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Introduction

Les complexes fluorescents d'ions lanthanide (notamment Eu3* et Th3*) présentent
des durées de vie d'émission particulierement longues (t > 100 ps en solution aqueuse et a
température ambiante), autorisant ainsi des détections résolues dans le temps. Cette propriété
a permis a cette catégorie de marqueurs fluorescents de connaitre depuis plusieurs années un
fort développement au niveau d’applications biologiques et biomédicales: études
d’interactions entre biomolécules, fluoroimmunodosages, microscopie de fluorescence, ....
Elle permet en effet de saffranchir totalement des interférences dues & la fluorescence
naturelle (< 10 ns) des différents composants des milieux biologiques.

Un complexe Ln(lIl) fluorescent efficace doit étre évidemment caractérisé par une
durée de vie d’émission et un rendement quantique ¢élevés. Cependant, d’autres
caractéristiques telles que solubilité et stabilité cinétiqgue du complexe en milieu aqueux
peuvent étre critiques et doivent étre controlées si 1’on s’intéresse a des applications en milieu
biologique. Ces différentes contraintes expliquent le nombre relativement peu élevé de
complexes Ln* exploités a ce jour pour ce type d’applications.

Dans ce contexte, nos recherches ont porté sur la synthése de 11 nouveaux ligands
macrocycliques polyaminocarboxyliques intégrant un chromophore intracyclique ou
extracyclique et sur 1’é¢tude des propriétés photophysiques des complexes Eu(Ill) et Tb(III)

correspondants.

Dans le premier chapitre introductif, nous présenterons 1’intérét de 1’utilisation de la
fluorescence des complexes organiques d’ions lanthanide et nous décrirons les différents
processus directement impliqués au niveau de leurs propriétés de fluorescence. Apres avoir
établi les différents critéres a prendre en compte pour 1’élaboration de ligands efficaces pour
la photosensibilisation des ions Eu(lll) et Tb(lll) en milieu aqueux, nous présenterons
quelques exemples choisis de ['utilisation de ces complexes dans les domaines de la
bioanalyse. Nous terminerons ce chapitre par la présentation des différents ligands que nous

avons prévus de synthétiser.

Le second chapitre sera consacré a la synthese de macrocycles de 15 a 21 chainons

dérivés d’un squelette acide triéthyléne tétraamine tétraacetique (TTTA) assurant la solubilité
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et la stabilit¢ des complexes en milieu aqueux et d’un motif chromophore (mono, bi, tri-
hétérocycle) intracyclique permettant de collecter la lumicre et de transférer I’énergie a 1’ion

lanthanide.

[ Chromophore ]

I T
Ln3* = Eu®, Tb% / @
Nl J

Dans un troisiéme chapitre, nous présenterons les propriétés photophysiques des
complexes d’europium(IIl) et de terbium(IIl) dérivés de ces ligands : durées de vie et
rendements quantiques d’émission, constantes de vitesse des processus de désactivation non
radiatifs dépendants ou non de la température. La technique de fluorescence sera également
mise a profit pour évaluer la stabilité de ces complexes dans différents milieux aqueux et
biologiques. Dans une derniére partie, nous utiliserons 1’un de ces complexes pour une

expérience de technique de transfert d’énergie par résonance de fluorescence.

Nous nous intéresserons dans le chapitre suivant a la synthése de trois ligands
macrocycliques dérivés du cycléne (1,4,7,10-tétraazacyclododécane) fonctionnalisé par trois
groupements acide acétique et un motif chromophore N,C-pyridine-pyrazole. Les propriétés

de fluorescence de leurs complexes Eu®* et Th** seront également décrites et commentées.

Le dernier chapitre de ce manuscrit regroupera les protocoles expérimentaux

que nous avons utilisés pour 1’obtention de ces différents ligands et de leurs intermédiaires.
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Chapitre I : Marqueurs fluorescents et

complexes de Lanthanides
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Chapitre |

Dans une introduction générale intitulée "marqueurs fluorescents" nous
essaierons de classer et de décrire les différentes catégories de marqueurs fluorescents
disponibles pour des applications dans le domaine de la biologie, en mettant 1’accent sur leurs
limitations pour ce type d’applications. Apres avoir relevé dans cette premicre partie 1’ intérét
des complexes organiques d’ions lanthanides fluorescents d( a leur tres longue durée de vie
d’émission a température ambiante et en milieu aqueux, nous décrirons les différents
phénomenes d’activation et de désactivation photophysiques impliqués pour cette famille de
fluorophores. Nous donnerons ensuite un apercu des différentes classes de ligands utilisés
pour la complexation et la photosensibilisation des ions lanthanide en milieu aqueux et nous
essaierons de convaincre le lecteur de la potentialité de ces complexes comme outils de
diagnostic fluorescent dans le domaine de la biologie par quelques exemples pertinents. Nous
introduirons ensuite la notion relativement récente de sondes bimodales associant deux
techniques d’analyse dont la technique de fluorescence, et nous conclurons ce chapitre par la
présentation des objectifs de nos travaux et des molécules que nous avons prévues de

synthétiser dans ce cadre.

I Marqueurs fluorescents

1.1. Introduction

La fluorescence est un processus dans lequel un atome ou une molécule absorbe de la lumiére
a une longueur d'onde et la réémet trés rapidement a une autre longueur d'onde. Dans cette
technique, les domaines d’excitation et d’émission recouvrent les domaines UV-Visible et
proche IR. Parmi les méthodes physiques d’investigation, la fluorescence est caractérisée par
sa grande sensibilit¢ d’analyse (jusqu’a la visualisation de molécules uniques) et ses
résolutions (spectrale, spatiale, temporelle et d’orientation). Par ailleurs, associée a une
instrumentation optique adaptée, la mesure de fluorescence peut étre envisagée en terme de

spectroscopie et de microscopie optique.

La spectroscopie de fluorescence en général s’est donc avérée étre une méthode de

détection efficace et relativement accessible pour résoudre des problémes analytiques

19


http://www.futura-sciences.com/fr/definition/t/chimie-2/d/atome_1990/
http://www.futura-sciences.com/fr/definition/t/physique-2/d/lumiere_326/
http://www.futura-sciences.com/fr/definition/t/physique-2/d/longueur-donde_4575/

Chapitre |

complexes dans des domaines tels que les sciences de 1’environnement, le diagnostic médical
et la biologie. Dans le cadre d’applications biologiques, I’utilisation de marqueurs
fluorescents est une technique d’analyse de choix: elle permet la détection et le suivi en temps
réel d’especes d’intérét biologique.

A titre d’exemples nous citerons les applications suivantes:

— Dosages immunologiques, dosages d’ions bioactifs et d’analytes.

— Cinétiques enzymatiques.

— Etude de protéines (changements de conformation induits par des variations du milieu,
distances, sites de liaison, ....). et d’acides nucléiques (puces a ADN, hybridation,
photoclivage, ....).

— Mise en évidence d’interactions protéine-ligand, protéine-acide nucléique, protéine-sucre.
— Etude de membranes biologiques (caractérisation de la bicouche, micropolarite,
microviscositg, ...).

— Triage de cellules vivantes (cytométrie en flux)

— Etude de cellules vivantes (perméabilité de la membrane, endocytose, activité cytotoxique,
cycle cellulaire, dynamique des compartiments cellulaires, ...).

— Etude du protéome et du génome dans la cellule vivante a 1’aide de protéines rapporteurs
fluorescentes (les applications de la GFP -Green Fluorescent Protein- ont été couronnées par
le prix Nobel de chimie décerné a O. Shimomura, M. Chalfie et R. Tsien en 2008).

La mise en ceuvre de la grande majorité de ces applications

Q) fait intervenir différentes techniques de fluorescence: par exemple le
FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) utilisé pour mesurer la
diffusion de protéines dans la cellule, le FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) utilisé pour détecter des interactions moléculaires, le FLIM
(Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) utilis€ pour I’interprétation des
images d’intensité.

(i)  nécessite I’emploi de marqueurs de fluorescence (fluorophores) en
mettant a profit leurs caractéristiques optiques (coefficient d’extinction molaire,
longueur d’onde d’absorption, longueur d’onde d’émission, durée de vie de I’état

excité (t), rendement quantique de fluorescence (®@)).
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En dehors des biomolécules fluorescentes (GFP par exemple), on peut distinguer trois grandes
familles de fluorophores: 1) composés organiques, 2) composés inorganiques (Quantum

Dots), 3) composés organométalliques.
1.2. Fluorophores organiques

La plupart des sondes fluorescentes disponibles pour des applications biologiques et
biomédicales sont des molécules organiques (fluorophores). Il suffit pour cela de se reporter
au catalogue "Molecular probes"® qui met a la disposition de biologistes et de biochimistes
des biomarqueurs fluorescents, souvent fonctionnalises mais a des prix souvent dissuasifs.

Quelques exemples de ces fluorophores organiques ont été rassemblés dans la figure 1.

