexane/AcOEt, 50/50)

IR (KBr) V/cm™: 3310, 3080, 1720, 1599, 1437, 1317, 1250, 1151, 1064, 1024, 1010,
785, 744.

'H NMR (400 MHz, CDC}) d (ppm) 8.73 (2H, skpy), 8.22 (1H, SHuiazold, 4.96 (2H,
s, (H,OH), 4.08 (6H, s, COOKg), 1.77 (1H, br s, CLOH).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.23 (1H, SHiiazold, 8.79 (2H, SHpyy), 5.44
(AH, t,J = 5.5 Hz, CHOH), 4.65 (2H, d,J = 5.5 Hz, G4,0H), 3.98 (6H, s, COOK5).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 163.9 (2 C, 2€00CH;), 151.0 (C Criazold),
149.7 (2 C, 2xC,,y,COOCH;), 144.9 (CCpy), 121.6 (CH,CHuyiazaid, 117.0 (2 CH, 2xC,yH),
54.8 (CH, CH,0OH), 53.0 (2 CH, 2x COCCH3).

HRMS-ESI m/z Calcd for GoH1oN4OsNa [M+Na]': 315.0705, found: 315.0696.
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Partie expérimentale

Dimethyl 4-(4-(2-hydroxyethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate 21
(C13H14N405, 306.27 g.mo‘h

\
0
O
— Nsp
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O 21
0
/

Synthesised according to method A, using 250 mg of azide06 mmol, 1 eq.) and
but-3-yn-1-ol (96 pL, 1.27 mmol, 1.2 eq.) as alkyne, giving a white solid i(&738yield:
86%).

IR (KBr) Vicm™: 3333, 3086, 1759, 1724, 1597, 1442, 1253, 1057, 756, 574.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.11 (1H, SHiiazold, 8.75 (2H, sHpy), 4.79
(1H, t,J = 6 Hz, CHCH,0H), 3.98 (s, 6H, CO0Rj3), 3.73 (2H, qJ = 6 Hz, (H,OH), 2.89
(2H, t,J= 6 Hz, O"zCHzOH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 163.8 (2 C, 2C0O0CH;), 149.6 (2 C, 2x
Cpy'COOCH), 146.7 (C,Cuiazold, 144.8 (C,Cpy), 121.2 (CH,CHyiazold, 116.7 (2 CH, 2x
CpyiH), 59.8 (CH, CH,OH), 52.9 (2 CH, 2x COCCH3), 29.1 (CH, CH,CH,OH).

HRMS-ESI m/z Calcd for G3H14N4OsNa [M+Na]': 329.0862; found: 329.0865.

Anal. (%) Calcd for GsH14N4Os: C 50.98, H 4.61, N 18.29; found: C 50.66, H 4.44, N
18.08.

Dimethyl 4-(4-(N,N,N-trimethylammoniomethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate chloride 22(C15H20CIN504, 369.80 g.mot)

0
0

— N\\

NN o
0 22

Synthesised according to method A, using 280 mg of aZid#.18 mmol, 1 eq.)
compound5 (174 mg, 1.31 mmol, 1.1 eq.) as alkyne, giving a white solid (430 mg, 1.16
mmol, yield: 98%).

Mp: 205-207°C decomp.

IR (KBr) V/cm™: 3483, 3424, 3041, 1754, 1596, 1260, 997, 908, 785.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6Y (ppm) 9.60 (1H, sHyiazoid, 8.82 (2H, SHpyr), 4.80
(2H, s, GH,N), 3.99 (6H, s, CO0Bs3), 3.13 (9H, s, K(CHa)s).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6)Y (ppm) 163.8 (2 C, 2X00CH), 149.6 (2 C, 2x
CoyiCOOCH), 144.7 (C,Cpyr), 137.1 (C,Curiazold, 127.4 (CH,CHyiazol, 117.6 (2 CH, 2x
CpyH), 58.8 (CH, CH,N™), 53.0 (2 CH, 2x COQCHg), 51.9 (3 CH, N'(CHa)y).
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Partie expérimentale

HRMS-ESI m/z Calcd for GsHaoNsO4 [M-CI] *: 334.1515; found: 334.1529.

Dimethyl 4-(4-(N-2-hydroxyethyl-N,N-dimethylammoniomethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)pyridine-2,6-dicarboxylate chloride 23(C16H2CINsOs, 399.83 g.mof)
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Synthesised according to method A, using 1.0 g of atig¢.24 mmol, 1 eq.) and
compound6 (728 mg, 4.45 mmol, 1.05 eq.) as alkyne, giving a white solid (1.63 g, 4.08
mmol, yield: 96%).

Synthesised according to method B, using 350 mg of dzide48 mmol, 1 eq.) and
compounds (254 g, 1.55 mmol, 1.05 eq.) as alkyne, giving a white solid (471 mg, 1.17 mmol,
yield: 80%).

Mp: 203-207°C decomp.

IR (KBr) V/em: 3426, 3155, 3043, 2955, 2874, 1751, 1597, 1481, 1261, 1049, 995,
786.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6Y (ppm) 9.60 (1H, SHiiazoi), 8.82 (2H, SHpyr), 5.50
(AH, t,J = 5 Hz, C(H), 4.88 (2H, s, B3N), 3.99 (6H, s, CO0B;3), 3.96 (2H, qJ = 5 Hz,
CH,OH), 3.45 (2H, tJ = 5 Hz, NGH,CH,), 3.14 (6H, s, N(El3),).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 163.8 (2 C, 2C0O0CH;), 149.6 (2 C, 2x
Cpy'COOCH), 144.7 (C,Cpyr), 137.0 (C,Cuyiazold, 127.7 (CH,CHyiazaid, 117.6 (2 CH, 2x
CpyH), 64.5 (CH, CH,OH), 58.1 (CH, CH,N"), 54.9 (CH, N'CH,CH;,), 53.0 (2 CH, 2x
COQCHj3), 50.4 (2 CH, N*(CHs)y).

HRMS-ESI m/z Calcd for GeH2oNsOs [M-ClI] *: 364.1621; found: 364.1636.

Dimethyl 4-(4-( N,N,N-tris(2-hydroxyethyl)Jammoniomethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)pyridine-2,6-dicarboxylate chloride 24 (C1gH-6CINsO7, 459.88 g.mof)
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Synthesised according to method A, using 200 mg of aki@@®85 mmol, 1 eq.) and
compound? (208 mg, 0.93 mmol, 1.1 eq.) as alkyne, giving a off-white solid (253yralgl:
6690).

IR (KBr) Vl/em™: 3424, 3043, 1753, 1597, 1480, 1291, 1054, 997, 785.
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Partie expérimentale

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.52 (1H, SHiiazold, 8.81 (2H, SHpyy), 5.44
(3H, br s, ), 5.03 (2H, s, €:N"), 4.01 (6H, tJ = 5 Hz, GH,0H), 3.99 (6H, s, CO0B;),
3.54 (6H, tJ = 5 Hz, NCH,CH,).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6)% (ppm) 163.8 (2 C, 2COOCH;), 149.7 (2 C, 2x
CoylCOOCH), 144.6 (C,Cpy), 137.1 (C,Cuiazold, 127.5 (CH,CHyiazold, 117.4 (2 CH, 2x
CoyH), 60.9 (CH, CH,OH), 57.4 (CH, CH:N"), 54.8 (CH, N'CH,CHy), 52.9 (2 CH, 2x
COQCHj).

Dimethyl 4-(4,5-bis(methoxycarbonyl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate
25 (C1sH14N4Os, 378.29 g.mot)
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A mixture of azidel (1.0 g, 4.2 mmol, 1 eq.) and dimethyl acetylenedicarboxylate (2.6
mL, 21.1 mmol, 5 eq.) was heated at 75°C overnight. After cooling to raopetature, 10
mL of methanol were added and the mixture was let in the fridg2 fours. The product
crystallized and was collected by simple filtration and wastigul cold methanol, to afford
pure tetraeste27 as white crystals (1.43 g; yield: 90%).

IR (KBr) V/cm™: 3309, 1719, 1599, 1440, 1240, 1043, 1003, 735.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6Y (ppm) 8.57 (2H, SHpyr), 3.97 (6H, s, 6O00CH3),
3.94 (3H, s, GiazoaldDOCHS3), 3.88 (3H, S, GazadDOCH3).

%C NMR (100 MHz, DMSO-d6)s (ppm) 163.4 (2 C, 2x §»COOCH;), 159.7 (C,
ClriazodlCOOCH), 157.7 (C, GiazadlCOOCH;), 149.2 (2 C, 2XC,,,COOCH), 144.4 (C.Cpuy),
139.4 (C,Ciaz0dlCOOCH;), 131.1 (C,CuiazadlCOOCH;), 123.1 (2 CH, 2xCpyH), 53.9 (C,
CriazoldlCOOCH3), 53.1 (2 CH, 2x G,yCOOCH3), 52.9 (C, GiazodlCOOCH3).

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH1aN4OgNa [M+Na]: 401.0709; found: 401.0723.

Anal. (%) Calcd for GsH14N4Og: C 47.62, H 3.73, N 14.81; found: C 47.01, H 3.60, N
13.80.

4-(1-(2,6-bis(Methoxycarbonyl)pyridin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-N,N,N-
trimethylbenzenaminium iodide 26(CaoH 2N 504, 523.32 g.mof)
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Partie expérimentale

Diester16 (100 mg, 0.27 mmol, 1 eq.) was suspended in 10 mL of dry acetone, then
Mel (250 pL, 4.00 mmol, 15 eq.) was added and the mixture was heated db66°Rburs.
The solvent was evaporatadvacuoto give the pure product as a beige solid (408 mg, yield:
95%).

IR (KBr) V/cm™: 3016, 2950, 1721, 1598, 1438, 1334, 1198, 1048, 785, 757.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.99 (1H, SHiiazold, 8.81 (2H, sHpy), 8.21
(2H, d,J = 9 Hz, Hy), 8.16 (2H, d,J = 9 Hz, Hy), 4.00 (6H, s, COOB3), 3.66 (9H, s,
N*(CHs)3).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6)Y (ppm) 163.8 (2 C, 2X00CH), 149.6 (2 C, 2x
CpyiCOOCH), 146.9 (C,Cuiazold, 146.1 (C,CarN"), 144.6 (C,Cpy), 131.0 (C,Cqyrtriazole),
126.5 (CH, 2xCyH), 121.5 (CH, 2xCaH), 121.3 (CH,CHyiazold, 117.0 (2 CH, 2XCpyH),
56.3 (3 CH, N'(CHs3)3), 53.0 (2 CH, 2x COCCH3).

HRMS-ESI m/z Calcd for GoH22NsO4 [M-1] *: 396.1672; found: 396.1669

Anal. (%) Calcd for GoH22INsO4: C 45.90, H 4.24, N 13.30; found: C 46.19, H 4.17, N
13.14.

5-(1-(2,6-bis(Methoxycarbonyl)pyridin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-1,3-dim¢hyl-1H-
imidazolium iodide 27 (CigH17IN O, 484.25 g.mot)
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Methyl iodide (3.3 mL, 53.6 mmol, 30 eq.) was added to a suspension of di@§ai0
mg, 1.78 mmol, 1 eq.) in 20 mL of G&l,. After 4 days under stirring at room temperature,
15 eq of Mel were added in order to complete the reaction, and therenwas let under
stirring for one additional day. The pure product was recovered Ippeateon of the volatils
under reduced pressure (yellow solid, 765 mg, yield: 89%).

IR (KBr) V/cm™: 3059, 3029, 1744, 1725, 1590, 1268, 1018, 998, 756.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6y (ppm) 9.85 (1H, SHiazoid, 9.27 (1H, dJ = 1.5 Hz,
*NCHN), 8.87 (2H, sHpy), 8.25 (1H, dJ = 1.5 Hz, C=GiN"), 4.08 (3H, s, NCH3), 4.00
(6H, s, COOGl3), 3.95 (3H, s, NEi3).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6)Y (ppm) 163.6 (2 C, 200CH), 149.5 (2 C, 2x
CpyiCOOCH), 144.3 (C,Cpy), 138.5 (C, NCHN"), 135.2 (C,C triazold, 124.6 (C,Cimidazold;
122.6 (CH, CEHN", 121.9 (CH,CHyiazod, 117.2 (2 CH, 2xCpyH), 53.1 (2 CH, 2x
Cpyf*COQCH3), 36.2 (CH, "NCH3), 35.5 (CH, NCHy).

HRMS-ESI m/z Calcd for GeH17NgO4 [M-1] *: 357.1311; found: 357.1319.

Anal. (%) Calcd for GgH17IN6O4: C 39.68, H 3.54, N 17.35; found: C 39.30, H 3.42, N
17.05.
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Partie expérimentale

4-(4-Phenyl-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 28(C1sH10N4O4, 310.26
g.mol)

Synthesised according to method C, using die8t¢880 mg, 2.6 mmol), giving a
yellow solid (805 mg, yield: 100%).

Mp: >290°C

IR (KBr) V/em: 3433, 3144, 3070, 1728, 1651, 1604, 1481, 1219, 1049, 1010, 763,
690.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)d (ppm) 7.65 (2H, sHyy), 7.03 (2H, sHay), 6.77-
6.75 (3H, mHay). Hiiazole NOt Visible due to proton exchange in NaODROD

3¢ NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

HRMS-ESI m/z Calcd for G4HgN4O, [M-CO,H]": 265.0726, found: 265.0717.

Anal. (%) Calcd for GsH10N4O4.%2 HO.%2 HCI: C 53.38, H 3.43, N 16.60; found: C
53.61, H 3.44, N 16.35.

4-(4-(4-Methoxyphenyl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 29
(C16H12N4Os, 340.29 g.mot)

OMe

Synthesised according to method C, using digs{ér0 g, 2.72 mmol), giving a yellow
solid (878 mg, yield: 95%).

Mp: 286°C

IR (KBr) V/em™: 3495, 3140, 3090, 1732, 1608, 1485, 1211, 1014, 806, 686.

'"H NMR (400 MHz, BO/NaOD) 4§ (ppm) 7.56 (2H, stHpy), 6.81 (2H, sHa), 6.03
(2H, s,Hap), 3.20 (3H, s, O83). Hyiazole NOt Visible due to proton exchange in NaOROD

13C NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH11N4Os [M-CO,H]™: 295.0831, found: 295.0842.

Anal. (%) Calcd for GgH12N4Os.%2 HCI: C 53.60, H 3.51, N 15.63; found: C 53.70, H
3.42, N 15.65.
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Partie expérimentale

4-(4-(2-Methoxyphenyl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 30
(C16H12N4Os, 340.29 g.mot)

e
© OH MeO 30

Synthesised according to method C, using dié6e800 mg, 2.17 mmol), giving an
off-white solid (710 mg, yield: 96%).

IR (KBr) V/cm™: 3475, 3255, 3105, 1755, 1724, 1485, 1411, 1373, 1253, 1014, 771.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)é (ppm) 7.86 (1H, Stiazoid, 7.66 (2H, SHpy), 7.37
(1H, d,J =7 Hz,Hay), 6.69 (1H, tJ =7 Hz,Ha), 6.44 (1H, tJ = 7 Hz,Hy), 6.25 (1H, d)J =
7 Hz,Ha), 3.56 (3H, s, O65).

3¢ NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

HRMS-ESI m/z Calcd for GeH13N4Os [M+H]": 341.0886; found 341.0875

Anal. (%) Calcd for GgH12N4Os.%2 HCI. %2 HO: C 52.29, H 3.70, N 15.24; found: C
52.97,H 3.77, N 15.65.

4-(4-(Biphenyl-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 31(Cz1H14N4O4,
386.36 g.moaf)

31

Synthesised according to method C, using diektgf372 mg, 0.90 mmol), giving an
off-white solid (322 mg, yield: 93%).

IR (KBr) Vicm™: 3487, 3117, 1735, 1716, 1601, 1477, 1238, 1010, 771, 690.

'H NMR (400 MHz, DO/NaOD)s (ppm) 7.93 (2H, sHoy), 7.53 (2H, dJ = 8.5 Hz,
Ha), 7.41 (2H, dJ = 8.5 Hz,Ha), 7.23 (2H, dJ = 7 Hz,Ha), 7.03 (3H, MHa). Huiazole NOt
visible due to proton exchange in NaODD

13C NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

HRMS-ESI m/z Calcd for GiH13N4O4 [M-H] : 385.0937; found: 385.0953

Anal. (%) Calcd for GiH14N4O4.%2 HCLY2 HO: C 60.98, H 3.78, N 13.55; found: C
60.65, H 3.78, N 13.29.
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4-(4-(6-Methoxynaphthalen-2-yl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 32
(C20H14N4Os, 390.35 g.mot)
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Synthesised according to method C, using dies?gf900 mg, 2.15 mmol), giving an
orange solid (698 mg, yield: 83%).
IR (KBr) V/em: 3240, 3144, 2939, 1751, 1601, 1489, 1373, 1207, 1018, 898, 813,

— NsN

671.

'"H NMR (400 MHz, BO/NaOD)§ (ppm) 7.18 (2H, br sHyy), 7.07 (1H, br sHa),
6.95 (2H, br sHg), 6.85 (1H, br sHa), 6.18 (1H, br sHa), 5.98 (1H, br sHa), 3.22 (3H, s,
OCHS3). Hiriazole NOt Visible due to proton exchange in NaOROD

3¢ NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

Anal. (%) Calcd for GoH14N40s.%2 HCI: C 58.79, H 3.58, N 13.71; found: C 58.84, H
3.48, N 13.80.

4-(4-(4-Fluorophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 33
(C1sHoFN4O4, 328.25 g.maf)

Synthesised according to method C, using dies3g(942 mg, 2.64 mmol), giving an
off-white solid (828 mg, yield: 95%).

IR (KBr) V/em': 3433, 3144, 3074, 1728, 1604, 1485, 1419, 1369, 1226, 1049, 106,
813, 698.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)é (ppm) 8.47 (1H, Stiazoid, 7.99 (2H, SHpy), 7.36
(2H, br s,Ha), 6.78 (2H, tJ = 8 Hz,H.).

13C NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

% NMR (376 MHz, DMSO-d6 / internal ref.¢E) & (ppm) -113.2.

HRMS-ESI m/z Calcd for GsHgFN4O4 [M-H] : 327.0530; found: 327.0519.

Anal. (%) Calcd for GsHgFN4O4.%5 HCI: C 51.10, H 2.76, N 15.89; found: C 50.82, H
2.65, N 15.78.
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4-(4-(4-Nitrophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid_34(C15sHgNsOg,

355.26 g.mof)
N\ / N\¢K©\
@)
OH 34

Synthesised according to method C, using dielstdd..0 g, 2.63 mmol), giving an off-
white solid (935 mg, yield: 100%).

Mp: 272°C (decomposition)

IR (KBr) V/cm™: 3580, 3506, 3101, 2847, 1709, 1597, 1504, 1435, 1338, 1049, 1007,
848, 709.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)é (ppm) 9.04 (1H, Stiazoid, 8.30 (2H, SHpyy), 8.18
(2H, d,J =9 Hz, Hay), 7.92 (2H, dJ = 9 Hz,Ha,).

3¢ NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

Anal. (%) Calcd for GsHgNsOs.H,O: C 48.26, H 2.97, N 18.76; found: C 48.01, H
2.87, N 18.56.

4-(4-(4-Aminophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 35

(C1sH1:Ns04, 325.28 g.mot)
Ny N@\Q
0]
OH 35

Synthesised according to method C, using dies5(380 mg, 1.07 mmol), giving an
off-white solid (317 mg, yield: 91%).

IR (KBr) V/cm™: 3387, 3117, 2854, 2619, 1936, 1705, 1589, 1473, 1408, 1365, 1060,
1014, 740, 698.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)é (ppm) 8.52 (1H, Stiazoid, 8.15 (2H, SHpy), 7.35
(2H, d,J = 8.0 Hz,H,y), 6.57 (2H, d,J = 8.0 Hz,Ha).

3¢ NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH12NsO4 [M+H]™: 326.0889; found 326.0894

Anal. (%) Calcd for GsH11NsO4 .HCI: C 49.80, H 3.34, N 19.38; found: C 49.32, H

3.52, N 19.04.
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4-(4-(4-(N,N-Dimethylamino)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic
acid 36(C17H15Ns04, 353.33 g.mot)

OH
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Synthesised according to method C, using dies8ef940 mg, 2.77 mmol), giving a
beige solid (820 mg, yield: 95%).

Anal. (%) Calcd for G/H1sNsO4 . %2 HCI: C 56.33, H 4.24, N 19.32; found: C 56.82, H
4.22, N 19.45.

IR (KBr) V/cm™: 3433, 3124, 3078, 2955, 2808, 1697, 1581, 1558, 1481, 1431, 1357,
1222, 1053, 744, 698.

'"H NMR (400 MHz, BO/NaOD)¢ (ppm) 7.72 (2H, sHpy), 6.88 (2H, br sHa), 5.92
(2H, br s,Ha), 2.29 (6H, s, N(Bl3)2). Hyiazole NOt Vvisible due to proton exchange in NaOD,

D,0.
13C NMR: compound not enough soluble in common NMR solvents.

4-(4-(Pyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 37(C14HoNsO=,
311.25 g.mof)
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Synthesised according to method C, using digst€®30 mg, 2.44 mmol), giving a off-
white solid (746 mg, yield: 85%).

IR (KBr) V/em™: 3433, 3113, 1728, 1597, 1477, 1423, 1385, 1242, 1045, 1026, 783.

'H NMR (400 MHz, O/NaOD)é (ppm) 8.37 (1H, SHiiazoid, 8.01 (1H, sHaws), 7.87
(2H, s,Hpyr), 7.40 (1H, q J = 6 Hz,Har), 7.34 (1H, g J = 6 Hz,Ha3), 6,95 (1H, br sHa).

C NMR (100 MHz, BO/NaOD)é (ppm) 170.9 (2 C, 2x §COO), 155.2 (2 C, 2x
Cpy'COO), 149.3 (CHCysH), 147.7 (CCpyr), 146.7 (CLC tiazoid, 143.9 (CCar), 138.5 (CH,
CadH), 124.7 (CHCa2H), 120.9 (CHCqaaH), 120.1 (CHCH yiazoid, 114.6 (2 CH, 2XCpy,H).

HRMS-ESI m/z Calcd for G4HgNsO4 [M-H] : 310.0576; found: 310.0565.

Anal. (%) Calcd for G4HgNsO4.HCI: C 48.36, H 2.90, N 20.14; found: C 48.93, H
3.04, N 20.21.
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4-(4-(Thiophen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 38
(C13H8N4O4S, 316.29 ng:b

OH
0
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Synthesised according to method C, using dies8e(900 mg, 2.61 mmol), giving a
yellow solid (823 mg, yield: 100%).

IR (KBr) Viem: 3464, 3144, 3101, 2916, 1716, 1604, 1481, 1427, 1211, 1057, 794,
725, 690.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)s (ppm) 7.80 (2H, sy, 7.13 (1H, s, C=8S), 6.94
(1H, s, CH=@®S), 6.76 (1H, s, B=CHS). Hiazoe ot visible due to proton exchange in
NaOD, DO.

¥*C NMR (100 MHz, DO/NaOD)é (ppm) 171.4 (2 C, 2x £COO), 155.3 (2 C, 2x
Cpy'COQO), 144.5 (C,C yiazod, 144.2 (C.Cpy), 129.3 (C,C=CHS), 127.9 (CHCH=CHS),
125.2 (CH, CH€HS), 122.7 (CH, CEHS), 121.4 (CHCH giazoid, 114.7 2 (CH, 2XCpyH).

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH;/N4O,S [M-H]: 315.0188; found: 315.0181.

Anal. (%) Calcd for GsHsN4O4S.%2 HCI.%2 HO: C 45.45, H 2.79, N 16.31; found: C
45.93, H 2.92, N 16.64.

4-(4-(1-Methyl-1H-imidazol-5-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 39
(C13H10NgO4, 314.26 g.mot)

OH
0]
— N-
A\
Ny N\%S/\
~ N 39
o /)
OH /N\/

Synthesised according to method C, using diek®(1.06 g, 3.09 mmol), giving a
white solid (1.03 g, yield: 94%).

IR (KBr) Vl/cm™: 3464, 3248, 3132, 1728, 1597, 1419, 1388, 1222, 1049, 864, 744.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)é (ppm) 8.49 (1H, SHiiazoid, 8.14 (2H, sHpy), 7.39
(1H, s, NGHN), 6.99 (1H, s, C=8N), 3.63 (3H, s, NE3).

13%C NMR (100 MHz, BO/NaOD)d (ppm) 171.2 (2 C, 2COO0H), 155.2 (2 C, 2x
CpCOOH), 144.4 (C,Cpy), 141.4 (CH, NCHN), 139.5 (C, Ciiazod, 128.7 (CH,
C=CHNimidazold, 122.4 (C,Cimidazold, 120.0 (CH,CH yiazold, 115.3 (2 CH, 2xCpyH), 33.5
(CHs, NCHsy).

Anal. (%) Calcd for GsH10NgO4.HCI: C 44.52, H 3.16, N 23.96; found: C 43.95, H
3.76, N 23.73.
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4-(4-(Hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 40
(CloH8N405, 264.19 gmo’h

OH
O
— Ny
N\ / N\&K/OH
40
0
OH

Synthesised according to method C, using die3®e(1.22 g, 4.18 mmol), giving a
white solid (1.05 g, yield: 95%).

Mp 225°C

IR (KBr) V/em': 3387, 3144, 1732, 1601, 1477, 1377, 1288, 1049, 1018, 759, 702,
570.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)J (ppm) 8.64 (1H, SHiiazold), 8.35 (2H, SHyy), 4.84
(2H, s, GH,0H).

*C NMR (100 MHz, BO/NaOD)é (ppm) 171.2 (2 C, 2x £COO0), 155.1 (2 C, 2x
Cpy'COQO), 150.7 (CCriazold), 144.8 (CCpyr), 121.4 (CH,CHyiazold, 115.3 (2 CH, 2>CpyH),
54.9 (CH, CH,OH).

HRMS-ESI m/z Calcd for GH;N4O3 [M-CO,H]™: 219.0518, found: 219.0524.

4-(4-(2-Hydroxyethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 41
(C11H10N405, 278.22 ng_i')

OH
(0]
— Nsp
N\ / N\%\A
o OH 4
OH

Synthesised according to method C, using die€31e(@86 mg, 3.22 mmol), giving a
white solid (806 mg, yield: 90%).

IR (KBr) V/em™: 3456, 3090, 1751, 1597, 1412, 1381, 1242, 1057, 1057, 752, 702.

'H NMR (400 MHz, O/NaOD)é (ppm) 8.40 (1H, SHyiazoid, 8.27 (2H, SHpyr), 3.86
(2H, br s, ®1,0H), 2.95 (2H, t,) = 6.5 Hz, G1,CH,OH).

3C NMR (100 MHz, O/NaOD)é (ppm) 171.6 (2 C, 2x §COO0), 155.6 (2 C, 2x
Cpy'COQ), 147.1 (CCpyr), 145.1 (C Cuiazoid, 122.2 (CH,CHyiazold, 115.6 (2 CH, 2>CpyH),
61.0 (CH, CH,0OH), 28.5 (CH, CH,CH,OH).

HRMS-ESI m/z Calcd for GiHgN4Os [M-H] = 277.0573; found: 277.0579.

Anal. (%) Calcd for GiH10N4Os.HCL.Y2 H,O: C 40.82, H 3.74, N 17.31; found: C
40.59, H 3.52, N 17.23.
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1-(1-(2,6-Dicarboxypyridin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-N,N,N-trimethylmethanaminium
chloride 4_2 (C13H 1GC|N504, 341.75 ngi‘)

OH
O

— Nz
N\ / N\7K/\N+/
or 42
OH

Synthesised according to method D, using die2®(470 mg, 1.27 mmol), giving a
white solid (425 mg, yield: 98%).

Mp 260-265°C decomp.

IR (KBr) V/em™: 3361, 3038, 1730, 1604, 1483, 1375, 1246, 1050, 1008, 689.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6% (ppm) 13.87 (2H, br s, CQ4), 9.60 (1H, SHuiazo),
8.78 (2H, SHpyr), 4.81 (2H, s, €oN'), 3.12 (9H, s, K(CHy)3)

*C NMR (100 MHz, DMSO-d6)y (ppm) 164.7 (2 C, 2x §COOH), 150.6 (2 C, 2x
CoyiCOOH), 144.6 (CCpyr), 137.1 (CCriazold), 127.4 (CHCHuiazold, 117.1 (2 CH, 2CpyH),
58.8 (CH, CH2N"), 51.8 (3 CH, N'(CHs)3).