O
HO O Aexe= 495 nm D N Aexe= 503 nm
P Aem = 517 nm \ NN hem = 512 nm
T=7,6ns F’B\F T=4ns
COOH _ (CH,),COOH
D =0,95 . d=1
B Ll Bodipy FL
£=83000 cm™.M £ > 80000 cm™.M!
H H> 12
Fluorescéine 200 ) H,0
KO3S Aexe= 647 nm ®=0,27

SO4K exc=
O o) NN O hem=6600m &= 250000 cm™ . M!
'Tl N T=1ns H,O0 (pH=17,4)

|
((?H2)5 Cy5 CH2CH3
COOH

SOy SOg,
- H,oN 0 NH,

;:cxc: 496 nm O ‘ Aexc= 494 nm
em = 320 nm / Ay = 519 nm
1=432ns ) ef: 4lns

® = 1 (EtOH) | 00 © 0.9

-1 ng-1 =%
e 500?{0 on M '« &= 73000 cm™| M1
2 H2N“C\\O H,0 (pH = 7,4)
Rhodamine 101 Alexa fluor 488

Figure 1. Exemples de fluorophores organiques et leurs caractéristiques de fluorescence.

Bien que largement utilisés, ces fluorophores souffrent encore de quelques défauts qui
diminuent leur champ d’action dans le domaine de la biologie. On peut citer notamment :
(i) Leur faible déplacement de Stokes, c'est-a-dire que leurs bandes d’absorption et

d’émission sont trés proches en énergie. Dans les exemples donnés (Figure 1), ce déplacement
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de Stokes est compris entre 348 et 974 cm™. Le signal mesuré peut ainsi étre parasité par la
bande de diffusion Rayleigh (réémission, a la méme longueur d’onde, d’une petite fraction de
la lumiére excitatrice) et la sensibilité de la mesure diminuée par la présence de phénomeénes
de réabsorption. Dans le cas de la technique de transfert d’énergie FRET utilisant deux
fluorophores organiques, on peut avoir une excitation directe de I’accepteur.

(i) Leur bande d’émission large qui recouvre un domaine d’une centaine de
nanometres, ceci limite la possibilit¢ d’utiliser plusieurs sondes fluorescentes lors d’une
méme expérience (dosages multiplex).

(iii) Leur sensibilité au phénoméne de photoblanchiment (photobleaching), qui est un
processus irréversible de destruction de la molécule fluorescente lors d’une exposition
prolongée aux rayonnements. Lors d’une irradiation par une source lumineuse, une molécule
fluorescente a I’état excité peut soit émettre un photon, soit étre impliquée dans une réaction
photochimique qui va entrainer sa dégradation et empécher ainsi son retour a un état
excitable. Ces réactions peuvent se produire au sein de la molécule fluorescente, entre
molécules fluorescentes ou avec d’autres molécules présentes dans le milieu (par exemple
avec I’oxygene sous forme de radicaux libres). A chaque fois qu’on excite un fluorophore,
celui-ci fluoresce de moins en moins jusqu’a extinction de la fluorescence. La fluorescéine,
I’acridine orange ou le BODIPY ont une cinétique de photoblanchiment rapide. Ainsi par
exemple, seulement 17% de Dintensité initiale de fluorescence de la fluorescéine est
conservée apres 33 minutes d’irradiation a 1’aide d’un spectrophotométre.(z) On notera
toutefois que ce phénomeéne de photoblanchiment est mise a profit dans certaines techniques
de fluorescence telles que le FRAP.

(iv) Leur sensibilitt a «I’autoquenching» qui limite le nombre de sondes
fluorescentes que 1’on peut conjuguer a un vecteur biologique (et donc la sensibilité
d’analyse). Ainsi Voss et al.®) ont montré que le couplage covalent de 25 molécules de
fluorescéine sur la protéine BSA entraine une extinction de fluorescence de 98%.

(v) Leur durée de vie d’émission de fluorescence relativement courte (de I’ordre de la

nanoseconde).

Ce dernier point prend toute son importance lorsque I’on désire réaliser des analyses
en milieu biologique. En effet, certains composants biologiques (acides aminés aromatiques,
bases puriques ou pyrimidiques, NADH, ...) que ’on nomme fluorophores intrinséques,
génerent un signal de fluorescence entre 320 et 600 nm et présentent une durée de vie de

fluorescence analogue & ces marqueurs traditionnels (de ’ordre de la nanoseconde). Les
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principales caractéristiques photophysiques de fluorophores intrinséeques cellulaires sont

rassemblées dans le tableau 1.

Composé Absorption Fluorescence

Amax (NM) g(L.molt.cm™) | Aem (NM) @ ¢ (NS)

Tryptophane 280 5600 348 0,20 11

Tyrosine 274 1400 303 0,14 2
Phénylalanine 257 200 282 0,04 0,08
Y-base* 320 1300 460 0,07 0,91
Adénine 260 13400 321 2,610* 0,032
Guanine 275 8100 329 310" 0,024
Cytosine 267 6100 313 0,810* 0,005
Uracile 260 9500 308 0,410* 0,004

NADH 340 6200 470 0,019 1,2

Tableau 1. Caractéristiques photophysiques des principaux fluorophores cellulaires. * ARN
de transfert de levure (t-ARN).

Cette autofluorescence des milieux a analyser conduit donc a des signaux parasites qui
augmentent considérablement le bruit de fond au détriment du signal spécifique du marqueur
fluorophore. Cette limitation peut étre contournée, en partie, en utilisant un fluorophore qui
peut étre excité a une longueur d’onde supériecure a 500 nm qui ne correspond pas aux

longueurs d’onde d’excitation du milieu biologique.

1.3. Fluorophores inorganiques

Les Quantum Dots sont des cristaux semiconducteurs de formes sphériques et de dimensions
nanométriques qui présentent des propriétés de fluorescence ajustables par le contréle de leur
diameétre. Ils présentent des propriétés optiques qui permettent de reculer certaines limitations
inhérentes aux fluorophores organiques. Ils sont en effet caractérisés par une bande
d’émission étroite et symétrique, une durée de vie d’émission plus longue (10-100 ns,
typiguement), une meilleur brillance (ex®) due a un fort coefficient d’extinction molaire, une
meilleure résistance au photoblanchiment. lls permettent également de visualiser
simultanément des colorants de couleurs différentes. Ainsi dans le cas de Quantum Dots
formés de CdSe/ZnS et pour une méme longueur d’onde d’excitation de 450 nm, les
particules de 2 nm de diamétre émettent autour de 520 nm, tandis que celles de 6 nm émettent
autour de 620 nm.

L’appellation nanoparticules de ces quantum dots et leur structure inorganique qui contient le
plus souvent des métaux lourds présentant une toxicité aigue et chronique (Cd, Se, Te, etc...)

peuvent constituer malgré tout un frein a leur développement.
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I.4. Fluorophores organométalliques

Les complexes organométalliques (complexes de métaux de transition et complexes
d’ions lanthanide) présentent d’une manicre générale des rendements quantiques d’émission
plus faibles que les fluorophores organiques mais sont caractérisés par une trés longue durée

d’émission a température ambiante (uS / ms).

Un certain nombre de complexes métalliques dérivés de ligands polypyridine et de
métaux de transition notamment le ruthénium(Il),”) rhénium(1),®® rhodium(l),™”
iridium(111)® et platine(11)® ont été rapportés comme marqueurs biologiques fluorescents

potentiels. Quelques exemples sont représentés dans la figure 2.

Aem = 506 nm Aexc— 440 nm
1=6,28 us Aem = 586 nm
CHO ® =0,021 & 1=0,56 us
CHO CH;CN (298K) A ®©=0,019
CH;CN (298K)
NCS
Aexe™ 350 nm Aexc= 455 nm
Aem = 536 nm Aem = 628 nm
T=06,18 us t=1,40 ps
® =021 @ =0,099
CH,Cl, (298K) \ CH,CN (298K
~ | NS N CONHGH,CH;
s
=
_ =N )
Ao = 555 nm ( 4 co
1=0,72 ps \ 4, | co Aexc— 455 nm
® =0,236 N i Ay = 549 nm
Re em
CH;CN (298K) N | oo t=1,00ps
\_/ N O =034
Z | CH,Cl, (298K)
AN

Figure 2. Exemples de complexes de métaux de transition fluorescents et leurs
caractéristiques de luminescence.

Ils développent une émission dans le domaine du visible (500-600 nm) et une durée de vie

d’émission de 1’ordre de la microseconde. Dans le cas de la plupart de ces complexes, cette
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émission correspond & une relaxation radiative d’un état triplet & transfert de charge *MLCT
(dn(M) — ©*(N-N)) vers I’état fondamental. Il est a noter qu’un certain nombre de travaux

relatent la bioconjugaison de ces complexes.

La seconde catégorie de complexes organométalliques fluorescents présentant un
intérét dans le domaine de la biologie est constituée par les complexes d’ions lanthanide
Ln(II). Dans la série des lanthanides plusieurs ions ont la faculté d’émettre une radiation dans
le visible ou le proche infrarouge lorsqu’ils sont soumis & une excitation lumineuse. Les ions
terbium(IIll) et europium(Ill) présentent des durées de vie d’émission de l'ordre de la
milliseconde et émettent dans le vert (Aem = 550 nm) et le rouge (Aem = 620 nm),
respectivement. Ce sont actuellement les ions Ln(l11) les plus utilisés pour la bioanalyse et le
diagnostic médical comme en témoigne la commercialisation de plusieurs de ces complexes
(Figure 3).49

NCS
Eud* B Eu’*
Aexe= 304 nm Aexe= 330 nm
exc _
hom = 615 nm p 221228(1)(5) E/In'llcm'l
& =25000 M-lcm'! A -
©=0,34 ms ©=0,38 ms
—N  N= ® 0,02 | N ©=0,025
o P H,0 (pH 7,5)
\ / \ / 2 N
N N
HO,C  CO,H COH COuH
NS
C o
o
” NH Eu?t
NH Tb3* -
o Aege= 388
COLH Ay (€) = 327 (12000), e 4?;
J 342 (10500), 337 (9600) em "
N A =546 nm €=15278 M"'ecm (319 nm)
em
t=2,15ms T=1L4ms
\/COZH ®=04 ® =non indiqué
% oo HOEH H,0 (pH 7.4)
N N
_com NTTCOM N
HO,C 2 Q HO,C

CO.H HO,C

Figure 3. Exemples de ligands photoactifs d’ions Eu®* et Tbh*" développés par CISBIO
International (A), Perkin Elmer Life Sciences (B), Invitrogen (C) et Amerscham (D).

25



Chapitre |

Les ions Samarium(I11) (émission orange, Aem = 590 nm) et Dysprosium(l11) (émission jaune-
orange, Aem = 570 nm) caractérisés par des durées de vie d’émission plus faibles (10 — 100 us)
sont également employés. L utilisation des ions Ln(III) émettant dans I’infrarouge (Nd(I1I) :
Aem = 1065 nm, Er(II) : Aem = 1509 nm et Yb(III) : Aem = 978 nm) est actuellement en cours
d’études. Caractérisés par une durée de vie d’émission de I’ordre de la microseconde et par un
rendement quantique assez faible (souvent < 1%), leur intérét réside dans leur capacité a étre
excité dans le domaine du visible et d’émettre dans le proche infrarouge, et donc susceptible
d’étre utilisés in vivo du moins chez le petit animal. L’ion Gd(IIT) dont les complexes sont
utilises comme agents de contraste en imagerie par résonance magnétique (IRM) est peu
utilisé car son émission, dans l’ultraviolet, interfére avec les processus d’absorption ou

d’émission des composés organiques et biologiques.

En dehors de leur longue durée de vie d’émission, ces complexes d’ions Ln(lll)
présentent des déplacements de Stokes relativement important (supérieur & 10000 cm™ pour
les exemples rapportés dans la figure 3) et sont résistants au phénomene de photoblanchiment.
D’autre part, contrairement aux fluorophores cités précédemment, leurs spectres d’émission
sont constitués par plusieurs bandes d’émission fines (quelques nanometres). Cette derniére
caractéristique permet de les utiliser en tant que sondes fluorescentes simultanément pour

doser de deux a quatre composés différents dans une méme solution (analyses multiplex).

Bien que présentant des rendements quantiques de fluorescence plus faibles que les
fluorophores organiques, tout I’intérét de ces complexes organométalliques a durée de vie
d’émission supérieure a 1 ps réside dans leur association avec la technique de fluorescence en
temps résolu.

En effet cette technique permet d’éliminer tous les artefacts lumineux dus a I’appareillage et a
I’autofluorescence des milieux biologiques. Le principe de cette technique est schématisé
dans la figure 4.

Dans le cadre de cette technique, une courte impulsion de lumiere est envoyée sur
I’échantillon, provoquant I’excitation de toutes les molécules fluorescentes du milieu
d’analyse. La décroissance du signal des biofluorophores a courte durée de vie d’émission (~
ns) sera beaucoup plus rapide que celle des fluorophores a longue durée de vie d’émission (>

1ps). En respectant un délai (Td) suffisamment long avant I’analyse du signal lumineux, celui
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dd a I’autofluorescence du milieu s’éteint en premier et ne subsiste que celui d0 au marqueur
fluorophore. Ainsi seul le signal émis par le marqueur est pris en compte, ce qui augmente
considérablement le rapport signal / bruit de fond. De plus, il est possible d’accumuler le
signal du marqueur pendant un temps (Tg) proportionnel a sa durée de vie d’émission,

améliorant d’autant la sensibilité de la mesure.®

A

Flash d’excitation

(b}
% Fluorescence longue (> ps)
(72
L
S
E Td: début d’acquisition
o Tg: durée d’acquisition
= fluorescence
I= courte
(ns)
L MESURE

> temps
Td Td+Tg

Figure 4. Principe de la technique de fluorescence en temps en résolu.

En supposant que I’intensité de fluorescence du signal d’autofluorescence (Iayo) €St 1000 fois
plus elevé que celui du marqueur (Imarq) au temps zéro et que la durée de vie d’émission des 2
signaux est de 10 ns et de 1 ps respectivement, le rapport des intensités lauo / lmarq Sera de
88/12, 5/95 et 0 apres des délais de 50, 100 et 150 ns.

L’analyse est rapide, s’effectuant en quelques minutes et ne nécessite pas un appareillage

coditeux, tout au moins avec des marqueurs présentant un t > 100 ps.

Afin de convaincre le lecteur de la pertinence de cette association fluorophores a
longue durée de vie d’émission et technique de fluorescence en temps résolu, nous rapportons
ci-apres une expérience réalisée au sein de notre équipe.

Le milieu a analyser est constitué d’un mélange de milieux membranaires, de GFP et d’un
complexe de terbium présentant une durée de vie de 1,71 ms. La figure 5a représente le

spectre d’émission de ce milieu aprés une excitation a 290 nm et en mode fluorescence
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classique (c'est-a-dire enregistrement du spectre aussitot apres la fin du pulse d’excitation). Le
spectre d’émission observé présente plusieurs bandes dues a la diffusion Rayleigh (A = 290
nm), a la fluorescence des protéines membranaires (A = 350 nm), a la fluorescence de la GFP
(A = 500 nm) ainsi qu’aux harmoniques de second ordre correspondantes a la diffusion de
Rayleigh et a la fluorescence des protéines. On ne distingue pas le signal di au complexe de
terbium (A = 540 nm). La figure 5b représente le spectre d’émission du méme milieu apres
une excitation a 290 nm, mais enregistre en temps résolu (td = 0,1 ms et tg = 1 ms). Ainsi que
I’on peut le constater, le signal du marqueur Tb(IIl) est totalement discriminé des artefacts

lumineux dus a I’appareillage et a I’autofluorescence du milieu a analyser.

< 800 a) ‘<800
=) =
@ 2
.(7) 'a
= = [\
ol | | e ,
200 300 400 500 600 700 800 A/nm 200 300 400 500 700 800 Anm

Figure 5. Spectres d’émission d’un milieu d’analyse (voir texte) enregistrés en mode
fluorescence classique (a) et en mode fluorescence en temps résolu (b).

Il Luminescence des ions lanthanide

Tous les ions lanthanides, excepté les ions La(lll) et le Lu(lll) (de configurations

respectives 4f° et 4f*

) sont luminescents. Les électrons f étant des électrons de cceur, ils sont
peu affectés par I’environnement autour de 1’ion. Les transitions f-f sont d’autre part
théoriquement interdites par les regles de sélection électrique dipolaire (régle de Laporte et
regle du spin). En pratique, le couplage des états électroniques avec les états vibrationnels et
les mélanges de fonctions d’ondes de différents nombres quantiques J ou de différentes parités
atténuent cette interdiction.

Il en reésulte :

- des bandes d’absorption et d’émission trés fines (~ 10 nm a mi-hauteur).

- un coefficient d’extinction molaire faible (entre 1 et 10 L.mol™*.cm™).
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- une durée de vie d’émission de luminescence longue pour certains lanthanides (de 1’ordre de

la milliseconde pour les ions Eu(l11) et Th(II)).

Les raies d’émission des ions lanthanide correspondent aux différentes transitions
spécifiques a chaque ¢lément, ainsi que I’on peut le constater dans la figure 6 ou est
représenté le diagramme des niveaux d’énergie des ions Ln(III) les plus utilisés pour leur
fluorescence (excepté Gd(111)).4? L’intensité de ces raies d’émission dépend de la différence
d’¢énergie AE entre le niveau excité de 1’ion Ln(III) le plus bas et son état fondamental le plus
proche. Plus la différence entre ces deux niveaux est faible, plus 1’état excité subit des
désactivations non radiatives provenant des niveaux vibrationnels, qui sont nombreux dans les
complexes organiques. Dans ce cadre les ions les plus intéressants pour des applications
seraient donc les ions Eu(l11) et Th(ll1) avec des différences AE de 12300 cm™ (°Do — Fg) et

de 14200 cm™ (°D4 — "Fo), respectivement.

Energie | cm™
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5p. —
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‘G, = s Foi
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sF. &F — :
10000—— =T He s i
hea 1 g F . b ——
B0 _ S T
1307 — L - iHﬁ_ 1
L P B — — .
o —— 5] h & Moo 'F:_"’_ 5. A 4 F, Hiea Fom Y
Ni(lIl) Eu(ll)  Gd(m)  Thi Yb(ill)

Figure 6. Diagramme partiel d’énergies pour les ions Ln(Ill) aqueux : principaux niveaux
luminescents (en couleur) et leurs niveaux fondamentaux. 2
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11.1. Effet d’antenne

Les coefficients d’extinction molaires des ions Ln(IIl) étant faibles, il est nécessaire
d’utiliser des sources intenses (Laser) pour pouvoir les exciter de maniere directe. On peut
toutefois les exciter de maniére indirecte en les associant a un chromophore possédant un
coefficient d’extinction molaire élevé et jouant ainsi le role de collecteur de photons. Ainsi
I’excitation de ce dernier peut étre suivie d’un transfert d’énergie vers le lanthanide,
permettant ainsi le peuplement efficace des états excités du métal, ainsi que 1’émission
radiative a partir de ces états: c’est ce qu’on appelle 1’effet d’antenne ou processus
« A.TE.E. » (Absorption — Transfert d’énergie — Emission) (Figure 7). Cet effet d’antenne fiit

décrit pour la premiére fois par S. I. Weissman en 1942. ¥

g

=, Transfert d’énergie

M *y intramoléculaire
Absorption
. Emission
lg Lanthanide complexé
| ‘\\(1.5‘\
| 11
1 : TE
A 1 1 état émissif
i | de’ion Ln3*
. 1 L
| 1 m
. | E §
I l N 8
. I ]
\ 4 v §
Ligand lon Ln3*

Figure 7. Principe de I’effet d’antenne (A.TE.E.).