HRMS-ESI m/z Calcd for G3H1eNsO4 [M-ClI] *: 306.1202; found 306.1201.

)

N-((1-(2,6-Dicarboxypyridin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-2-hydroxy-N,N-
dimethylethanaminium chloride 43 (C14H1sCIN5sOs, 371.78 g.mot)

OH
0

N N'N:N \ OH
N/ @\/N(\/
cr 43
OH

Synthesised according to method D, using die28(800 mg, 2.0 mmol), giving a
white solid (660 mg, yield: 88%).

Mp: 230-233°C decomp.

IR (KBr) V/em: 3426, 3093, 1736, 1601, 1481, 1385, 1246, 1087, 1049, 914, 794,
706, 570.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.55 (1H, SHiiazold, 8.63 (2H, SHpy:), 4.86
(2H, s, GH42NY), 4.2-3.9 (3H, br s, COB, CH,OH), 3.96 (2H, tJ = 5 Hz, GH,0OH), 3.46 (2H,
t,d =5 Hz, MCHchon), 3.15 (6H, S, NCHg)z)

C NMR (100 MHz, DMSO-d6y (ppm) 164.7 (2 C, 2x §COOH), 150.6 (2 C, 2x
CpyiCOOH), 144.6 (CCpyr), 137.0 (CCuiazold, 127.6 (CHCHyuiazole), 117.1 (2 CH, 2XCpyH),
64.5 (CH, CH,OH), 58.2 (CH, CH,N"), 54.9 (CH, N"CH,CH,), 50.4 (2 CH, N'(CHj3)y).

Anal. (%) Calcd for G4H1gCINsOs.%2 HCI: C 43.11, H 4.78, N 17.96; found: C 43.26,
H 4.86, N 17.94.

)
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1-(1-(2,6-Dicarboxypyridin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)N,N,N-tris(2-
hydroxyethyl)methanaminium chloride 44 (C16H25CINsO7, 431.83 g.mof)

OH
1) HO
— /N:N
N N/ N\%\/ N+/\/OH
0] cr \ 44

Synthesised according to method D, using diezt€P50 mg, 0.54 mmol).

In this case, the diacide did not precipitate by addition of acefidre solution was
dried under vaccum, and the resulting oil was triturated three titeacetone. The resulting
solid was filtered and washed with acetone, to give a white solid (230 mg, yield: 98%)

IR (KBr) V/em™: 3360, 1718, 1601, 1445, 1242, 1042, 1004, 919, 728

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 9.46 (1H, SHiiazold, 8.63 (2H, sHpyr), 5.02
(2H, s, GHoNY), 4.8-3.2 ( 5H, br s, C¥DH, COMH), 4.01 (6H, tJ = 5 Hz, G4,0H), 3.55
(6H, t,J =5 Hz, NCH,CH,).

C NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 164.6 (2 C, 2x ;COOH), 150.5 (2 C, 2x
Cpy'COOH), 144.6 (CCpyr), 137.0 (CCriazold, 127.5 (CHCHyiazoid, 117.2 (2 CH, 2XCpyH),
60.8 (3 CH, 3x CH,0H), 57.4 (CH, CH2N"), 54.8 (3 CH, N"(CH2CHy)s).

4-(4,5-Dicarboxy-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylic acid 45(C1;HeN4Osg,
322.19 g.mof)

OH
(0]
— N<
N / N N
et
o oA I a5
OH OH

Synthesised according to method D, using die®®e{1.43 g, 3.78 mmol) and lithium
hydroxide monohydrate (6 eq.), giving a white solid (982 mg, yield: 81%).

IR (KBr) V/em™: 3453, 2886, 1729, 1590, 1536, 1456, 1243, 1209, 900, 773,

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)J (ppm) 8.24 (2H, shipy,).

¥C NMR (100 MHz, DO/NaOD) § (ppm) 171.6 (2 C, 2x &COO), 167.2 (C,
CtiiazoldlCO0), 165.9 (C, GiazadlCO0), 155.6 (2 C, 2XC,,,COO), 145.5 (C,Cyy), 142.2 (C,
CtiiazoldlC00), 137.8 (CCtiazaldl”00), 118.9 (2 CH, 2xCpyH).

Anal. (%) Calcd for G;HgN4Og.HCI.H,O: C 35.08, H 2.41, N 14.87; found: C 35.54, H
2.83, N 14.02.
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4-(1-(2,6-Dicarboxypyridin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-N,N,N-trimethylbenzenaminium
chloride 46 (C1gH1sCINsO., 403.82 g.mot)

OH
0]
N, N'N:N
N/ =
®) cr
OH Nt~ 46
I\

Synthesised according to method D, using die36&(403 mg, 0.84 mmol), giving a
white solid (273 mg, yield: 90%).

IR (KBr) V/em™: 3203, 3135, 1698, 1590, 1481, 1415, 1220, 1205, 1055, 688, 560.

'H NMR (400 MHz, BO/NaOD)d (ppm) 7.85 (2H, sHpy), 7.44 (2H, dJ = 9 Hz,
Ha), 7.36 (2H, dJ = 9 Hz,Ha), 3.56 (9H, s, RK(CHa)s). Hiiazole NOt visible due to proton
exchange in NaOD, f®.

3C NMR (100 MHz, DO/NaOD)d (ppm) 172.0 (2 C, 2COO0H), 156.1 (2 C, 2x
CpyiCOOH), 146.3 (CChuiazold, 146.1 (C,CarN"), 144.5 (C,Cpyr), 131.3 (C,Cqrtriazole),
126.5 (CH, 2xCyH), 121.6 (CH, 2xCaH), 121.3 (CH,CHyiazold, 115.3 (2 CH, 2>CpyH),
56.4 (3 CH, N"(CHa)s).

HRMS-ESI m/z Calcd for GgH16Ns04 [M-2H-CI]: 366.1202; found: 366.1200

Anal. (%) Calcd for GgH1gCINsO4.%2 HCI: C 51.22, H 4.42, N 16.59; found: C 51.45,
H 4.63, N 16.55.

5-(1-(2,6-Dicarboxypyridin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-1,3-dimethyl-H-imidazolium
chloride 47 (C14H15CINgO4, 364.74 g.mot)

OH
0
— N~
N=n
Ny 7 N\&S/\ cr
- N+
o /)
OH AN a7

Synthesised according to method D, using dieg#e(1.05 g, 2.17 mmol), giving a
white solid (780 mg, yield: 99%).

IR (KBr) V/cm™: 3491, 3085, 2419, 1687, 1659, 1594, 1435, 1343, 1224, 1019, 620.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 13.87 (2h, br s, CQ4), 9.86 (1H, SHuiazoi),
9.31 (1H, d,J = 2 Hz,"NCHN), 8.83 (2H, SHyy), 8.25 (1H, dJ = 2 Hz, C=GiN"), 4.08
(3H, s, NCHa), 3.95 (3H, s, NEl)

C NMR (100 MHz, DMSO-d6y (ppm) 164.7 (2 C, 2x §COOH), 150.7 (2 C, 2x
CpyiCOOH), 144.4 (CCpy), 138.6 (CH,"NCHN), 135.2 (C,Ctiazold, 124.8 (C,Cimidazold;
122.8 (CH, C€HN"), 122.0 (CH,CHyiazold, 116.9 (2 CH, 2xCyyH), 36.0 (CH, N'CHy),
35.4 (CH, N"CHa)

HRMS-ESI m/z Calcd for G4H13NgO4" [M-CI] *: 329.0998; found 329.0983
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Anal. (%) Calcd for G4H13CINgO4.3/2 HO: C 42.92, H 4.12, N 21.45; found: C 43.07,
H 4.08, N 21.41
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2.2. Lanthanide complexes

General procedures

Method E (Sodium salt)

The appropriate diacid (3 eq.) and,N&®; (5 eq.) were dissolved into the minimum
amount of water. A solution of lanthanide chloride hexahydrate (Inem.0.5 mL of de-
ionized water) was added. The complex precipitated and was gubyieecrystallisation
from de-ionized water. The complex was isolated by filtraticasived with de-ionized water
and methanol then dried under vacuum.

Method F (Guanidinium salt)

The appropriate diacid (3 eq.) and &0@; (5 eq.) were dissolved into the minimum
amount of water. A solution of lanthanide chloride hexahydrate (Intm.0.5 mL of de-
ionized water) was added. The complex precipitated and was punfiey$tallisation from
de-ionized water. The complex was isolated by filtration, wasVigdde-ionized water and
methanol then dried under vacuum.

Tris(pyridine-2,6-dicarboxylate)europate(ll) [Eu(DPA) 5]*

[Eu(DPA)3]Nas (Co1HoN3O1-NasEu, 716.24 g.mot)

Synthesised according to method E, using dipicolinic acid (100 mg, 0.6 mmol, 3 eq) and
europium salt (73.3 mg, 0.2 mmol, 1 eq.), giving a white crystalline po{@@8rmg, yield:
72%).

IR (ATR) Vicm™: 3356, 3085, 1615, 1427, 1387, 1368, 1277, 1193, 1018, 917, 761,
734, 654, 516.

'H NMR (400 MHz, BO) 6 (ppm) 4.81 (2H, br s, i), 3.70 (1H, br s, K,).

Tris(pyridine-2,6-dicarboxylate)terbate(lll) [Tb(DPA) 3>

[Tb(DPA) 3]Na3 (C21H9N30]_2N83Tb, 723.30 ngiL)

Synthesised according to method E, using dipicolinic acid (100 mg, 0.6 mmol, 3 eq) and
terbium salt (73.6 mg, 0.2 mmol, 1 eq.), giving a white crystallinedeowl104 mg, yield:
72%).

IR (ATR) V/cm™: 3348, 3085, 1619, 1586, 1429, 1385, 1366, 1279, 1022, 822, 763,
727, 519.

'H NMR (400 MHz, B0) 6 (ppm) 39.85 (2H, br ), 35.72 (1H, br sHyy).
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Tris[4-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(lll)
[Eu(28);*

|EU!28!3|N&3 (C45H24N12012N%EU, 1145.68 gmdjr)

Synthesised according to method E, using dia8d100 mg, 0.288 mmol, 3 eq) and
europium salt (35.1 mg, 0.096 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (70 mg, yield: 64%).

IR (ATR) V/cm™: 3361, 3100, 1619, 1590, 1416, 1379, 1237, 1049, 1011, 805, 759,
736, 690.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Eu(28):]Guas (C43H42N21O;|_2EU, 1256.94 g.mO’r)

Synthesised according to method F, using di28d100 mg, 0.288 mmol, 3 eq) and
europium salt (35.2 mg, 0.096 mmol, 1 eq), giving light-yellow crystals (105 mg, yield: 87%

IR (ATR) V/cmi*:3350, 3100, 1617, 1590, 1416, 1377, 1045, 1011, 809, 757, 734, 498,
431.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lll) [Tb(28) 3]*

|Tb§28Q3|Na§ (C45H 24N12012N8.3Tb, 1152.64 gmo’h

Synthesised according to method E, using dia8d100 mg, 0.288 mmol, 3 eq) and
terbium salt (35.9 mg, 0.096 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (100 mg, yield: 90%).

IR (ATR) V/ecm™ 3373, 3104, 1617, 1592, 1416, 1375, 1045, 1013, 805, 759, 738,
496.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Tb(28)3]Guas (C43H42N210;|_2Tb, 1263.90 g.mo’h

Synthesised according to method F, using di28q100 mg, 0.288 mmol, 3 eq) and
terbium salt (35.9 mg, 0.096 mmol, 1 eq), giving a yellow crystalline po@d& mg, yield:
87%).

IR (ATR) V/cm™ 3348, 3102, 1617, 1592, 1414, 1379, 1045, 1007, 807, 755, 734,
491.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europate(lll) [Eu(29)3]*

|EU!29!3|N&3 (C48H30N12015N%EU, 1235.75 gmdjr)

Synthesised according to method E, using di2€d100 mg, 0.265 mmol, 3 eq) and
europium salt (32.3 mg, 0.088 mmol, 1 eq), giving an off-white crystallinel@o{®6 mg,
yield: 88%).
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IR (ATR) V/cm™: 3358, 3104, 2836, 1621, 1590, 1412, 1377, 1237, 1174, 1045, 1005,
803, 736.
'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

|EU!29!3|GU&3 (C51H48N21015EU, 1347.02 ng})

Synthesised according to method F, using di28d100 mg, 0.279 mmol, 3 eq) and
europium salt (34.0 mg, 0.093 mmol, 1 eq), giving a yellow powder (93 mg, yield: 74%).

IR (ATR) V/em™: 3348, 3137, 2834, 1617, 1590, 1412, 1373, 1241, 1174, 1045, 1013,
807, 754, 736, 527.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]terbate(lll) [Tb(29) 3>

|be29!3|N&3 (C48H30N12015N%Tb, 1242.71 gmd})

Synthesised according to method E, using dia@d100 mg, 0.279 mmol, 3 eq) and
terbium salt (34.7 mg, 0.093 mmol, 1 eq), giving a yellow powder (111 mg, yield: 96%).

IR (ATR) V/em™: 3365, 3104, 2834, 1621, 1592, 1412, 1377, 1241, 1174, 1045, 1011,
807, 757, 738.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Tb(29)3]Guas (C51H48N210;|_5Tb, 1353.98 g.mo’f)

Synthesised according to method F, using di2&d100 mg, 0.279 mmol, 3 eq) and
terbium salt (34.7 mg, 0.093 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (97 mg, yield: 77%).

IR (ATR) V/cm': 3346, 3141, 2836, 1592, 1414, 1377, 1329, 1241, 1045, 1009, 805,
752, 738.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(2-methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europate(lll) [Eu(30)3]*

[Eu(30)s]Nas (CagH30N12015NagEu, 1235.75 g.mot)

Synthesised according to method E, using di&fid100 mg, 0.275 mmol, 3 eq) and
europium salt (33.2 mg, 0.091 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (109 mg, yield: 97%).

IR (ATR) V/cm: 3363, 2976, 2836, 1590, 1414, 1379, 1356, 1243, 1049, 1011, 805,

752, 567.
'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Eu(30):]Guas (C51H48N21O;|_5EU, 1347.02 g.mO’r)

Synthesised according to method F, using di&iq100 mg, 0.275 mmol, 3 eq) and
europium salt (33.2 mg, 0.091 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (97 mg, yield: 79%).