Le processus le plus souvent impliqué met en jeu I’état triplet du ligand. 1l se déroule en
quatre étapes illustrées a la Figure 7, sous forme d’un diagramme de Perrin-Jablonski
simplifié. Le chromophore organique absorbe 1’énergie lumineuse et peuple ses états excités
singulets 'S. Le ligand est adapté si d’une part, un croisement inter-systéme permet le
peuplement de son état excité triplet 'T et, d’autre part, un transfert d’énergie efficace a lieu
de cet état triplet vers les états excités du lanthanide. Les états excités du lanthanide sont
ensuite relaxés par un processus radiatif, conduisant a I’émission de la lumiére. Cette suite de

transferts d’énergie implique une importante différence d’énergie entre l’absorption de
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photons par 1’antenne et I’émission de photons lors de la relaxation du métal. Cela se traduit
par un déplacement de Stokes important.

Ce mécanisme est le plus raisonnable pour les raisons suivantes :

- Une probabilité importante du croisement inter-systéme, favorisé par la présence d’un atome
lourd (I’ion lanthanide).

- Une durée de vie longue de T (us - ms) par rapport a 'S (ns).

- Un faible couplage entre les niveaux vibrationnels de 'S et les niveaux électroniques 4f.

I1 faut cependant noter quelques cas particuliers ou I’émission de 1’ion ne peut se justifier que

par une excitation directe des niveaux 4f a partir de 1’état lg, (14.19)

Le transfert de 1’état triplet du chromophore vers les états excités du lanthanide peut
étre expliqué par les théories de Dexter® et Forster 47
1) Le mécanisme de Dexter fait intervenir un transfert électronique entre le donneur et
I’accepteur. Dans ce cas un électron du niveau excité du ligand (*T) est transféré sur un état
excit¢ de I'ion de terre rare tandis que simultanément un électron provenant de 1’état
fondamental du lanthanide est transféré sur le niveau °S du ligand. Ce mécanisme nécessite
donc un contact entre les orbitales moléculaires des deux entités. L’efficacité du transfert est
fonction de 1/e® (R= distance entre le donneur et I’accepteur).
2) Le mécanisme de Forster repose sur des interactions coulombiennes de type dipble-dipdle
entre le ligand et le métal. L’efficacité du transfert dans ce cas est inversement proportionnelle

aRr®.

Quelque soit le modele retenu, 1’efficacité du transfert intramoléculaire dépend donc
de la distance entre le chromophore et 1’ion lanthanide. Ainsi, plus le chromophore est proche
du lanthanide, plus le transfert d’énergie sera efficace et plus I’émission de luminescence du
lanthanide sera importante.

A ce titre, les nombreux chromophores utilisés dans la littérature comme photosensibilisateurs
des ions Eu®" et Th**,™® possedent pour la plupart d’entre eux des sites de coordination
susceptibles de participer directement a la coordination de 1’ion lanthanide. On peut citer entre
autres des B-dicétones aromatiques,“® des hétérocycles azotés (polypyridine, phénanthroline,

quinoléine)®?, des dérivés oxygénés (phénol,1-hydroxy-2-pyridone)®?. . ..
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Des chromophores dépourvus de sites de coordination tels que les groupes aréne et polyarenes
(benzéne, naphtaléne, triphenyléne,.....)?? sont cependant également utilisés pour

photosensibiliser les ions Eu(l11) et Th(IlT).

X
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x X
OH OH
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Figure 8. Quelques exemples de chromophores photosensibilisant les ions Eu®" et (ou) Th**.

11.2. Processus de désactivation non radiative

L’intégration d’un chromophore possédant un coefficient d’extinction molaire élevé
est une condition nécessaire mais pas suffisante pour obtenir des complexes fortement
luminescents. En effet, cette luminescence peut étre affectée par plusieurs mécanismes de

désactivation (Figure 9) :
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Figure 9. Facteurs influencant la luminescence des ions Ln(lll) photosensibilisés par un
chromophore.
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I1 s’agit de la présence :
1) de molécules d’eau dans la 1% sphére de coordination du métal.
2) d’état LMCT.

3) de transfert d’énergie en retour.

11.2.1. Influence des molécules d’eau coordonnées au métal

La présence d’oscillateurs moléculaires de type O-H ou N-H dans la premiere sphere
de coordination du lanthanide affecte la durée de vie de luminescence et le rendement
quantique du complexe. Ainsi, lorsque des molécules de solvants protiques (H,O) sont
coordonnées au centre metallique, leurs modes vibrationnels peuvent interagir avec les
niveaux électroniques excités de I’ion (°Dg pour Eu** et °D, pour Tb*), conduisant & un «

quenching » de la fluorescence ©2.

L’efficacité de ce « quenching » d( a des couplages vibroniques est fonction :

- de la fréquence d’¢longation vibrationnelle de 1’oscillateur. L’effet de « quenching »
suivra I’ordre OH > NH > CH.

- de la distance entre I’oscillateur et le métal. Il a été estimé qu’une molécule d’eau
présente dans la premiére sphére de coordination du métal (2,36 A) apporte une contribution
sept fois plus importante au « quenching » de fluorescence qu’une molécule d’eau située dans
la seconde sphére de coordination (4,50 A).?®

- De la différence d’énergie AE entre le niveau le plus bas de 1’état excité et le niveau
le plus ¢élevé de I’état fondamental. Pour un vibrateur donné, la désactivation est d’autant plus
faible que AE est grand. L’efficacité de désactivation par des molécules d’eau sera donc plus
grande dans le cas des complexes d’europium(IIl) (AE = 12300 cm™) que dans le cas des
complexes de terbium(l11) (14200 cm™).

En effet, dans le cas de I’europium, le couplage vibrationnel s’effectue entre 1’état °Dy et état
vs pour le vibrateur O-H, tandis que pour le terbium c’est la 4°™ harmonique vibrationnelle
du groupe OH qui est sollicitte. De méme pour les deux ions, la désactivation par les
vibrateurs O-H sera supérieure a celle provoquée par les vibrateurs O-D. La figure 10 permet

d’illustrer ces données.
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Figu(rz% 10. Désexcitations vibrationnelles des complexes Eu(lll) et Tb(lll) dans H,O et
D,0.

11.2.2. Etat LMCT

L’état LMCT (Transfert de Charge Ligand Métal) est issu d’un transfert d’électron
photoinduit du chromophore vers le métal. Ce processus, est favorisé par la présence de
groupements donneurs d’électrons (comme les amines) sur le ligand @29 ; il est observé dans
le cas de I’ion Eu** qui posséde un potentiel de réduction plus élevé (E°= -0,35 V pour Eu*/
Eu?*) que celui du terbium (E°= -3,47 V pour Tb**/ Tb?"). Ainsi, la formation d’un ion Eu* et
d’un cation radical entraine une désactivation non radiative des €tats excités de I’antenne.

Il a été établi que la coordination d’anions fluorure a I’europium permet de déplacer les états
LMCT du ligand vers des niveaux d’énergie plus élevée, réduisant de ce fait ce processus de
désactivation non radiative ®”. En plus, I’état LMCT est activé thermiquement ¢’est-a-dire
que le peuplement sera d’autant plus important que la température sera €élevée, 1’expression de
la vitesse de transfert selon 1’équation de type Arrhenius est proportionnelle au terme (-
AE/KT). Ainsi, ’abaissement de la température permet donc de minimiser ce processus de

désactivation non radiative et par conséquent révele son existence.

11.2.3. Transfert d’énergie en retour

Un transfert en retour du niveau émetteur du lanthanide (Tb**, °D4, E= 20500 cm™;
Eu®*, °Dy, E= 17300 cm™) vers Iétat triplet du ligand peut se produire lorsque la différence
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énergétique entre ces deux niveaux est faible. Une étude détaillée a été réalisée par M. Latva

et al. ©®®

sur une séric de complexes de Tb(Ill) et d’Eu(Ill) dérivés de ligands
polyaminocarboxylates. Ils ont démontré que le transfert était irréversible a partir d’une
différence d’énergie entre ces deux états supérieure & 1850 cm™. Cette méme étude a révélé
un transfert efficace pour un état triplet du ligand positionné autour de 22 000 cm™, pour
laquelle le rendement quantique aprés excitation du ligand devient significatif dans le cas d’un
complexe Th(llI).

Dans le cas d’une différence énergétique plus faible, un processus de transfert en retour de
type vibrationnel a lieu, processus qui dépend de la température, selon une équation de type
Arrhenius.

Dong, il faut que le niveau énergétique de 1’état triplet du ligand soit correctement positionné

par rapport aux états excités de 1’ion étudié.

111 Edifices Ln(I11) luminescents

Pour qu'un complexe lanthanidique puisse étre utilis€ comme marqueur fluorescent a
des fins d’analyses biologiques, plusieurs critéres doivent étre requis que ce soit au niveau du
ligand ou de son complexe :

1) Le ligand doit intégrer dans sa structure un motif chromophore, jouant le réle de collecteur
de photons (antenne), il doit transférer de manicre efficace cette énergie lumineuse a 1’ion
lanthanide.

2) La longueur d’onde d’excitation (et donc d’absorption) du chromophore doit étre la plus
élevée possible afin de minimiser les dommages occasionnés par une photoexcitation du
matériel biologique. D’un autre coté, afin d’optimiser le processus de transfert d’énergie entre
le chromophore et I’ion lanthanide, il a été établi que la longueur d’onde d’absorption doit se
situer a une longueur d’onde inférieure a 385 nm pour les complexes d’europium et 346 nm
pour les complexes de terbium.??

3) Le produit des valeurs de rendement quantique et de coefficient d’extinction molaire (D x
€) doit étre le plus élevé possible, car c’est ce terme appelé " brillance ™ qui détermine le seuil
de sensibilité de la sonde fluorescente.

4) Le ligand doit étre capable de complexer fortement 1’ion lanthanide afin d’induire une

bonne stabilité du complexe en milieu aqueux (pH = 7).
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5) Le nombre des fonctions coordinantes ou des atomes donneurs (N, O) doit étre supérieur
ou égal a 9, de manicre a éviter la coordination au niveau du métal d’'une ou plusieurs
molécules d’eau, protégeant ainsi le lanthanide des oscillateurs désactivants (vibrateurs O-H)
conduisant au « quenching » de luminescence.

6) Le complexe doit présenter une bonne solubilité dans 1’eau.

7) Le schéma de synthése du ligand doit permettre 1’introduction d’un groupement
fonctionnel réactif afin de permettre un greffage covalent du complexe sur un vecteur

d’intérét biologique.

Les ligands qui ont été développeés en vue de telles applications peuvent se différencier
suivant I’agencement des différentes composantes (squelette complexant et chromophore). On

peut distinguer quatre familles : les cryptands, les macrocycles, les acycliques, les podands.

I11.1. Les cryptands

I1 s’agit de la famille de ligands la moins décrite dans la littérature, peut étre en raison
de leur synthése plus délicate. Dans cette famille, le ligand le plus connu est le cryptand
trisbipyridine (A, figure 11) initialement décrit par J. M. Lehn®® puis développé par la société
Cis Bio International. En raison de leur structure tridimensionnelle, les complexes d’ions
Ln(1I1) correspondants sont caractérisés generalement par des constantes de stabilité trés

élevées en milieu aqueux et surtout par une excellente stabilité cinétique.

Figure 11. Exemples de cryptands : A%, BG? cGD p©2),
La nature rigide de ces récepteurs ne permet pas toujours de protéger de fagon optimale le

métal vis-a-vis des molécules d’eau ou de former des complexes 1 ligand : 1 métal. Ainsi 2-3
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molécules d’eau sont coordonnées au métal dans le complexe Eu-trishipyridine®®, tandis que
le cryptand C (Figure 11) conduit a la formation de complexes de stecechiométrie 2 ligands : 1
Eu®. Dautre part, la possibilité d’introduire 3 motifs chromophores dans ce type

d’architecture permet d’optimiser leur capacité d’absorption (coefficients € élevés).

I11.2. Les macrocycles multibranchés

L’introduction de bras latéraux constitués d’unités monodentes (ou polydentes) sur des
macrocycles permet d’obtenir des récepteurs combinant forte stabilité et flexibilité structurale.
La cavité macrocyclique assure une rigidité¢ a I’ensemble tandis que les bras latéraux assurent

une structure tridimensionnelle.

L’une des structures macrocycliques la plus utilisée est sans aucun doute le cyclen (tétraaza-
1,4,7,10-cyclododécane) ou 1’un des bras latéraux porte un chromophore et les trois autres
bras des fonctions complexantes (acide carboxylique, acide phosphonique, amide, .....). Des
complexes tres stables en milieu aqueux sont obtenus avec les ions Ln(lll), tant au niveau
stabilité thermodynamique que cinétique. Quelques structures sont représentées dans la figure
12. Le méme type d’architectures a été également construit a partir de plateformes

calixarénes.??

e o a0
[N Nj EtO,C [N Nj O . [
HOQCJ \gz/c O Me)\H/u\/ N\F/:Nz /R(;H/
EtOzC><NH
Me

Figure 12. Exemples de ligands dérivés du cyclen : A9, B®®) ¢cG9,

L’autre alternative repose sur 1’utilisation d’un macrocycle intégrant dans sa structure un
chromophore intracyclique (Figure 13). Dans ces structures, 1’étape de photosensibilisation
chromophore — Ln(Ill) s’effectue entre deux partenaires dans une conformation rigide,
situation qui est susceptible d’améliorer les vitesses de transfert d’énergie. D’autre part, le

nombre d’atomes donneurs peut étre facilement modulé en ajustant le nombre de bras ou la
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nature du chromophore (mono-, di-, tri-hétérocycle). Les complexes Ln(lIl) dérivés de ces

ligands présentent des stabilités satisfaisantes.

A rcozH C | N
N /TN
NH HN

n =0 (PCTA), 1

Figure 13. Exemples de macrocycles multibranchés: A®®) B ¢7:39) ¢ ¢0)

Ainsi récemment A. D. Sherry et coll.®”

ont rapporté une constante de stabilité
thermodynamique Log K = 20,26 en milieu aqueux pour le complexe d’europium dérivé du
ligand PCTA (Figure 13). De plus ces auteurs rapportent que bien que les complexes
Ln(PCTA) se dissocient plus rapidement que les complexes Ln(DOTA) (DOTA = 1,4,7,10-
tétracarboxyméthyl-1,4,7,10-tétraazacyclododécane) en milieu acide, ces complexes présente

une stabilité cinétique suffisante pour pouvoir étre utilisés in vivo.

111.3. Les ligands acycliques

Cette famille de ligands est la plus décrite dans la littérature.

CH,0CH;
o) S HO.C. - | ~-COH
A B ﬁj\ N N~ O C N | _N
7 | N H
n=1,2,3
Ny \COZH N N
VNT " N\—COZH y N
CO,H CO,H COH COzH ~ N | | N
CO,H
N 2 HO,” Z > CoH
COLH

Figure 14. Exemples de ligands acycliques: A®®, B4 ¢,

On citera les travaux de la société Wallac (Perkin-Elmer) concernant les ligands incorporant

deux motifs iminodiacétique. Dans cette série, une variation systématique du chromophore
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(mono-, di-, tri-hétérocycles azotés) a été effectuée.®® L utilisation d’un squelette poly-
aminoacide tels que le DTPA (acide diéthylénetriaminepentaacétique) ou TTHA (acide
triethylénetétraaminehexaacétique) ou 1'une des fonctions acide carboxylique est remplacée
par un chromophore constitue la seconde catégorie de cette famille de ligands. Le troisieme
exemple reporté dans la figure 14 est représentatif de ligands construits a partir de motifs

polyamines tels que 1’éthyléne diamine ou la tris(2-aminoethyl) amine (TREN).
I11.4. Les podands

Les podands sont constitués par I’association de plusieurs “bras” multidentes avec un
motif de base, appelé support ou plateforme. Ce dernier ne participe pas a la complexation de
I’ion Ln(III) et peut étre constitué¢ soit par un atome, un noyau aromatique, un macrocycle...

(Figure 15). Le r6le du support est de prédisposer la complexation en formant une cavité.

A B O/—R C
= / \ R_\ / N
p N N
H—C N~N N= R & )
R) RJ CO,H
N N
Rk = 7 N \

Figure 15. Exemples de ligands acycliques: A“®, B#9, ¢,

Ce type d’architectures permet d’optimiser le coefficient d’extinction molaire du
ligand (avec I’introduction de plusieurs antennes), mais implique la présence d’une fonction
fortement complexante sur le chromophore (par exemple une fonction acide carboxylique)

afin d’assurer une stabilit¢ adéquate des complexes Ln(III) correspondants en milieu aqueux.
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IV Applications des complexes Ln(I11) fluorescents en biologie

Les domaines d’application des sondes fluorescentes basées sur les ions lanthanide
sont trées nombreux et variés, allant de la sonde a protons a I’imagerie cellulaire.
Nous avons choisi de présenter quelques illustrations basées sur 1’observation d’une
augmentation significative de la fluorescence ou de sa diminution. Ces phénomeénes sont liés a
I’état d’hydratation de I’ion lanthanide, au chromophore, a un mécanisme de transfert
d’électron photoinduit (PET) ou a un mécanisme de transfert d’énergie par résonance de
fluorescence (FRET). Leur utilisation dans 1’imagerie (microscopie de fluorescence) et

comme sondes bimodales (IRM et fluorescence) sera également abordée.