-197 -



Partie expérimentale

Anal. (%) Calcd for GiHsN21015EU. 6 HO: C 42.10, H 4.16, N 20.21; found: C
42.39, H 3.56, N 19.30.

IR (ATR) V/em: 3350, 3135, 2836, 1592, 1410, 1375, 1331, 1245, 1045, 1011, 805,
752, 736.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(2-methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]terbate(lll) [Tb(30) 3>

|be30!3|N&3 (C48H30N12015N%Tb, 1242.71 gmd})

Synthesised according to method E, using di@€id100 mg, 0.275 mmol, 3 eq) and
terbium salt (34.0 mg, 0.091 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (107 mg, yield: 94%).

IR (ATR) V/em': 3367, 2943, 2836, 1590, 1410, 1373, 1333, 1245, 1047, 1007, 805,
752, 740.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Tb(30)3]Guas (C51H48N210;|_5Tb, 1353.98 g.mo’h

Synthesised according to method F, using di&Jd100 mg, 0.275 mmol, 3 eq) and
terbium salt (34.0 mg, 0.091 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (101 mg, yield: 81%).

IR (ATR) V/cm: 3350, 3108, 2832, 1617, 1590, 1410, 1379, 1243, 1045, 1011, 807,
752, 732, 525.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(biphenyl-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(lil)
[Eu(31);*

|EU§31!3|N&3 (C63H36N12012N8.3EU, 1373.96 gmojr)

Synthesised according to method E, using di&diq100 mg, 0.241 mmol, 3 eq) and
europium salt (29.6 mg, 0.081 mmol, 1 eq), giving an orange powder (102 mg, yield: 92%)

IR (ATR) V/cm™: 3358, 3104, 1619, 1590, 1412, 1356, 1233, 1043, 1005, 805, 761,
729, 692.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Eu(31)3]Gua3 (C56H54N21012EU, 1485.23 ng})

Synthesised according to method F, using di&iid100 mg, 0.241 mmol, 3 eq) and
europium salt (29.7 mg, 0.081 mmol, 1 eq), giving a yellow powder (115 mg, yield: 96%).

IR (ATR) V/em*: 3346, 3137, 3102, 1623, 1590, 1412, 1371, 1331, 1045, 1007, 803,
763, 734, 694.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.
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Tris[4-(4-(biphenyl-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lIl)
[Th(31)31*>

|be31!3|N&3 (C63H35N12012N%Tb, 1380.92 gmd})

Synthesised according to method E, using di&did100 mg, 0.241 mmol, 3 eq) and
terbium salt (30.3 mg, 0.081 mmol, 1 eq), giving an orange powder (106 mg, yield: 95%)

IR (ATR) V/cm™: 3367, 3031, 1617, 1592, 1416, 1373, 1043, 1005, 807, 763, 740,
690, 441.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europate(lll) [Eu(32)3]*

|Eu§32[3|Na§ (C60H36N12015N8.3EU, 1385.93 ng]r)

Synthesised according to method E, using di@@d100 mg, 0.245 mmol, 3 eq) and
europium salt (29.9 mg, 0.082 mmol, 1 eq), giving an orange powder (105 mg, yield: 93%).

IR (ATR) V/cm™:3354, 3095, 2834, 1626, 1593, 1413, 1369, 1267, 1204, 1014, 803,
724, 539.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(6-methoxynaphthalen-2-yl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]terbate(ll) [Th(32) 3]*

|be32 §3|Na3 (C60H36N12015N8.3Tb, 1392.89 gmo’h

Synthesised according to method E, using di@@&q100 mg, 0.245 mmol, 3 eq) and
terbium salt (30.6 mg, 0.082 mmol, 1 eq), giving an orange powder (111 mg, yield: 98%).

IR (ATR) V/cm™: 3358, 3097, 2838, 1625, 1594, 1412, 1373, 1266, 1203, 1045, 1016,
807, 725.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-fluorophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(lll)
[Eu(33);*

|EU!33 [3|Na3 (C45H21F3N12012N&>,EU, 1199.65 ng})

Synthesised according to method E, using di@3q100 mg, 0.284 mmol, 3 eq) and
europium salt (34.7 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving a yellow crystalline po(@@3 mg,
yield: 91%).

IR (ATR) V/cm™: 3373, 3104, 1624, 1592, 1411, 1371, 1217, 1046, 1010, 806, 755,
741, 520.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

-199 -



Partie expérimentale

|EU!33 !3'GU&3 (C48H39F3N21012EU, 1310.91 ng})

Synthesised according to method F, using di&3d100 mg, 0.284 mmol, 3 eq) and
europium salt (34.7 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving an off-white crystallinel@o{14 mg,
yield: 92%).

IR (ATR) V/ecm™ 3352, 3106, 1623, 1590, 1410, 1375, 1224, 1047, 1009, 807, 752,
734, 519.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-fluorophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(l11)
[Th(33)51*

[Tb(33)3]Na3z (CasH21F3N1,01NasTh, 1206.61 g.mot)

Synthesised according to method E, using di@3q100 mg, 0.284 mmol, 3 eq) and
terbium salt (35.5 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving an off-white crystapme&der (99 mg,
yield: 87%).

IR (ATR) V/cm™: 3367, 3104, 1623, 1592, 1412, 1373, 1233, 1047, 1011, 803, 757,
738, 519.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

|be33!3|GU&3 (C48H39F3N21012Tb, 1317.87 ngi')

Synthesised according to method E, using di@3q100 mg, 0.284 mmol, 3 eq) and
terbium salt (35.5 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving an off-white crystaltiowder (119 mg,
yield: 95%).

IR (ATR) V/cm™: 3346, 3100, 1623, 1592, 1412, 1373, 1226, 1047, 1009, 805, 755,
734, 521.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-nitrophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(lil)
| EU! 34 !3'3_

|EU!34!3|N&3 (C45H21N15018N%EU, 1280.67 gmdjr)

Synthesised according to method E, using di&did100 mg, 0.255 mmol, 3 eq) and
europium salt (31.2 mg, 0.085 mmol, 1 eq), giving an orange crystalline pg@2ieng,
yield: 75%).

Anal. (%) Calcd for GsH21N150:8NagEu. 8 HO: C 37.93, H 2.62, N 14.75; found: C
37.72,H 2.14, N 14.58.

IR (ATR) V/cm™: 3361, 3100, 1619, 1588, 1510, 1412, 1333, 1045, 1009, 851, 805,
757, 734.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.
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Tris[4-(4-(4-nitrophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lll)
[Th(34)3*

|be34!3|N&3 (C45H21N15018N%Tb, 1287.63 gmd})

Synthesised according to method E, using di@did100 mg, 0.255 mmol, 3 eq) and
terbium salt (31.2 mg, 0.085 mmol, 1 eq), giving an orange powder (100 mg, yield: 91%).

IR (ATR) V/cm™: 3367, 3100, 1621, 1590, 1506, 1410, 1333, 1045, 1009, 851, 805,
755, 738.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-aminophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(lll)
| EU{ 35 !3|3_

[Eu(35)3]Naz (CasH27N1501NagEu, 1190.72 g.mat)

Synthesised according to method E, using di@&d100 mg, 0.277 mmol, 3 eq) and
europium salt (33.8 mg, 0.092 mmol, 1 eq), giving an orange powder (104 mg, yield: 95%).

IR (ATR) V/em™: 3327, 3106, 1621, 1588, 1410, 1373, 1051, 1007, 803, 736, 519.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Eu(35):]Guas (C48H45N240;|_2EU, 1301.99 g.md’r)
Synthesised according to method F, using di&5d100 mg, 0.277 mmol, 3 eq) and
europium salt (33.8 mg, 0.092 mmol, 1 eq), giving a brown powder (95 mg, yield: 79%).

IR (ATR) V/cm™:3333, 3104, 1623, 1594, 1412, 1373, 1045, 1005, 805, 736, 516.
'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-aminophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lll)
[Th(35)3*

[Tb(35)s]Nas (CasH27N1s01,NasTh, 1197.68 g.mot)

Synthesised according to method E, using di&&id100 mg, 0.277 mmol, 3 eq) and
terbium salt (34.4 mg, 0.092 mmol, 1 eq), giving an orange powder (107 mg, yield: 97%).

IR (ATR) V/cm': 3329, 3225, 3108, 1619, 1590, 1414, 1375, 1266, 1047, 1011, 805,
738, 521.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Tb(35)3]GU83 (C48H45N24012Tb, 1308.95 ngi')

Synthesised according to method F, using di&iq100 mg, 0.277 mmol, 3 eq) and
terbium salt (34.4 mg, 0.092 mmol, 1 eq), giving a brown powder (107 mg, yield: 89%).

IR (ATR) V/em': 3338, 3216, 3106, 1621, 1592, 1412, 1373, 1266, 1047, 1005, 805,
755, 736.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

- 201 -



Partie expérimentale

Tris[4-(4-(4-(N,N-dimethylamino)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europate(lll) [Eu(36)3]*

|EU!36!3|GU&3 (C54H57N240;|_2EU, 1386.15 ng})

Synthesised according to method F, using di&iq110 mg, 0.286 mmol, 3 eq) and

europium salt (34.9 mg, 0.095 mmol, 1 eq), giving an orange powder (104 mg, yield: 79%).
IR (ATR) V/cm™: 3346, 3125, 2805, 1615, 1590, 1412, 1354, 1049, 1013, 734, 525.
'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-(N,N-dimethylamino)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]terbate(ll) [Th(36) 3]

|be36 !3'GU&3 (C54H57N240;|_2Tb, 1393.11 ngi')

Synthesised according to method F, using di&iq100 mg, 0.260 mmol, 3 eq) and
terium salt (32.4 mg, 0.087 mmol, 1 eq), giving an orange powder (83 mg, yield: 69%).

IR (ATR) V/em': 3356, 3141, 2807, 1613, 1592, 1416, 1354, 1193, 1047, 1013, 805,
765, 738, 523.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(pyridin-2-yl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(ll)
| EU{ 37 !3|3_

|EU!37!3|N&3 (C42H21N15012N%EU, 1148.64 gmdjr)

Synthesised according to method E, using di&dd100 mg, 0.288 mmol, 3 eq) and
europium salt (35.1 mg, 0.096 mmol, 1 eq), giving off-white crystals (93 mg, yield: 84%).

Anal. (%) Calcd for GzH21N150:oNagEu. 9 HO: C 38.48, H 3.00, N 15.99; found: C
38.72, H 2.67, N 15.98.

IR (ATR) V/cm™ 3361, 3100, 1619, 1586, 1410, 1375, 1045, 1013, 757, 736, 571,
498.

'H NMR (400 MHz, DO) ¢ (ppm) 8.23 (1H, br sHas), 7.90 (1H, br sHyiazod, 7.63
(1H, br sHar), 7.54 (1H, br sHar), 7.12 (1H, br sHar), 4.99 (2H, br sHpyy).

[Eu(37):]Guas (C45H36N240;|_2EU, 1256.88 g.mO’r)

Synthesised according to method F, using di&3id110 mg, 0.316 mmol, 3 eq) and
europium salt (38.6 mg, 0.105 mmol, 1 eq), giving off-white crystalline poWide3 mg,
yield: 85%).

Anal. (%) Calcd for GsH3gN24O012EU. 6 HO: C 39.51, H 3.76, N 24.57; found: C
39.86, H 3.29, N 24.55.

- 202 -



Partie expérimentale

IR (ATR) Viem™: 3342, 3131, 3095, 1619, 1588, 1410, 1377, 1331, 1045, 1013, 754,
732.

'H NMR (400 MHz, DO) ¢ (ppm) 8.23 (1H, br sias), 7.90 (1H, br sHyiazold, 7.63
(1H, br sHar), 7.54 (1H, br sHa), 7.12 (1H, br sHarw), 4.99 (2H, br sHyy:).

Tris[4-(4-(pyridin-2-yl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lll)
[Th(37)31*

|be37!3|N&3 (C42H21N15012N%Tb, 1155.60 gmd})

Synthesised according to method E, using di&dd100 mg, 0.288 mmol, 3 eq) and
terbium salt (35.9 mg, 0.096 mmol, 1 eq), giving off-white crystals (94 mg, yield: 84%).

Anal. (%) Calcd for GzH21N150:2NasTh. 6 HO: C 39.92, H 2.63, N 16.63; found: C
39.97, H 2.66, N 16.22.

IR (ATR) V/cm™ 3369, 3095, 1615, 1590, 1410, 1377, 1333, 1049, 1013, 782, 759,
736, 573, 435.

'"H NMR (400 MHz, DO) ¢ (ppm) 40.39 (2H, br sH,y), 25.06 (1H, br SHiiazol),
15.23 (1H, br sHay), 13.91 (1H, br si,y), 13.14 (1H, br sHay), 12.87 (1H, br sHy)).

[Tb(37)3]Guas (C45H36N24O;|_2Tb, 1263.84 g.mo’h

Synthesised according to method E, using di&did110 mg, 0.316 mmol, 3 eq) and
terbium salt (39.4 mg, 0.105 mmol, 1 eq), giving off-white crystalline poWB3 mg, yield:
77%).

Anal. (%) Calcd for GsH3gN24012Th. 5 HO: C 39.83, H 3.64, N 24.77; found: C
39.83, H3.40, N 24.41.

IR (ATR) V/cm™: 3340, 3104, 1621, 1586, 1412, 1377, 1335, 1043, 1016, 780, 759,
732, 493.

'"H NMR (400 MHz, DxO) d (ppm) 40.39 (2H, br sH,y), 25.06 (1H, br SHiiazoid),

15.23 (1H, br sHyy), 13.91 (1H, br sHa), 13.14 (1H, br sHay), 12.87 (1H, br sHy).

Tris[4-(4-(thiophen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(lil)
[Eu(38);*

[Eu(38)s]Na; (CagH18N1,01.SsNasEu, 1163.76 g.mot)

Synthesised according to method E, using di@&8d100 mg, 0.291 mmol, 3 eq) and
europium salt (35.6 mg, 0.097 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (70 mg, yield: 62%)

IR (ATR) V/cm™ 3361, 3097, 1621, 1588, 1421, 1366, 1339, 1047, 1013, 784, 736,
567.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

[Eu(38):]Guas (C42H36N2101283EU, 1275.03 g.mojr)

Synthesised according to method F, using di@dd100 mg, 0.29 mmol, 3 eq) and
europium salt (35.4 mg, 0.097 mmol, 1 eq), giving a white powder (105 mg, yield: 85%).
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IR (ATR) V/cm™: 3354, 3104, 1657, 1592, 1416, 1383, 1341, 1047, 1016, 807, 734,
529.
'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(thiophen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lll)
[Th(38)31*

|be38!3|N&3 (ngH 18N1201283N83Tb, 1170.72 gmd})

Synthesised according to method E, using di@&8q100 mg, 0.291 mmol, 3 eq) and

terbium salt (36.2 mg, 0.097 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (105 mg, yield: 92%)
IR (ATR) V/cm™: 3350, 3102, 1619, 1590, 1416, 1373, 1339, 1047, 1016, 807, 736.
'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

|be38 !3'GU&3 (C42H36N2101283Tb, 1281.99 ngi')

Synthesised according to method F, using di&3d100 mg, 0.29 mmol, 3 eq) and
europium salt (36.2 mg, 0.097 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (125 mg, yield: 93%).

Anal. (%) Calcd for GoH3zeN21012S3Th. 6 HO: C 36.29, H 3.48, N 21.16, S 6.92;
found: C 36.06, H 2.94, N 20.76, S 6.79

IR (ATR) V/cm™: 3348, 3097, 1613, 1588, 1417, 1342, 1046, 1016, 803, 735, 507,
430.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(1-methyl-1H-imidazol-5-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europate(lll) [Eu(39)3]*

[Eu(39)s]Nas (CagH 24N1801.NagEu, 1157.65 g.mot)

Synthesised according to method E, using di@&dq100 mg, 0.285 mmol, 3 eq) and
europium salt (34.8 mg, 0.095 mmol, 1 eq), giving yellow needles (95 mg, yield: 86%).

IR (ATR) V/cm: 3369, 3102, 1615, 1588, 1419, 1373, 1343, 1118, 1049, 1013, 919,
807, 736.

'H NMR (400 MHz, BO) d (ppm) 7.76 (1H, Siazoid, 7.56 (1H, s, NEIN), 7.04 (1H,
s, C=HN), 4.95 (2H, sHpyy), 3.50 (3H, s, NEl).

[EU(39)3]GU&3 (C42H42N270;|_2EU, 1268.92 ng})

Synthesised according to method F, using di&iq110 mg, 0.314 mmol, 3 eq) and
europium salt (38.4 mg, 0.104 mmol, 1 eq), giving yellow needles (117 mg, yield: 88%).

IR (ATR) V/cm': 3346, 3095, 1613, 1588, 1412, 1373, 1339, 1114, 1047, 1009, 919,
805, 734.

'H NMR (400 MHz, BO) d (ppm) 7.76 (1H, SHyiazoid, 7.56 (1H, s, NEIN), 7.04 (1H,
S, C=QHN), 4.95 (2H, sHpyr), 3.50 (3H, s, NEly).
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Tris[4-(4-(1-methyl-1H-imidazol-5-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]terbate(lll) [Tb(39) 3>

|be39 §3|Na3 (C39H24N18012N%Tb, 1164.61 gmd})

Synthesised according to method E, using di&3d100 mg, 0.29 mmol, 3 eq) and
terbium salt (35.5 mg, 0.095 mmol, 1 eq), giving yellow needles (102 mg, yield: 91%).

IR (ATR) V/em': 3344, 3097, 1613, 1590, 1416, 1375, 1337, 1116, 1049, 1009, 805,
734, 571.

'"H NMR (400 MHz, BO) d (ppm) 41.02 (2H, br s,y), 24.58 (1H, br SHiiazoid),
12.71 (1H, br s, N&N), 10.88 (1H, br s, C=EN), 8.77 (3H, s, NEl3).

[Tb(39)3]Guas (C42H42N270]_2Tb, 1275.88 ngi')

Synthesised according to method F, using di&d110 mg, 0.314 mmol, 3 eq) and
terbium salt (39.1 mg, 0.105 mmol, 1 eq), giving yellow needles (111 mg, yield: 83%)

IR (ATR) V/cm': 3344, 3098, 1611, 1588 ,1414, 1371, 1339, 1112, 1049, 1011, 922,
805, 734.

'H NMR (400 MHz, BO) d (ppm) 41.02 (2H, br sH,y), 24.58 (1H, br SHiiazol),
12.71 (1H, br s, NEBN), 10.88 (1H, br s, C=8N), 8.77 (3H, s, NE3).

Tris[4-(4-(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europate(lll) [Eu(40)3]*

|EU!4O [3|Na3 (CgoH 18N12015NagEu, 1007.47 gmdjr)

Synthesised according to method E, using did€id163 mg, 0.543 mmol, 3 eq) and
europium salt (66 mg, 0.180 mmol, 1 eq).

The procedure was slightly modified as follows: after additiomefianthanide salt, the
water soluble complex precipitated by addition of methanol and sedated by filtration,
washed with methanol and dried under vacuum to give an off-white po(l®& mg, yield:
75%).

IR (ATR) V/cm™: 3267, 3125, 1728, 1590, 1427, 1354, 1024, 805, 694, 564.

'H NMR (400 MHz, BO) 6 (ppm) 7.41 (1H, SHyiazoid, 4.79 (2H, SHpyr), 4.33 (2H, s,
CH,OH).

[Eu(40):]Guas (C33H36N21O;|_5EU, 1118.73 g.mO’r)

Synthesised according to method F, using did€id100 mg, 0.333 mmol, 3 eq) and
europium salt (40.7 mg, 0.111 mmol, 1 eq), giving yellow needles (90 mg, yield: 72%).

Anal. (%) Calcd for GzH3gN21015EU. 3 HO: C 33.80, H 3.61, N 25.08; found: C
33.88, H 3.20, N 24.86.

IR (ATR) V/cm™: 3338, 3137, 3100, 1657, 1615, 1581, 1414, 1381, 1341, 1239, 1047,
1011, 734.

'H NMR (400 MHz, BO) ¢ (ppm) 7.41 (1H, SHiazold, 4.79 (2H, SHpyr), 4.33 (2H, s,
CH,0H).
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Tris[4-(4-(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lIl)
[Tb(40)3*

|be40!3|N&3 (CgoH 18N12015N&3Tb, 1014.43 gmd})

Synthesised according to method E, using did€id162 mg, 0.543 mmol, 3 eq) and
terbium salt (67.2 mg, 0.180 mmol, 1 eq).

The procedure was slightly modified as follows: after additiomefianthanide salt, the
water soluble complex precipitated by addition of methanol and sedated by filtration,
washed with methanol and dried under vacuum to give an off-white po(ld& mg, yield:
83%).

IR (ATR) V/iem™ 3262, 3129, 1730, 1588, 1419, 1356, 1047, 1024, 805, 769, 738,
564.

'H NMR (400 MHz, BO) ¢ (ppm) 40.67 (2H, br SHpyr), 24.02 (1H, br sHuiazold),
10.81 (2H, br s, 8,0H).

[Tb(40)3]Guas (C33H36N21O;|_5Tb, 1125.69 g.mo’h

Synthesised according to method F, using did@€id100 mg, 0.333 mmol, 3 eq) and
terbium salt (41.5 mg, 0.111 mmol, 1 eq), giving yellow crystals (79 mg, yield: 63%).

Anal. (%) Calcd for GzH3gN21015Th. 3 HO: C 33.60, H 3.59, N 24.41; found: C
33.25, H 3.35, N 24.66.

IR (ATR) V/cm™: 3340, 3135, 1615, 1588, 1414, 1377, 1339, 1047, 1013, 809, 767,
734, 569.

'"H NMR (400 MHz, BO) d (ppm) 40.67 (2H, br s,y), 24.02 (1H, br SHiiazoid),
10.81 (2H, br s, €,0H).

Tris[4-(4-(hydroxyethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(lil)
[Eu(41)]*

|EU!41!3|N&3 (C33H24N12015N%EU, 1049.55 gmdjr)

Synthesised according to method E, using diddid100 mg, 0.309 mmol, 3 eq) and
europium salt (37.7 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (105 mg, yield: 97%).

IR (ATR) V/em™: 3239, 3139, 2949, 2882, 1613, 1588, 1421, 1358, 1237, 1047, 1007,
807, 571.

'H NMR (400 MHz, BO) ¢ (ppm) 7.30 (1H, SHiiazold, 4.70 (2H, SHpyr), 3.50 (2H, t,
J =6.4 Hz, CHCH,0OH), 2.54 (2H, t,) = 6.4 Hz, G4,CH,OH).

[Eu(41):]Guas (C36H42N210]_5EU, 1160.81 ng})

Synthesised according to method E, using diddid100 mg, 0.309 mmol, 3 eq) and
europium salt (37.7 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving yellow crystals (98 mg, yield: 82%).

Anal. (%) Calcd for GgH42N21015EU. 3 HO: C 35.59, H 3.98, N 24.21; found: C
35.75, H 3.65, N 24.51.
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IR (ATR) V/cm’: 3346, 3137, 2882, 1617, 1590, 1414, 1379, 1335, 1233, 1041, 999,
807, 734, 516.

'H NMR (400 MHz, B0) & (ppm) 7.30 (1H, SHyiazoid, 4.70 (2H, SHpyr), 3.50 (2H, t,
J = 6.4 Hz, CHCH,OH), 2.54 (2H, tJ = 6.4 Hz, G4,CH,OH).

Tris[4-(4-(hydroxyethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lll)
[Tb(41)5]*

|be41!3|N&3 (C33H24N12015N%Tb, 1056.51 gmd})

Synthesised according to method E, using diddid100 mg, 0.309 mmol, 3 eq) and
terbium salt (38.4 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving an off-white powder (100 mg, yield: 92%).

Anal. (%) Calcd for G3H24N120:5NasTh. 7 HO: C 33.51, H 3.24, N 14.21; found: C
33.47,H2.72, N 13.97.

IR (ATR) V/em™: 3317, 3091, 2951, 1620, 1590, 1415, 1380, 1344, 1231, 1048, 1002,
808, 735, 568, 467.

'H NMR (400 MHz, BO) J (ppm) 40.82 (2H, br $loyr), 24.03 (1H, br sHyiazold), 9.19
(2H, br s, CHCH,0OH), 9.06 (2H, br s, B,CH,OH).

[Tb(41)3]Guas (C36H42N210]_5Tb, 1167.77 ngi')

Synthesised according to method F, using did@diq100 mg, 0.309 mmol, 3 eq) and
terbium salt (38.4 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving yellow crystals (100 mg, yield: 83%).

Anal. (%) Calcd for GgH42N21015Th. 3 HO: C 35.39, H 3.96, N 24.07; found: C
35.59, H 3.62, N 24.33.

IR (ATR) V/cm™: 3346, 3135, 2958, 1617, 1592, 1419, 1383, 1341, 1233, 1045, 1001,
761, 736, 531.

'H NMR (400 MHz, BO) § (ppm) 40.82 (2H, br $py1), 24.03 (1H, br SHyiazol), 9.19
(2H, br s, CHCH,0OH), 9.06 (2H, br s, B,CH,OH).

Tris[4-(4-(N,N,N-trimethylamminiomethyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europium(lll) [Eu(42) 5]

|EU!42!3| (C39H42N15012EU, 106481gmo]r)

Synthesised according to method E, using di@@d100 mg, 264 mmol, 3 eq) and
europium salt (32.3 mg, 0.088 mmol, 1 eq), giving off-white powder (85 mg, yield: 90%).

IR (ATR) V/cm™: 3377, 3096, 1619, 1586, 1415, 1375, 1340, 1248, 1043, 862, 738,
5609.

'H NMR (400 MHz, BO) & (ppm) 8.51 (1H, br Hiazed, 5.01 (2H, br s, B,N*), 4.77
(2H, br sHpy), 3.43 (9H, br s, NCHa)y).

Tris[4-(4-(N,N,N-trimethylamminiomethyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]terbium(lll) [Tb(42) 5]
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|be42!3| (C39H42N15012Tb, 1071.77 gmd})

Synthesised according to method E, using did@d60 mg, 0.160 mmol, 3 eq) and
terbium salt (19.8 mg, 0.053 mmol, 1 eq), giving off-white powder (32 mg, yield: 56%).

IR (ATR) V/cm™: 3378, 3096, 1617, 1586, 1417, 1373, 1337, 1248, 1041, 900, 735,
570.

'H NMR (400 MHz, DO) & (ppm) 43.21 (2H, br $Hoyr), 19.61 (1H, br sHyiazod), 5.50
(2H, br s, ®G:N™), 1.34 (9H, br s, NCHa)s).

Tris[4-(4-(N-2-hydroxyethyl-N,N-dimethylamminiomethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europium(lil) [Eu(43) 3]

|EU§43!3| (C42H43N15015EU, 1154.89 gmojr)

Synthesised according to method E, using did@dq100 mg, 0.245 mmol, 3 eq) and
europium salt (29.9 mg, 0.082 mmol, 1 eq), giving a white powder (68 mg, yield: 72%).

IR (ATR) V/em™: 3363, 3102, 1617, 1588, 1417, 1375, 1340, 1043, 805, 736, 573.

'H NMR (400 MHz, 0O) é (ppm) 8.29 (1H, br $Hiaza), 4.92 (2H, br s, B,NY), 4.74
(2H, br s,Hpy), 4.19 (2H, br s, 8,0H), 3.57 (2H, br s, RCH,CH,OH), 3.20 (6H, br s,
N*(CHs)2).

Tris[4-(4-(N-2-hydroxyethyl-N,N-dimethylamminiomethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbium(lll) [Tb(43) 5]

|be43!3| (C42H48N15015Tb, 1161.85 gmd})

Synthesised according to method E, using did@dq100 mg, 0.245 mmol, 3 eq) and
terbium salt (30.6 mg, 0.082 mmol, 1 eq), giving a white powder (87 mg, yield: 92%).

IR (ATR) V/cm™: 3367, 3095, 2964, 1615, 1590, 1421, 1375, 1341, 1045, 807, 738,
571, 468.

'H NMR (400 MHz, DO) d (ppm) 42.06 (2H, br $Hoyr), 20.78 (1H, br sHyiazold), 7.26
(2H, s, H,N"), 5.76 (2H, br s, B,0H), 4.8-2.3 (8H, br s, N\CH,CH,OH + N'(CHa),).

Tris[4-(4-(N,N,N-tris(2-hydroxyethyl)amminiomethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-
2,6-dicarboxylate]europium(lil) [Eu(44) 5]

|EU§44!3| (C43H60N15021EU, 1335.04 gmojr)

Synthesised according to method E, using diddid100 mg, 0.232 mmol, 3 eq) and
europium salt (28.3 mg, 0.077 mmol, 1 eq), giving a yellow powder (53 mg, yield: 52%).