IV.1. Sondes a pH

Le spectre d'émission des complexes d'europium (I11) est particulierement sensible en
fonction de I'environnement local de coordination fourni par le ligand. La symétrie locale
autour du métal, la charge et la polarisabilité¢ des atomes donneurs déterminent I’intensité
relative des bandes d’émission de 1’état excité °Dy surtout au niveau des raies °Dy —'F, & 610-
630 nm et °Dy —'F4 & 680-710 nm.

) ont utilisé un complexe d’europium

Dans le but de mesurer le pH d’un milieu, Parker et al.
macrocyclique [LEu] (Figure 16) dérivé du DOTA et intégrant dans sa structure un
chromophore azathiaxanthone (Aexc = 355 a 405 nm) et une chaine latérale comportant une
fonction N-sulfonamide sensible au pH. En milieu basique, la fonction sulfonamide est
déprotonée et son atome d’azote est coordonné au métal. En milieu acide (pour un pH
inférieur au pKa de la constante d’acidité apparente du complexe), cette fonction est protonée

et donc n’est plus coordonnée au métal, laissant ainsi la place a une molécule d’eau qui est,

rappelons-le, un « quencher » efficace de fluorescence.

HOOC SN

H
N
/ \ 5 SOzma
O\\ N N H+ \N/“ -q./
Me—//S—NH [ j — M.---"'
o] \/N N OH
J _OH,
HO
HOOC LEu

Figure 16. Comportement du complexe LEu en fonction du pH.
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Différents spectres d’émission du complexe LEu ont été enregistrés en fonction du pH (0,1 M
NacCl, 298K) en milieu aqueux. Le spectre d’émission (Figure 17a) montre des modifications
importantes au niveau de la raie >°Dy — 'F et dans la forme des raies °Dy — 'F et °Dy — 'Fy;
en plus il y a apparition de nouvelles bandes a 627 nm et 680 nm quand le pH augmente de 5
a 8 (Figure 17b). La courbe obtenue en mesurant la variation du rapport des intensités lggo/ lsg7
en fonction du pH révéle une augmentation de 1’intensité d’émission de 80% en passant du pH
=4,5a pH = 8. Ceci est di a ’augmentation du nombre de sites de coordination du ligand
(NC =7 pH < 5; NC= 8 pH > 5) en milieu basique par I’intervention de 1’azote du

sulfonamide dans la complexation de 1I’europium (Figure 17b).
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Figure 17. a) Spectres d’émission du complexe LEu (Figure 16) a différents pH (Aex 380 nm,
0,1 M NaCl, 298K). b) Variation du rapport des intensités d’émission a 680 et 587 nm du
complexe en fonction du pH.

Les auteurs rapportent ¢galement dans cet article I'utilisation de ce complexe pour la

mesure du pH d’un milieu intracellulaire.
IVV.2. Sondes a anions
Il s’agit de nouvelles méthodes de détection et de dosages d’anions capables de se

complexer aux ions lanthanide par déplacement de molécules d’eau présentes dans la

premiére sphére de coordination du métal.
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Figure 18. Principe du dosage des ions hydrogénocarbonate par un complexe d’europium.(47)

L’exemple que nous avons retenu est le dosage des ions hydrogénocarbonate (HCO3'). Dans
ce but, Parker et coll.*” ont utilisé un complexe d’europium [LEu]** porteur d’une charge 3+
et présentant deux molécules d’eau dans la 1% sphére de coordination du métal (Figure 18).
L’ajout d’ions HCO3™ a ce complexe d’europium se traduit par une augmentation de la durée
de vie d’émission de I’ion europium (de 0,25 a 0,40 ms) et par une augmentation de I’intensité
de ses bandes d’émission, notamment celle située a 620 nm (Figure 19), par suite de la
substitution des 2 molécules d’eau coordonnées au métal par I’ion hydrogénocarbonate,

ligand bidente.
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Figure 19. Variation du spectre d’émission (a) et de I’intensité de la bande d’émission située
4 620 nm (b) du complexe [LEU]** (Figure 18) en fonction d’ajouts de NaHCOj3 (0 & 30 mM,
0,1M Tampon MES a pH 6,5-7,3 ; Aexc= 257 nm).

Le méme principe a été appliqué a la détection d’ions nitrate, CI', F', CH;COO". “®

42



Chapitre |

D’autre part, un choix judicieux du chromophore permet de doser des anions qui
provoquent un «quenching » de son état excité singulet. Ainsi, il est bien établi que la
fluorescence d’hétérocycles N-alkylés tels que 1’acridine, la quinoline, ou la phénanthridine
est « quenchée » par les anions halogénures en milieu aqueux. En conséquence, 1’addition
d’ions halogénures (I, Br, CI) a des complexes Eu(lll), Tb(Ill) incorporant un tel
chromophore se traduit par une diminution de I’émission de fluorescence du centre
métallique, puisque dans ce cas 1’état triplet du chromophore n’est pas peuplé et donc que le
transfert d’énergie chromophore — métal ne peut pas se faire. Il a été également démontré
que la detection de ces ions halogénures avec de tels systéemes est indépendante de la présence

d’autres anions tels que des bicarbonate, hydrogénocarbonate, lactate, ou citrate.“

IV.3. Sondes a cations

La présence dans un complexe de groupements donneurs d’électrons non coordonnés a
I’ion lanthanide peut entrainer un transfert d’électrons phototoinduit (PET), responsable d’un
« quenching » de fluorescence. Plusieurs auteurs ont tiré profit de ce mécanisme de
désactivation non radiative pour réaliser des dosages de cations.®*>?
Ainsi le ligand représenté a la figure 20 comporte deux récepteurs: le premier récepteur
constitué par un motif DOTA amide sert a complexer un ion europium, tandis que le second
récepteur constitué par un motif acyclique sert & chélater I’ion Zn®"; le motif aryle servant de

chromophore pour photosensibiliser I’ion Eu(III).

PET n” n PET ” 144
on o il
N }—o N
O (Né /\COZH ( ..‘\/\COO
| < |O coo-zn~
f —7 ° Zn" )y COCl)
/ ‘{ 0o H,0O /‘g ©
2 O
N )FF \com TE

Figure 20. Processus PET engagé dans un complexe d’europium en présence et en absence
d’ions Zn?*, 0

A pH 7,4 et en absence d’ion métallique, la fluorescence de 1’ion europium est inhibée par un
transfert d’électrons photoinduit de 1’atome d’azote benzylique vers 1’état excité singulet du

noyau aryle. Ce dernier ne peut plus jouer son role d’antenne. En présence d’ion Zn*, le
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doublet électronique de I’atome d’azote benzylique est engagé dans la complexation de cet
ion et en conséquence le processus PET n’est plus actif. Le noyau aryle peut alors jouer son
role d’antenne, et on observe une augmentation de I’intensité de 1’émission de 1’ion Eu(III) de

4296.%0)

Un second exemple de dosage d’ions Zn®" met en jeu un complexe de terbium et
repose sur une amélioration du transfert d’énergie entre le chromophore et le métal (Figure
21). La complexation de I’ion Zn®* par les deux motifs (2-pyridylméthyl) amine modifie la
conformation du complexe et rapproche les antennes pyridine de 1’ion lanthanide, améliorant
ainsi le transfert d’énergie. La complexation du métal de transition se traduit donc par une
augmentation de I’intensité de fluorescence de 1’ion terbium. Les auteurs ont, d’autre part,
montré une excellente sélectivité de ce systéme vis-a-vis de I’ion Zn?** par rapport a des ions
alcalinoterreux (Ca2+, Mgz+) ou d’autres métaux de transition (Fez+, Fe*, cu®*, Ni**, Co*,

Mn?") et de certains anions.®?

Figure 21. Variation du transfert d’énergie via une modification conformationnelle du
complexe Th(I11) en présence de Zn?*.®V

IV.4. Dosages d’activités enzymatiques
Plusieurs complexes fluorescents d’ions Eu(lll), Tb(Ill) ont été utilisés pour la
détection de Dactivité d’enzymes. Cette détection est basée soit sur I’intervention d’un

processus PET, soit sur celui d’un processus FRET.

1IV.4.1. Intervention d’un processus PET
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Terai et al.®® ont développé une sonde lanthanidique [Ln-13] (Figure 22) afin de doser
I’activité enzymatique d’une protéase, la leucine aminopeptidase LAP, un enzyme qui clive
specifiquement des aminoacides N-terminaux (préférentiellement la leucine et I’alanine) de la
plupart d’oligopeptides non substitués.