IR (ATR) V/cm™: 3273, 2872, 1621, 1590, 1479, 1419, 1379, 1348, 1043, 859, 738,
475.
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'H NMR (400 MHz, DO) 6 (ppm) 5.18 (2H, br s, IE,N*), 4.74 (2H, br SHpyr), 4.54
(6H, br s, G,0H), 4.14 (6H, br s, NCH,CH,OH). Hyiazole NOt visible due to proton
exchange.

Tris[4-(4-(N,N,N-tris(2-hydroxyethyl)amminiomethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-
2,6-dicarboxylate]terbium(lll) [Th(44) 3]

Th(44 3 (C48H50N15021Tb, 1342.00 gmd})

Synthesised according to method E, using diddid100 mg, 0.232 mmol, 3 eq) and
terbium salt (28.8 mg, 0.077 mmol, 1 eq), giving a white powder (53 mg, yield: 52%).

IR (ATR) V/cm™: 3346, 2889, 1619, 1592, 1416, 1383, 1043, 859, 807, 738, 569, 479.

'H NMR (400 MHz, BO) ¢ (ppm) 43.20 (2H, br oy, 8.88 (2H, s, EN"), 3.20
(6H, br s, ®,0H), 2.55 (6H, br s, NCH,CH,OH). Hyiazole NOt visible due to proton
exchange.

Tris[4(4,5-dicarboxy-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]europate(ll)
[Eu(45);*

|EU§45 !3|Nag_(033H6N12024NagEU, 1313.33 ngJf)

Synthesised according to method E, using di@id100 mg, 0.31 mmol, 3 eq) and

europium salt (37.9 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving a white powder (124 mg, yield: 91%).
IR (ATR) V/em™: 3340, 3085, 1615, 1590, 1531, 1423, 1354, 867, 805, 573, 506.
'H NMR (400 MHz, BO) 6 (ppm) 4.92 (2H, sHpy).

Tris[4(4,5-dicarboxy-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-dicarboxylate]terbate(lIl)
[Th(45)3]*

[Th(45)s]Nag (CasHeN12024NagTh, 1320.30 g.mot)

Synthesised according to method E, using di@id100 mg, 0.31 mmol, 3 eq) and

terbium salt (38.5 mg, 0.103 mmol, 1 eq), giving a white powder (120 mg, yield: 88%).
IR (ATR) V/em™: 3356, 3091, 1604, 1529, 1419, 1377, 1352, 871, 807, 746, 571.
'H NMR (400 MHz, BO) 6 (ppm) 38.98 (2H, br $,y).

Tris[4-(4-(4-(N,N,N-trimethylaminio)phenyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europium(lll) [Eu(46) 3]

|EU!46!3| (C54H48N15012EU, 1251.02 gmdjr)

Synthesised according to method E, using did@&d60 mg, 0.166 mmol, 3 eq) and
europium salt (20.2 mg, 0.055 mmol, 1 eq), giving a yellow powder (64 mg, yield: 92%).
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IR (ATR) V/cm: 3359, 3100, 1617, 1588, 1412, 1371, 1354, 1266, 1043, 1007, 805,
759, 734, 560.
'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(4-(N,N,N-trimethylaminio)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]terbium(lll) [Tb(46) 5]

|be46 !3' (C54H48N15012Tb, 1257.98 gmd})

Synthesised according to method E, using did@&d60 mg, 0.166 mmol, 3 eq) and
terbium salt (20.7 mg, 0.055 mmol, 1 eq), giving a yellow powder (56 mg, yield: 81%).

IR (ATR) V/cm™: 3369, 3074, 1617, 1586, 1412, 1375, 1045, 1009, 807, 757, 734,

556.
'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(1,3-dimethyl-1H-imidazolio-5-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]europium(lll) [Eu(47) 5]

|EU!47!3| (C42H33N18012EU, 1133.79 gmdjr)

Synthesised according to method E, using did&d100 mg, 0.274 mmol, 3 eq) and
europium salt (33.4 mg, 0.091 mmol, 1 eq), giving a white powder (110 mg, yield: 95%).

Anal. (%) Calcd for GoH33N18012EU. 8 HO: C 39.47, H 3.86, N 19.73; found: C
39.16, H 3.16, N 19.33.

IR (ATR) V/em™: 3367, 3093, 1617, 1586, 1412, 1369, 1335, 1251, 1153, 1047, 1011,
805, 738, 613, 564.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.

Tris[4-(4-(1,3-dimethyl-1H-imidazolio-5-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pyridine-2,6-
dicarboxylate]terbium(lll) [Tb(47) 5]

Tb(47)3] (C4oH33N18015Th, 1140.75 g.mot)

Synthesised according to method E, using didéd100 mg, 0.274 mmol, 3 eq) and
terbium salt (34.1 mg, 0.091 mmol, 1 eq), giving a white powder (108 mg, yield: 95%)

IR (ATR) V/em™: 3371, 3091, 1588, 1412, 1371, 1049, 1013, 738, 621, 567.

'H NMR compound not enough soluble in common NMR solvents.
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2.3. NAAG analogues synthesis

Pyruvate titration for the transamination reaction

In a spectrophotometer cuvette were introduced 12uL NADH (10mg/b@l. of an
LDH solution (200 1U/mL, 1 IU) and 958uL of KPi buffer (100 mM, pH 7.6). Afte
measuring the initial DO at 340 nm (DO20uL of the reaction mixture were added in the
cuvette. After 5min, the final DO (DPwas measured. Concentration of pyruvate produced
during transamination is given by the following formula:
DOy — DO;
[Pyr] =~

6220 0

Dimethyl 2-acetyl-3-methylpentanedioate 5%C10H160s, 216.23 g.mot)

o)
MeOzC\//g/\COZMe 55

To a solution of methyl acetoacetate (17.42 g, 150 mmol, 1.5 eq.) and cretoyate
(20 g, 100 mmol, 1eq.) un MeOH (100 mL) was added a 1M solution of MeOMa@H
(30 mL). The mixture was heated to reflux for one day beforeadlution of the MeONa
solution was repeated (30mL). After one more day of reflyximgthyl crotonate was added
again ((10 g, 100 mmol) and heating was continued for one day. Afbdng, the mixture
was diluted with brine (250 mL) and extracted with EtOAc (3*150 milt)e combined
organic layers were dried over Mgs@nd concentrated under reduced pressure. Flash
chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 70/30 v/v) afforded the keibnas a
diastereomeric mixture (15.2 g, yield: 47%), isolated as a colourless liquid.

'H NMR (400 MHz, CDC}) d (ppm) 3.72 (3H, s, 0B3), 3.71 (3H, s, O83), 3.66 (2 x
3H, s, O®3), 3.56 (1H, dJ = 8.0 Hz, GHICO), 3.48 (1H, dJ = 8.0 Hz, GICO), 2.74 (2 x
1H, m, GHCHs), 2.50-2.20 (2 x 2H, m, ig,), 2.23 (2 x 3H, s, B3), 0.99 (2 x 3H, dJ =7.0
Hz, CHCH3).

Other analytical data were identical with those repotted.

Dimethyl 2-(1-acetoxyethylidene)-3-methylpentanedioate 5&1,H 1506, 258.27 g.mot)

OAc
|
MeOijk(\COZMe 56

To a solution 065 (4.4 g, 20.37 mmol, 1 eq.) in anhydrous pyridine (50 mL) was added
acetyl chloride (4.35 mL, 61.11 mmol, 3 eq.). The mixture was stitrdd &€ for 3 days,
before the addition of acetyl chloride (10.3 mL, 1eq) was repeateer &fie more day of
heating, the mixture was cooled to room temperature and dilutedw@h(150mL), washed
with water (100 mL) and with an aqueous saturated solution of £(820 mL). The organic
layer was dried over MgS(and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography
(eluent: cyclohexane/EtOAc, 80/20 v/v) affordg@las a colourless liquid (2.2 g, yield: 42%).
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H NMR (400 MHz, CDC}) & (ppm) 3.77 (3H, s, OBs), 3.65 (3H, s, O8), 3.24
(1H, hex,J =7.0 Hz, ), 2.54 (1H, ddJ; = 6.0 Hz,J, = 15.0 Hz, ®&,y), 2.48 (1H, ddJ; =
7.0 Hz,J = 15.0 Hz, Glx), 2.21 (3H, s, El3), 2.11 (3H, s, E5CO), 1.09 (3H, dJ = 7.0 Hz,
CHCHy)

Other analytical data were identical with those reported.

Dimethyl 3-methyl-2-oxopentanedioate u (gH1,0s, 188.18 g.mdf)
O

Meozc)H/\cozlvle 57

A solution of 56 (1.7g, 6.6 mmol) in CkCl, (20 mL) was treated at -78°C with a
mixture of @ and Q bubbling until saturation (blue coloration of the solution). After 30, m
the excess of ozone was removed by oxygen bubbling. Dimethylsi8fidey(l, 9.88 mmol,
1.5 eq.) was added, and the reaction mixture was allowed to warooro temperature.
Volatile compounds were removed under reduced pressure, and the ressddéuved with
40 mL of EtOAc. This solution was washed with water (40 mL) bnide (40 mL). The
organic layer was dried over Mgg@and concentrated under reduced pressure. Flash
chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 75/25 v/v) afford the KketoB3 as a
colourless liquid (710 mg, yield: 57%).

'H NMR (400 MHz, CDC}) 6§ (ppm) 3.89 (3H, s, O83), 3.69 (1H, m, El), 3.66 (3H,
s, OMH3), 2.83 (1H, dd,)J; = 9.0 Hz,J, = 17.0 Hz, G2y, 2.51 (1H, ddJ; = 5.0 Hz,J, = 17.0
Hz, CHa), 1.20 (3H, dJJ= 7.0 Hz, CH®3).

Other analytical data were identical with those repotted.

Lithium 3-methyl-2-oxopentanedioate 58CgHeLi 205, 171.99 g.maot)
O

LiOzC)H/\COQLi 58

To a solution of57 (670 mg, 3.56 mmol, leq.) in methanol (18 mL) was added
dropwise a 0.4M aqueous lithium hydroxide solution (18.7 ml, 7.48 mmol, 2.1 eq.). The
mixture was stirred at room temperature for 4 hours until comgigtiolysis. After
evaporation of MeOH, the pH of the aqueous solution was adjusted to hé hgdition of
Dowex 50X8 resin (Hform). The resin was removed by filtration before evaporatichef
water under reduced pressure. The lithium S8livas obtained as a white solid (611 mg,
yield:100%).

'H NMR (400 MHz, BO) ¢ (ppm) 3.32 (1H, m, B), 2.57 (1H, dd,J; = 5.5 Hz,J, =
15.0 Hz, ¢43y), 2.13 (1H, ddJ; = 8.5 Hz,J, = 23.0 Hz, ®3), 1.12 (3H, dJ = 7.0 Hz,
CHCHs).

Other analytical data were identical with those repotted.
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(2S,3R) and (2S,3S)-2-Amino-3-methylpentanedioic acid R)-53 and (S)-53 (CeH 11N Oy,
161.16 g.mof)

NH, NH,

HOZC/H/\CozH (R)-53 HOzC)\;/\COzH (S)-53

To a mixture 068 (950 mg, 5.55 mmol), cysteine sulfonic acid (950 mg, 6.1 mmol, 1.1
eq.), and L-2,4ynisopentyl glutamic acid (127 mg, 0.56 mmol, 0.1 eq.) in water (250 mL) at
pH 7.6 was added AspAT (50 IU) and BCAT (30 IU). The reaction nmexwas stirred at
room temperature and monitored by titration of pyruvate as preyidesicribed. When the
reaction was complete (20 h), the mixture was passed throughrarcof Dowex 50X8 resin
(H* form). The column was washed with water (70 mL) and then eluigd1M NH,OH.

The nynhydrin positives fractions were combined and concentratedrtessrynder reduced
pressure. The resulting mixture d&){53, (S-53 and L-2,4synisopentyl glutamic acid was
diluted with water (20 mL), and the pH was adjusted to 7.0 with NbB€fblre adsorption of
the products on a column of Dowex 1X8 (AdOrm). The column was washed with water
(25 mL) and eluted with 0.15M AcOHR]-53, (S-53 were isolated separately as white solid.

(R)-53 (180 mg, yield : 20%)

lH NMR (400 MHz, BO/NaOD) (ppm) 3.78 (1H, dj = 3.5 Hz, GINH,), 2.58 (2H,
m, CHCH; + CHCH.2), 2.42 (1H, m, CHEy), 1.04 (3H, dJ = 7.0 Hz, CHG2).
Other analytical data were identical with those repaorted.

(S)-53 (220 mg, vield : 25%)

H NMR (400 MHz, DO/NaOD)s (ppm) 3.80 (1H, dJ = 3.5 Hz, GINH,), 2.63 (2H,
dd, J; =5.5 Hz,J, = 15.5 Hz, CHElyy), 2.51 (1H, m, €ICHs), 2.43 (1H, dd,J; = 8.0 Hz,J, =
15.5 Hz, CHGly), 1.04 (3H, dJJ = 7.0 Hz, CHEls).

Other analytical data were identical with those repotted.

(2S,3S)-Dimethyl 2-amino-3-methylpentanedioate hydrochloride $)-60 (CgH16CINOy,
225.67 g.mot)
HCI  NH,

MeO,C~ > “COoMe  (S)-60

To a solution of $-53 (100 mg, 0.62 mmol, 1 eq.) in methanol (3 mL) was added
thionyl chloride (180uL, 2.48 mmol, 4 eq.). After 7 days of stiraigoom temperature,
volatile compounds were removed under reduced pressure, to &fe8d &s a white solid
(240 mg, yield : 100%).

Mp: 145-150°C

IR (KBr) v/cm': 2956, 1749, 1722, 1508, 1440, 1284, 1232, 1095, 1003, 933, 846,
756.
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'H NMR (400 MHz, BO) 6 (ppm) 4.19 (1H, dJ = 3.0 Hz, GINH,), 3.86 (3H, s,
OCHs), 3.71 (3H, s, O83), 2.64 (2H, dd.; = 6.0 Hz,J, = 16.0 Hz, CH®l,,), 2.58 (1H, m,
CHCHs), 2.47 (1H, ddJ; = 7.0 Hz,J, = 16.0 Hz, CHEl3), 1.05 (3H, dJ = 7.0 Hz, CHGl5).