Le complexe [Ln-13] est constitué de trois parties: 1) un chélate (DTPA) qui forme un
complexe trés stable avec I’ion Ln®*; 2) un hétérocycle, le 7-amino-4-méthyl-2(1H)-
quinolinone, qui joue le réle d’un sensibilisateur efficace des ions Eu®** et Tb®* dans I’cau; 3)
un aminoacide (L-leucine) qui est li¢ de maniére covalente par une liaison amide a I’antenne
par I’intermédiaire d’un motif aminobenzyle. Ce motif aminobenzyle va jouer le role d’un
interrupteur (switch on/off) de luminescence. Le complexe [Ln-13] sert de substrat pour

I’enzyme LAP.
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Figure 22. Clivage de la liaison peptidique du complexe [Ln-13] luminescent par 1’enzyme
LAP pour donner le complexe [Ln-1] non luminescent. (Ln= Th, Eu).®

En absence d’enzyme, le complexe [Ln-13] d’europium ou de terbium est fluorescent
(Dey = 4,8%, O, = 6,8%). En présence d’enzyme, la liaison amide du motif Leucine est
clivée, générant le complexe [Ln-1]. La fonction amine libre de ce complexe induit un
processus PET au niveau de 1’état singulet excit¢ de 1’antenne et donc une extinction de
fluorescence des ions Eu(Ill) et Tb(IIl). En présence d’enzyme, on observe donc une
décroissance de la fluorescence au cours du temps et une extinction compléte de fluorescence
au bout de 60 minutes (conditions expérimentales: [Ln-13] 2 uM, 0,01 U de LAP, tampon
Tris-HCI, pH 7,4, 37°C). Avec le complexe de terbium une limite de détection de 1pU

d’enzyme LAP a pu étre observée.
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1V.4.2. Intervention d’un processus FRET

Avant de présenter un exemple portant sur 1’utilisation de la technique FRET dans le
cadre de dosages d’enzyme, nous rappellerons dans un premier temps le principe de cette
technique qui est largement utilisée dans les applications biologiques des complexes
fluorescents des ions lanthanide. On retrouvera cette technique au niveau des paragraphes

"hybridation d’oligonucléotides™ et "fluoroimmunodosages".

Rappel sur la technique FRET

Le FRET (Transfert d’Energie par Résonnance de Fluorescence) d’apres la théorie de
Forster, est défini comme un transfert d’énergie non radiatif (sans émission de lumicre)
résultant d’une interaction dipdle - dip6le entre deux entités, la premiére étant fluorescente et
la seconde ne 1’étant pas forcément. Ces deux entités sont appelées respectivement le donneur
(D) et I’accepteur (A). Le transfert d'énergie du donneur a 1’accepteur s’effectue quand le

donneur et ’accepteur sont trés proches I'un de l'autre (R < 100 A) (Figure 23).

Excitation Emission
hv 1 \‘\ X . hV2
R> 100 A
L. Transfert d'Energie .
Excitation & Emission
i /_\ ,{
hV3

h \‘\~ ”r
"D —— @

R <100 A
Figure 23. Principe de la technique FRET.

Lorsque les partenaires donneur (D) et accepteur (A) sont éloignés d’une distance R > 100 A,
I’excitation de D par des photons hv; se traduit uniquement par 1’émission de D (hv,). Mais,
lorsque D et A sont proches I’'un de I’autre (R < 100 A), I’excitation de D par hv; induit

I’émission de A (hvs).
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L'efficacité du FRET est proportionnelle a lI'inverse de la puissance 6 de la distance entre les
deux molécules selon I’équation: E = 1 / 1+ (R/Rg)® ou E est efficacité de transfert d’énergie
définie comme le rapport entre 1’énergie transférée du donneur a 1’accepteur sur 1’énergie
absorbée par le donneur; R est la distance effective qui sépare les deux molécules et R le
rayon de Forster c’est a dire la distance entre le donneur et I’accepteur correspondant a une
efficacité de transfert de 50%."

La techniqgue FRET permet donc de mettre en évidence le voisinage entre deux
molécules. Lorsque le couple donneur/accepteur se trouve au sein de la méme molécule, cette
technique peut étre appliquée entre autres exemples a la détermination d’activités de protéase
ou de nucléase. Lorsque chaque fluorophore est porté par un partenaire différent, on peut
utiliser cette technique pour 1’étude d’hybridation de brins ADN et ARN, pour des dosages
fluoro-immunologiques ou encore [’é¢tude d’interactions protéine-protéine, ligand-
récepteur,...

L’utilisation d’un complexe de lanthanide comme donneur présente un certain nombre
d’avantages par comparaison aux systémes n’utilisant que des fluorophores organiques. Leur
large déplacement de Stokes permet d’éviter une excitation directe de 1’accepteur. De plus la
composante temporelle du signal émis par 1’accepteur présente une contribution égale a celle
du donneur, de ce fait, la fluorescence émise par 1’accepteur a également une durée de vie

longue et donc peut étre mesurée en temps résolu.®®

Applications a la détermination d’une activité protéolytique

L’exemple que nous rapportons traite de [’utilisation d’un complexe d’europium
comme motif donneur dans le cadre d’une détection par processus FRET de I’activité de
I’enzyme caspase-3.(56)

Pour cela un hexapeptide, présentant I’enchainement Asp-Glu-Val-Asp (motif caractéristique
reconnu par la caspase-3), une cystéine N-acétylée en partie N-terminale et en partie C-
terminale une lysine dont la fonction acide carboxylique a été transformée en fonction amide
a été synthétisé. D’autre part, cet hexapeptide a été substitué en partie N-terminale par un
complexe d’europium et en partic C-terminale par le fluorophore organique Cy5.0 (Figure
24).

En absence d’enzyme, I’excitation de la sonde a 298 nm a permis de mettre en évidence un

phénoméne de FRET qui se traduit par une faible émission du donneur a 616 nm et une

émission de I’accepteur a 672 nm.

47



“""\%.*"\ FRET

29 T T

(3 LT - >

Py - R W

% . Cys ,d""?“(
Accepteur, g

Chapitre |

Ac-Cys-Asp-Glu-Val-Asp-Lys-NH,

nsité

- ek

34 addition " "
= caspase-3 émission LEu (D) a 616 nm
<
ENER

1000 2000 2000 A0 A000 Y
2 Protéase N f
e Cagpase-3 " | a0 addition émission Cy 5 (A) a 672 nm
?g& w| caspase-3 R e — _
2 o
K e Cys 1000 o0 200 oo 000 o
o Accepteur Temps (s)
o

Ac-Cys-Asp-Glu-Val-AspCOOH  +  NHj-Lys-NH»

Figure 24. Expérience caspase-3 : représentation schématique de la sonde constituée par un
accepteur fluorescent et évolution des intensités d’émission du donneur (616 nm) et de
I’accepteur (672 nm) apres ajout de caspase-3. (56)

L’ajout de caspase-3 se traduit par le clivage de la liaison peptidique entre les résidus Asp et
Lys de I’extrémité C-terminale et par conséquent par un éloignement des deux partenaires
donneur/accepteur et donc une diminution du processus FRET. On observe ainsi une
augmentation de I’intensit¢ d’émission du donneur a 616 nm ainsi qu’une diminution de
I’intensité d’émission de 1’accepteur a 672 nm, mettant ainsi en ¢évidence [’activité

protéolytique de I’enzyme.

A partir du méme exemple, d’autres auteurs ont utilis¢ comme molécule acceptrice une

molécule non fluorescente (QSY7) & la place du fluorophore Cy5.°” Dans ce cas,

I’hexapeptide n’est pas fluorescent ; la molécule QSY7 est en effet capable de provoquer un
« quenching » de 99,97% de 1’émission du chélate d’europium suite au processus FRET.

L’apparition de la fluorescence du complexe d’europium traduit donc 1’activité de I’enzyme.

“'"\ ol
Accepteur

Ac-NH-Cys-Asp-Glu-Val-Asp-Lys-CONH,

"‘\QK

Ac-NH-Cys-Asp-Glu-Val-AspCOOH +  NH,-Lys-CONH,

"Quenching"
de fluorescence
du complexe LEu

Protéase
Caspase-3

Figure 25. Expérience caspase-3 : représentation schématique de la sonde constituée d’un
accepteur non fluorescent.®”
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IV.5. Hybridation d’oligonucléotides

La détection de I’hybridation de ’ADN peut étre également réalisée par une étude du
transfert d’énergie en milieu homogéne et mettant en jeu un complexe d’ion Ln(I1l) comme
motif donneur. Citons en exemple celle développée par K. Matsumoto, mettant en jeu un
complexe de terbium (BPTA-Tb) et I’accepteur Cy3 (Figure 26).

Les auteurs®® utilisent deux sondes ADN complémentaires de deux régions contigués d’un
ADN cible. L’une de ces sondes a été greffée a I'extrémité 3’ par la biotine et la seconde a
I’extrémité 5° par le fluorophore organique accepteur (Cy3). Lors de I’hybridation de ces 3
éléments, on assiste a un rapprochement entre I’accepteur et le motif biotine. Lorsque la
streptavidine marquée par le complexe d’ion Ln est ajoutée au milieu, celle-ci fixe la biotine
en raison de sa forte affinité spécifique pour celle ci (Ko= 10 M) . Un processus FRET
peut alors s’opérer entre le complexe BPTATD et le motif Cy. La reconnaissance de I’ADN
cible se traduit donc par 1’apparition d’un signal propre au fluorophore accepteur. La limite de

détection de I’ADN cible est de 30 pM.

excitation @ @
32“*3-11.:::;; “ @ energy transfer
=\ | — @ @ long-lived
fé N & N, ;\ biotin B mission
H,C N N N CH,
N .L biotin-label DNA probe Cy dye-labeled DNA probe
g : T
LRIt p et pnrrrpnrnnrennn
COHCOsH CO,HCO.H
= : ? - target DNA strand
(BPTA)

Figure 26. Structure du BPTA et principe de I'analyse d'hybridation d’ADN par la technique
FRET (Ln = Th, Cy dye = Cy3). ®®