13C NMR (100 MHz, BO) J (ppm) 173.5 (CCO,Me), 169.8 (CCO.Me), 57.4 (CH,
CHNH,), 53.7 (CH, OCHs), 52.4 (CH, OCHs), 38.1 (CH, CH,), 32.7 (CH,CHCHs), 15.1
(CHs, CHg).

(2S,3R)-Dimethyl 2-amino-3-methylpentanedioate hydrochloride R)-60 (CgH16CINOy,
225.67 g.mot)
HCI  NH,

MeO,C co,Me (R)-60

To a solution of R)-53 (100 mg, 0.62 mmol, 1 eq.) in methanol (3 mL) was added
thionyl chloride (180uL, 2.48 mmol, 4 eq.). After 7 days of stiraigoom temperature,
volatile compounds were removed under reduced pressure, to &jeBd &s a white solid
(240 mg, yield : 100%).

Mp: 145-150°C

IR (KBr) ©U/cm: 2956, 1749, 1722, 1508, 1440, 1284, 1232, 1095, 1003, 933, 846,
756.

'H NMR (400 MHz, BO) ¢ (ppm) 4.18 (1H, dJ = 3.0 Hz, GINH,), 3.86 (3H, s,
OCHj3), 3.70 (3H, s, 083), 2.67 (2H, m, GBICH3 + CHCHy), 2.41 (1H, m, CHE,), 1.09
(3H, d,J=7.0 Hz, CHEI3).

13C NMR (100 MHz, O) § (ppm) 173.5 (CCO.Me), 170.2 (CCO,Me), 57.8 (CH,
CHNH,), 53.9 (CH, OCHjs), 52.5 (CH, OCHj3), 37.6 (CH, CH,), 32.4 (CH,CHCHs3), 15.9
(CHjs, CHy).

(S)-Methyl 2-amino-6-(benzyloxycarbonylamino) hexanoate hydrochloride 62
(C15H230|N204, 330.81 g.mo‘h

CO,Me
Cbz\H/\/\/LNHZ HCl 62

To a solution of §-2-amino-6-(benzyloxycarbonylamino)hexanoic acid (1 g, 3.57
mmol, 1 eq.) in dry methanol (20 mL) cooled in an ice-bath was added deopmionyl
chloride (780 pL, 10.71 mmol, 3 eq.). After the addition, the mixture stiagd at room
temperature for 18 hours. The solvent was then removed under reducedeptesaffordo?2
as a white solid (1.18 g, yield : 100%).

Mp: 114-115°C

IR (KBr) U/cm™: 2954-2840, 1734, 1248, 1049.

'H NMR (400 MHz, DO) ¢ (ppm) 7.42-7.38 (5H, m, ), 5.08 (2H, s, €,Bz), 4.09
(1H, t,J = 6.0 Hz, @&4), 3.80 (3H, s, OH3), 3.10 (2H, tJ = 6.5 Hz, NHG,), 1.95-1.89 (2H,
m, CHCH), 1.5 (2H, m, NHCHCHy), 1.38-1.36 (2H, m, CHCI€H),)
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13C NMR (100 MHz, BO) 6 (ppm) 170.7 (CCOOCH;), 158.4 (C Cearbamary, 136.6 (C,
Ca), 128.8 (CH,CHa), 128.3 (CH,CHa), 127.6(CH,CHa,), 66.8 (CH, CH,Bz), 53.4 (CH,
CH), 52.7 (CH, OCHs), 39.7 (CH, NHCHy), 29.3 (CH, CHCH,), 28.2 (CH, NHCH,CH,),
21.3 (CH, CHCH,CHy).

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH23N»O4 [M-CI] *: 295.1658; found: 295.1663.

Dimethyl 4-(tert-butoxycarbonyloxy)cyclohex-3-ene-1,3-dicarboxylate 6@C15H2:07,
314.33 g.mof)

OBoc
MeO,C

Co,Me 66

To a solution of dimethyl 4-oxocyclohexane-1,3-dicarboxyfat2.05 g, 9.57 mmol, 1
eq.) in anhydrous toluene (30 mL) was addetedibutyl dicarbonate (2.29 g, 10.5 mmol,
1.1 eq.) and dimethylaminopyridine (175 mg, 0.15 eq.). The mixture wasdsttrroom
temperature for 18 hours, then washed with 0.5M aqueous solution of K(88@nL). The
agueous layer was extracted with EtOAc (2*60 mL). The combineahardpyers were dried
over MgSQ and concentrated under reduced pressure to give a white solid (2.8ldg, vi
95%).

IR (KBr) v/cm™: 2940, 1760, 1720, 1710, 1664, 1471, 1263, 1234, 1190, 1082, 1054,
1036, 962, 768.

'H NMR (400 MHz, CDC}) 6 (ppm) 3.73 (3H, s, 083), 3.71 (3H, s, 083), 2.77
(1H, m, H,.CH), 2.59 (2H, m, € + CH,,CH), 2.39 (2H, m, E,CH,CH), 2.10 (1H, m,
CH,CH2,CH), 1.85 (1H, m, ChCH,,CH), 1.53 (9H, s, (63)3).

3C NMR (100 MHz, CDCH) 6 (ppm) 174.5 (CCO,CHs), 165.3 (C, =CO,CHb),
154.9 (C, C€0), 152.3 (CCcarbonaty, 116.3 (C, €CO,CHj3), 83.7 (C,C(CHa)3), 66.7 (CH,
OCHg), 38.3 (CH,CHCO,CHg), 28.1 (CH, CHCH,CHy), 27.4 (CH, CHCH,C), 24.4 (CH,
CHCH,CH,).

(tert-Butyl carbonic) 7-methoxy-4-(methoxycarbonyl)-6,7-dioxoheptanoic anhydride 67

(C1sH2:00, 346.33 g.mof)
(@) O\n/o\’<
o)

MeO,C CO,Me 67
A solution of66 (500 mg, 1.59 mmol) in Ci&€l, (10 mL) was treated at -78°C with a
mixture of Q and Q bubbling until saturation (blue coloration of the solution). After 30, m
the excess of ozone was removed by oxygen bubbling. Dimethylsulfiéepl, 2.39 mmol,
1.5 eq.) was added, and the reaction mixture was allowed to warm taeogarature. The
compounds8 was used in the next step without purification.

0

- 215 -



Partie expérimentale

'H NMR (400 MHz, CDC}) 6 (ppm) 3.86 (3H, s, O8s), 3.68 (3H, s, 083), 3.31
(1H, dd,J; = 7.5 Hz,J, = 17.5 Hz, G1,:CH), 2.96 (2H, m, € + CH,,CH), 2.51 (2H, m,
CH,CH,CH), 2.00-1.93 (2H, m, C¥H,CH), 1.51 (9H, s, (E3)s).

%C NMR (100 MHz, CDC}) § (ppm) 191.6 (CCOCQ), 173.9 (C.COxannydridd, 167.2
(C, COCO,CHs), 160.8 (C, CKEO,CHs), 148.0 (C,Cearonay, 83.4 (C,C(CHs)s), 53.2 (CH,
OCHjs), 52.2 (CH, OCHg), 40.9 (CH2, CKH,), 38.9 (CH,CH), 31.3 (CH, CHCH,CH,),
27.7 (CH), 25.9 (CH, CHCH,CHb,).

Dimethyl 2-(3-(benzylamino)-3-oxopropyl)-4-oxopentanedioate 6@C;7H21NOg, 335.35

H
ot ]

MeO,C CO,Me 68

To a solution 067 (7.51 mmol) in CHCI, was added benzylamine (821 pL, 7.51 mL, 1
eq.). After 15 min, no Coformation was detected anymore. The mixture was washed with a
0.5 M aqueous solution of KHS@40 mL) and water (30mL). The organic layer was dried
over MgSQ and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (eluent:
cyclohexane/EtOAc, 40/60 v/v) afforded the amide 69 as a sligbtigw oil (2.01 g, yield:
80%)

IR (KBr) ©U/cm™: 3338, 3303, 3064, 3025, 2944, 1733, 1654, 1541, 1437, 1387, 1263,
1171, 740, 701.

'H NMR (400 MHz, CDC}) 6§ (ppm) 7.32 (5H, mHay), 5.83 (1H, br tJ = 5 Hz, NH),
4.43 (2H, dJ =5 Hz, H,NH), 3.87 (3H, s, O83), 3.67 (3H, s, 0O83), 3.33(1H, dd,); = 10
Hz, J, = 20 Hz, H,4,CH), 3.00 (2H, m, @ + CH,,CH), 2.27 (2H, m, &,CH,CH), 1.99 (2H,
m, CHCH,CH).

13C NMR (100 MHz, CDC}) ¢ (ppm) 191.9 (CCOCQ,), 174.4 (CCONH), 171.5 (C,
COCO,CHz), 160.7 (C, CKO,CHg), 138.2 (C,Cy), 128.7 (CH,CHay), 127.5 (CH,CHa),
126.8 (CH,CHj,), 52.9 (CH, OCHg), 52.1 (CH, OCHs3), 43.6 (CH, NHCH,Ph), 40.8 (CH,
CHCHy), 39.2 (CH,CH), 33.56 (CH, CHCHCHy), 27.25 (CH, CHCH,CHy).

HRMS-ESI m/z Calcd for G;H21NOgNa [M+Na]": 358.1267; found: 358.1267.

Anal. (%) Calcd for G/H21NOg: C 60.89, H 6.31, N 4.18; found: C 61.07, H 6.60, N
4.22.

g.mol™)

0
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Lithium 2-(3-(benzylamino)-3-oxopropyl)-4-oxopentanedioate 69C;sH1sLi ,NOg, 319.16

H
ot 1]

LiO,C CO,Li 69

To a solution 069 (2.38 g, 7.20 mmol, 1 eq.) in methanol (60 mL) was added dropwise
a 0.4M aqueous lithium hydroxide solution (37.3 ml, 14.9 mmol, 2.1 eq.). The mixase
stirred at room temperature for 4 hours until complete hydrolysier evaporation of
MeOH, the pH of the aqueous solution was adjusted to 7.6 by the additidowaix 50X8
resin (H form). The resin was removed by filtration before evaporatiomefater under
reduced pressure. The lithium B®&was obtained as a white solid (2.26 g, yield : 100%).

IR (KBr) v/cm: 3414, 3067, 2932, 1714, 1636, 1579, 1420, 1356, 1257, 1112, 744,
700.

'H NMR (400 MHz, BO) ¢ (ppm) 7.35 (5H, mHa), 4.36 (2H, s, €,NH), 3.02 (1H,
dd, J; = 8.0 Hz,J, = 17.5 Hz, ®1,,.CH), 2.83 (1H, ddJ; = 6.0 Hz,J, = 17.5 Hz, Gi,,CH),
2.63 (1H, m, ©), 2.29 (2H, m, €l,CH,CH), 1.78 (2H, m, CLCH,CH).

3C NMR (100 MHz, B:O) § (ppm) 204.3 (CCOCQO,), 182.3 (C, CCOy), 175.8 (C,
CONH), 170.0 (C, CIg0Oy), 137.9 (CCa), 128.7 (CH,CHay), 127.4 (CHCHy), 127.2 (CH,
CHay), 42.9 (CH, NHCH2Ph), 42.2 (CHCH), 41.6 (CH, CHCH,), 33.7 (CH, CHCH,CH,),
28.2 (CH, CHCH,CH,).

HRMS-ESI m/z Calcd for GsH1eNOg [M-2Li+H] : 306.0978; found: 306.0991.

g.mol)

)

(1S,3R)-1-Aminopentane-1,3,5-tricarboxylic acid 54CgH1aNOg, 219.19 g.mof)
CO,H
H,N

HO,C CO,H 54

To a mixture 069 (2.5 g, 7.84 mmol), cysteine sulfonic acid (1.2 g, 7.84 mmol, 1.0 eq)
in water (170 mL) at pH 7.6 was added AspAT (200 IU). The reactiotureixvas stirred at
room temperature and monitored by titration of pyruvate as preyidesicribed. When the
conversion rate reached 40%, the mixture was passed through a colDmnenf 50X8 resin
(H* form). The column was washed with water (50 mL) and then eluigd1M NH,OH.
The nynhydrin positive fractions were combined and concentrated tessrymder reduced
pressure. The resulting solid was suspended in 6M hydrochloric acrdl(4@nd heated to
reflux for 6 hours. The solvent was removed under reduced pressiirtheamesidue was
dissolved into water (20 mL). The pH was adjusted to 7.0 with NaObtdb#ie mixture was
passed through a column of Dowex 50X8 resifi {6fm). The column was washed with
water (70 mL) and then eluted with 1M NBH. The nynhydrin positives fractions were
combined and concentrated to dryness under reduced pressure.
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The residue was diluted with water (20 mL), and the pH was adjisi®f with NaOH
before adsorption of the products on a column of Dowex 1X8 {A@@). The column was
washed with water (25 mL) and eluted with a gradient of AcOH. CompB®dimeere isolated
as white solid (515 mg, yield : 30%).

Mp: 95-100°C

IR (KBr) v/cm™: 3550, 3480, 3416, 3238, 1637, 1620, 1520, 1404, 1111.

'H NMR (400 MHz, BO) ¢ (ppm) 3.78 (1H, ddJ; = 5.5 Hz,J, = 8.0 Hz, GINH,),
2.62 (1H, m, CHCHCHy), 2.43 (2H, td,J; = 3.0 Hz,J, = 7.5 Hz, G1,CH,CH), 2.26 (1H,
ddd,J; = 5.5 Hz,J, = 9.5 Hz,J; = 15.0 Hz, @,.CH), 1.92 (1H, m, E,,CH), 1.88 (2H, m,
CH,CH,CH).

13C NMR (100 MHz, BO) J (ppm) 178.5 (CCO.H), 177.6 (C,CO.H), 173.4 (C,
CO;H), 52.8 (CH,CHNH,), 41.2 (CH, CHCHCH,), 32.2 (CH, CHCH,CH), 31.1 (CH,
CHCH,CH,), 26.9 (CH, CHCH,CHy,).

HRMS-ESI m/z Calcd for GH14NOg [M+H]*: 220.0821; found: 220.0815.

Anal. (%) Calcd for GH13NOg.1.2 HO: C 39.90, H 6.44, N 5.81; found: C 40.04, H
6.23, N 5.68.

Ethyl 2-(isobutoxycarbonyloxy)cyclohex-1-enecarboxylate 7@C;4H,,0s, 270.32 g.mof)

O
EtO,C 4
1 3 72

To a solution of ethyl 2-oxocyclohexanecarboxylate (5.0 g, 29.4 mmol, lard.)
triethylamine (6.2 mL, 44.1 mmol, 1.5 eq.) in anhydrous THF (80 mL)aslded dropwise
isobutyl chloroformate (4.2 mL, 32.3 mmol, 1.1 eq.). The mixture wasedtiat room
temperature for two hours, and then filtered. The filtrate waserdrated under reduced
pressure. Flash chromatography (eluent: cyclohexane/EtOAc, 90/1@&ffdwled 75 as a
colourless liquid (6.90 g, yield: 87%).

IR (KBr) v/cm™: 2941, 1759, 1718, 1708, 1666, 1471, 1371, 1261, 1232, 1190, 1141,
1082, 1055, 1035, 962, 954, 767.

'H NMR (400 MHz, CDC}) ¢ (ppm) 4.17 (2H, @) = 7.0 Hz, G1,CHs), 3.98 (2H, d,
= 7.0 Hz, ¢H,CH), 2.40 (2H, m, E,CH,), 2.30 (2H, m, E,CH,), 2.02 (1H, m, E(CHy),),
1.74 (2H, m, EG,CH,), 1.66 (2H, m, E,CH,), 1.26 (3H, tJ = 7.0 Hz, CHCHj3), 0.98 (6H,
d,J=7.0 Hz, CH(E13)y).

3C NMR (100 MHz, CDC}) ¢ (ppm) 165.61 (CCO,Et), 154.8 (C, CEO), 152.4 (C,
Cearbonaty, 118.1 (C, €COzEL), 74.6 (CH, CHaisobuty), 60.4 (CH, CHaethy), 28.7 (CH, C°Hy),
27.7 (CH, C'Hp), 25.1 (CH, CH,), 22.0 (CH, C'H), 21.5 (CH,CHisobuty), 18.8 (CH,
CH3isobutst 14.0 (CH, CH3ethyD-
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7-Ethoxy-6,7-dioxoheptanoic (isobutyl carbonic) anhydride 73C14H 2,07, 302.32 g.mot)
O OTOJ\
o O
EtO,C 73
A solution of 72 (3.7 g, 3.7 mmol) in CkCl, (50 mL) was treated at -78°C with a
mixture of Q@ and Q bubbling until saturation (blue coloration of the solution). After 30, m
the excess of ozone was eliminated by oxygen bubbling. Dimethgésy345 pL, 5.55
mmol, 1.5 eq.) was added, and the reaction mixture was allowed o ¥a room
temperature. The compouiid was used in the next step without purification.
'H NMR (400 MHz, CDC}) 6 (ppm) 4.31 (2H, ) = 7.0 Hz, G4,CHs), 4.04 (2H, d,)
= 7.0 Hz, ¢i,CH), 2.88 (2H, m, ChKCH,CO), 2.50 (2H, m, CKCH,CO), 2.02 (1H, m,
CH(CHz3)y), 1.71 (4H, m, 2 €,), 1.36 (3H, tJ = 7.0 Hz, CHCH3), 0.96 (6H, dJ = 7.0 Hz,
CH(CH3)y).

Ethyl 7-amino-2,7-dioxoheptanoate 74CqH1sNO,4, 201.22 g.mof)
O

EtOZCM NF 74

@)

To a solution of73 (3.7 mmol) in CHCI, was added a 0.32M solution of ammonia in
THF (11.56 mL, 3.7 mmol, 1.0 eq.). The mixture was stirred at room tenapeifor 30 min,
before being concentrated under reduced pressure. The resultiogldilnot be purified by
chromatography and was used in the next step without purification.

'H NMR (400 MHz, CDC}) ¢ (ppm) 5.68 (2H, br m, N§j, 4.32 (2H, qJ = 7.0 Hz,
CH,CHa), 2.88 (2H, m, E,CO), 2.26 (2H, m, €8,CONH,), 1.69 (4H, m, 2 E,), 1.37 (3H,
t,J=7.0 Hz, CHCHy).

Ethyl 6-cyano-2-oxohexanoate 78CsH13NOs, 183.20 g.mot)
0

(0]
NM ~ 75

o

To a solution of74 (744 mg, 3.7 mmol, 1 eq.) and pyridine (600 pL, 7.4 mmol, 2 eq.) in
anhydrous THF (25 mL) cooled in an ice bath was added dropwise wHilcetic anhydride
(580 pL, 4.1 mmol, 1.1 eq.). After 30 min of stirring at 0°C, the mixtureallag/ed to warm
to room temperature. After stirring for two hours more, the mixtuas diluted with EtOAc
(100 mL) and washed with water (30 mL) and brine (30 mL). The ordayér was dried
over MgSQ and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (eluent:
cyclohexane/EtOAc, 60/40 v/v) afforde@@ as a colourless liquid (280 mg, yield: 46%)

IR (KBr) v/cm™: 2987, 2247, 1728, 1456, 1427, 1402, 1369, 1298, 1255, 1176, 1086,
1043, 858.
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'H NMR (400 MHz, CDC}) 6 (ppm) 4.33 (2H, ¢J = 7 Hz, H,CHs), 2.91 (2H, tJ =7
Hz, CH,CN), 2.37 (2H, tJ = 7 Hz, H,CO), 1.85 (2H, m, 6,), 1.70 (2H, m, ©.), 1.37
(23H, t,J = 7 Hz, CHCH>).

3C NMR (100 MHz, CDC4) § (ppm) 193.5(C,CO.Et), 160.8(C,C=0), 119.1(C,
C=N), 62.6(CH, CH,CHs), 38.1(CH, CH,CO), 24.1(CH, CH,CH,), 21.9(CH, CH,CHy),
17.0 (CH, CH,CN), 13.9(CH, CH,CHs).
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3. Nanoparticles related procedures

3.1. Nanoparticles synthesis

Synthesis of nanopatrticles

Ammonia solution (350 pL, 19 % w/w in water) and 75 pL of an aqueouscsoloit
the lanthanide complex (concentration range: 25.10 1.10' Mol.L™, depending on
complex solubility) were added to a mixture of NFhonylphenol pentaglycol ether (4.05 g,
9.02 mmol) and cyclohexane (93.3 mL). After 45 min of stirring at raamperature, 2.3 mL
of tetraethyl orthosilicate (TEOS, 10.3 mmol) were added. Aftehours under stirring, a
large excess of acetone was added to the solution. The resultihganivas left without
stirring for 24h and centrifuged (14000 rpm, 15min, 4°C). The nanopartickesweshed by
centrifugation with acetone (x2), water (x1), and ethanol (x2). Naholea were dried at
85°C in an oven for 24 h. (~100-200 mg).

Synthesis of functionalised nanoparticles

The previous procedure was slightly modified as follows:

24 hours after the first addition of TEOS, 230 uL of TEOS (1.03 mmaont) 1.03 mmol
of APTES (240 puL) were added to the mixture, and let under stiom24h before addition
of a large excess of acetone to the solution. The resultingmaiwas left without stirring for
24h and centrifuged (14000 rpm, 15min, 4°C). The nanoparticles were washed by
centrifugation with acetone (x2), water (x1), and ethanol (x2). Naholea were dried at
85°C in an oven for 24 h. (~150-200 mg).

Stability study

Nanohybrides NP-E4Q); and NP-Eu43);-NH, were suspended (10 mg/mL) into
phosphate-citrate buffer at pH 5.0, 6.0, 7.0 and 8.0, and sonicated for 10 mirlL4Adiays,
the suspensions were centrifuged and the supernatants were rentewvedndparticles were
resuspended into Tris.HCI buffer at pH 7.0. The luminescence of the sosged® mg/mL)
was recorded and compared with freshly prepared suspensions of ABsEarfd NP-
Eu@3)s-NH,, used as references.
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3.2. PEGylation procedure

Disuccinimidyl polyethylene glycolso dicarboxylate 52(CssHsgN2020, 812.81 g.mot)

0
0 0
g\ OJVOMOWO% -
o

Polyethylene glycol 600 bis(carboxymethyl) ether (500 mg, 0.83 mmoled.)Owas
dissolved into 10 mL of dichloromethanmg-Hydroxysuccinimide (240 mg, 2.08 mmol, 2.5
eq.) and 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochlori€2CI-HCI (400 mg,
2.08 mmol, 2.5 eq.) were added to the solution. The reaction mixture wed strernight at
room temperature, then filtered through a short column of silicéCg&Cl,), and the filtrate
was concentrated under reduced pressure to obtain the pure productlaarless oil (509
mg, yield 77%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6)8 (ppm) 4.61 (4H, s, O8,COO0), 3.67 (4H, m,
OCH,CHy), 3.57 (4H, m, OE,CH,), 3.51 (36H, m, OB,CH;0) 2.83 (8H, s, €2 nH9).

Grafting of PEG chains on nanopatrticles (NP-Eu(43)PEG-NHS)

NP-Eu@3);-NH, (50 mg) were sonicated into 10 mL of dichloromethane until the
suspension was homogeneous (about 10min). Then succinimidyl 52s{@20 mg, 0.28
mmol) was added to the suspension. The resulting mixture wasdstivernight at room
temperature. The nanoparticles were then washed by centofugsith dichloromethane
(x4), methanol (x2) and resuspended into dichloromethane. The nanopaytciead3)s-
PEG-NHS were dried at 25°C (49 mg).

3.3. Vector grafting

NP-Eu@3);-PEG-NHS (10 mg) were sonicated into 2 mL of dichloromethane thetil
suspension was homogeneous (about 10min). Then diisopropylethylamine (1&4duR{L
(hydrochloride form, 20 mg, 0.056 mmol, 40 eq.) were added to the suspensiomeand t
mixture was stirred overnight a room temperature. The nanopartizalesthen washed by
centrifugation with dichloromethane (x3), methanol (x2) , water, (RBthanol (x1) and
resuspended into dichloromethane. The nanoparticles NBEBUREG-DCL were dried at
25°C (10 mg).
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Résumeé :

Ce travail de thése a consisté en la conception et laatafi d’'une nano-sonde hybride luminescente
visant & permettre la détection précoce du cancer de la prostate.

La premiere partie de ce projet a été consacré a lhesmt par une voie de chimie click, d'une
bibliothéque d’acides 4-triazolyl dipicoliniques substitués en pos#i du triazole par une large gamme de
substituants. Ces diacides ont permis d’obtenir les complexesrogium(lll) et de terbium(lll)
correspondant, qui ont montré d’'excellentes propriétés optigwes, des rendements quantiques de
luminescence sous excitation UV pouvant atteindre 60% et 36%)gmaomplexes d’europium(lll) et de
terbium(lll) respectivement. D’autre-part, ces fluorophores mntétre excités efficacement en régime
biphotonique, a la fois au travers des transitions.S; et $ - T1. Sur la base de ces résultats, certains de
ces chélates ont été sélectionnés afin de les incorponsr diss nanoparticules de silice. Le procédé
d’élaboration par microémulsion inverse s'est révélé efficgour l'incorporation des complexes
électriguement neutres, mais n'a pas permis celle de nanots/briderporant des complexes chargés
négativement. Ces nanohybrides présentent des propriétés optcaesgristiques des lanthanides, avec des
rendements quantiques allant jusqu’a 30%. La surface de ces natsoeobjesuite été fonctionnalisée par
des groupements amino, qui ont permis le greffage de bras eispackun vecteur ciblant la PSMA, I'un
des signaux du cancer de la prostate, nous donnant ainsi accés a un modele de nanoksesckEnbem

Un autre volet de ce travail a été dédié a I'étude de nouveaux analogues @y dibAtrat naturel de la
PSMA. Bien que la synthése des deux composés cibles, sélectarmésune vingtaine de structures par
modélisation moléculaire, n’ait pu aboutir, elle a été largement avancée

Enfin, la derniére partie de ce travail décrit les peemrésultats obtenus vitro etin vivo avec les
nanosondes. Ces études ont porté sur I'évaluation de laxigttt des nanoparticules ainsi que sur leur
biodistribution chez la souris saine et chez la souris pateuse tumeur prostatique. Cette étude a révélé
une élimination rapide des nanoparticules par I'organisme, maisnalheureusement pas pu mettre en
évidence un marquage des zones tumorales par les nanosondes.

Mot-clefs : CuAAC, acide 4-triazolyl dipicolinique, complexes de lanthanide, luoenes,
biphotonique, nanohybrides, sol-gel, fonctionnalisation de surface, calecda prostate, analogues du
NAAG.

Abstract :

The aim of this project was the design of a luminescent nanopiloveing the early prostate cancer
detection.

The first part of this project was the synthesis, througlick chemistry approach, of a library of 4-
triazolyl dipicolinic acid substituted in position 4 of the zo0ée by a wide range of substitutive groups.
These diacids were used to synthesise the corresponding eufitipiand terbium(lll) complexes, which
showed excellent optical properties, with photoluminescence quaigldnunder UV excitation reaching
60% for europium(lll) complexes and 36% for terbium(lll) compsexdoreover, these phosphores have
been efficiently excited in biphotonic regime through the transitens-S;, and § - T;. The more
interesting chelates were selected for their further embeddiogsilica nanoparticles. The water-in-oil
emulsion process showed a great efficiency for the incorporatiefectrically neutral complexes, but did
not allow the embedding of negatively charged ones. The resultimghyltarids showed optical properties
typical of lanthanides, presenting photoluminescence quantum yields3@86. The nanoparticles surface
was then functionalised by amino groups, which were used to gegfa@er then a prostate tumour cells
vector, giving us a luminescent nanoprobe model.

The third section of this work was devoted to the study of apalogues of NAAG, the natural
substrate of the PSMA, one of the prostatic cancer signédtisouyh the synthesis of the two target
compounds, selected from more than 20 structures by molecular modebisgincompleted, they are now
within easy reach.

The last part describes the preliminary results obtamettro andin vivo with the nanoprobes. These
studies were focused on the nanoparticles cytotoxitcity ameess depending on the surface
functionalisation, and on their distribution, in healthy and in prastatmour bearing mice. This study
revealed the fast elimination of the nanoparticles by the agarbiut did not show any concentration of
nanoprobes in tumoral area.

Keywords : CUAAC, 4-triazolyl dipicolinic acid, lanthanide complexes, luminesgehimhotonic,
nanohybrids, sol-gel, surface functionalisation, prostate cancer, NAAG analogues.