Une seconde méthode d’étude d’hybridation d’ADN a également été proposée mettant
en jeu simplement le mécanisme de photosensibilisation d’un ion lanthanide (processus
A.TE.E.). Le principe de la méthode est montré dans la figure 27. Cette fois ci une sonde est
marquée a son extrémité 5° par un complexe d’europium EDTA-Eu, complexe trés faiblement
fluorescent car n’intégrant pas de chromophore dans sa structure. La seconde sonde est
marquée a son extrémité 3’ par un ligand bidente, une B-dicétone. L hybridation de ces deux

sondes complémentaires de I’ADN cible rapproche suffisamment les motifs EDTA-Eu et -
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dicétone pour conduire a la formation d’un complexe ternaire. Dans ce complexe ternaire la
B-dicétone peut alors jouer son rdle d’antenne, photosensibiliser I’ion europium et ainsi
induire une forte fluorescence du métal. L'ADN cible est ainsi directement détecté par une

mesure de fluorescence en temps résolu, avec une limite de détection rapportée de 6 pM.©”

target DNA strand

a

Frrrrrrrrrreel
L111]) (i1l
b

|
]
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Figure 27. Principe de 1'analyse d'hybridation d'ADN par formation d’un complexe ternaire
fluorescent EDTA-Eu - B-dicétone.®”

IV.6. Fluoroimmunodosages

Une application importante des complexes d’ions Ln(l11) est le dosage immunologique
par la méthode de fluoro-immunoassay en temps résolu (TR-FIA). Plusieurs méthodes ont été
développées dont plusieurs sont commercialisées. Parmi ces derniéres, on peut notamment

citer: (1) la technologie DELFIA® (Dissociation Enhancement Lanthanide Fluoro-

ImmunoAssay) qui est adaptée pour des dosages hétérogenes et qui met en jeu au final une
complexation d’ions Ln(IIl) par des B-dicétones et leur dosage par fluorescence ; ¥ (2) la
technologie TRACE ® (Time Resolved Amplified Cryptate Emission) qui est réalisée en

milieu homogéne et qui fait intervenir un processus FRET. ¢

oo Nelpim

Support 1) Lavage
solide 2) Décomplexation de Ln3*

3) B-dicétone { anticorps <> antigene a doser
»‘,\%\ ® ’r,ﬂ/ @ complexe de Ln3* |z| accepteur

Figure 28. Principe de dosages fluoroimmunologiques DELFIA (a), TRACE (b).

50



Chapitre |

Afin d’illustrer ce type de dosages, nous avons pris comme exemple une méthode
permettant de mesurer simultanément deux marqueurs tumoraux, 1’a-feetoprotéine (AFP) et

I’antigéne carcinoembryonic (CEA), dans le sérum humain (63) (Figure 29).

615 nm 545 nm
solid-phase fluorescence fluorescence
anti-AFP antit measurement measurement

Th-labeled

F =

biotin
anti-CEA antibody

Figure 29. Représentation schématique du systeme de mesures simultanées des marqueurs
AFP et CEA a I’aide de complexes d’Europium et de Terbium. ©*

Cette méthode fait intervenir des anticorps monoclonaux anti-AFP et anti-CEA fixés

par adsorption physique sur une phase solide (plaque de 96 puits). Aprés incubation et lavage
des puits, un mélange d’anticorps anti-AFP marqués par un complexe Eu(lll) et d’anticorps
anti-CEA marqués par un motif biotine est ajouté a chaque puit. Apres incubation et lavages,
une analyse fluorimétrique du complexe d’europium en temps résolu permet de quantifier
I’analyte AFP. Dans un second temps, apres addition d’une solution de streptavidine marquée
par un complexe de terbium, incubation et lavages, une analyse fluorimétrique du complexe
de terbium permet de quantifier I’analyte CEA.
Cette séquence d’additions permet d’éviter la «pollution» du signal a 620 nm du complexe
d’europium par la bande D, —'F5 du terbium. Cet effet est pénalisant lorsque la fluorescence
du complexe Tb(lll) est plus intense que celle du complexe Eu(lll). Les limites de détection
de cette méthode sont de 44 pg/mL pour le marqueur AFP et 76 pg/mL pour le marqueur
CEA.

IV.7. Imagerie de fluorescence

La littérature fournit plusieurs exemples de I’emploi de complexes fluorescents de

lanthanide associé a la technique de microscopie de fluorescence en temps résolu.
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Ainsi, Seveus et al.®” ont conjugué un chélate d’europium (t = 0,28 ms dans I’cau a
pH 7,4) a un anticorps afin de localiser I’antigéne C242 dans des cellules épithéliales malades
de la muqueuse du célon humaine (cancer du colon). La figure 30 montre la localisation de
I’antigéne C242 dans ce type de cellules a 1’aide du complexe d’europium. La figure 30a
représente 1’image enregistrée par imagerie de fluorescence classique (c'est-a-dire avec un
temps de délai d’enregistrement aprés I’excitation de zéro); la figure 30b représente I’image
obtenue par imagerie de fluorescence en temps résolu. Les fleches indiquent les régions ou la
forte autofluorescence du tissu a été supprimée, en ayant recours a des mesures en temps

résolu.

NCS

=0

N N

“00C COO™ COO" COO°

Eu®*

Figure 30. Localisation de I’antigéne C242 dans des cellules épithéliales malades de la
mugqueuse du cdlon humaine a I’aide d’un complexe d’europium : a) imagerie de fluorescence
classique; b) imagerie de fluorescence en temps résolu. 4

L’équipe de D. Parker (65-67) 3 réalisé des images de cellules (fixées ou vivantes) avec
plusieurs complexes Eu(lll) et Th(lll) et a étudié leur localisation au niveau des différents
compartiments cellulaires. Leurs travaux ont permis de classifier ces complexes en trois
catégories suivant leur localisation: régions riches en protéines (nucléoles, ribosomes),
mitochondries cellulaires ou lysosomes/endosomes.

A titre d’exemple, la figure 31 représente le profil de la localisation de la mitochondrie par la
technique de microscopie d’épifluorescence (nouvelle technique rapide pour quantifier les
micro-organismes vivants) en utilisant un complexe Eu(l11). Ce résultat a été confirme par une
expérience utilisant le colorant Mitotracker Green (indicateur fluorescent sélectif pour les
mitochondries).®® Le complexe Eu(Ill) utilisé n’est pas toxique et ne perturbe pas la

membrane mitochondriale d’ou son intérét comme sonde fluorescente intracellulaire.
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Figure 31. Images de microscopie d’épifluorescence du complexe d’europium (4h
d’incubation, 50 uM du complexe). Profil de la localisation mitochondriale (en haut, émission
du complexe d’Eu(Ill); au centre, émission de Mitotracker Green; en bas, images
fusionnées).®®

Le troisiéme exemple que nous reportons concerne la détection d’oxygene singulet
(*0,) dans les cellules vivantes. Dans ce but, Song et al.®® ont utilisé un complexe MTTA-
Eu®*, caractérisé par une faible émission de fluorescence. Ce complexe peut réagir
spécifiquement avec 'O, (et non avec d’autres espéces oxygénées telles que ONOO", H,0,
OH ou O,) pour former I’endoperoxyde EP-MTTA-Eu** qui lui est fortement fluorescent
(Figure 32).

Aexe= 294 nm Aexe= 294 nm
Aem = 614 nm ) Aem = 614 nm
1=0,8 ms O, =129 ms
@ (%) = 0,9 @ (%) = 13,8
Tp. borate pH 9,1 N/—COO' _OOC_\N Tp. borate pH 9,1

\_coo -0oc—/
MTTA-Eu®* EP-MTTA-Eu®*

Figure 32. . Réaction du MTTA-Eu®" avec 0,. ¥
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A Paide du complexe MTTA-Eu®, ces auteurs ont démontré la possibilité de détecter par
microscopie de fluorescence la présence d’oxygéne singulet, généré par irradiation d’un
photosensibilisateur de type porphyrine (TMPyP), a I’intérieur de cellules vivantes (type
Hela). Par incubation en solution les deux composantes MTTA-Eu** et TMPYP forment une
paire cation-anion [TMPYP]*-[MTTA-Eu®"]" permettant leur transfert par endocytose &
I’intérieur des cellules, avec un rapport [noyau] / [cytoplasme]= 3. Un temps d’irradiation
prolongée des cellules permet une augmentation de la production de 'O, avec formation de

EP-MTTA-Eu** d’ou une augmentation de I’intensité de fluorescence (Figure 33).
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Figure 33. Images de luminescence (A= 615 nm) du TMPyP-MTTA-Eu**-cellules Hela &
différents temps d’irradiation. Avec 1-3 les régions centre de trois cellules Hela et 4 une
région extracellulaire.

IV.8. Sondes bimodales pour I’imagerie

Depuis quelques années, un intérét croissant s’est porté sur I'utilisation de sondes
bimodales, c'est-a-dire de sondes permettant d’associer au sein d’'une méme structure deux
modes d’imagerie. Ainsi ’utilisation d’une sonde associant imagerie de fluorescence et
imagerie par résonance magnetique nucléaire permettrait de corréler des observations
réalisées avec une grande sensibilité (microscopie de fluorescence) avec celles réalisées avec

une excellente résolution (IRM).

L’ensemble des ions lanthanide présentant une chimie de coordination comparable, il

est possible de définir des ligands bivalents, c'est-a-dire des ligands dont les complexes Gd""
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sont actifs en IRM et dont les complexes Eu™, Tb"' ou Nd(l11), Yb(I11) sont fluorescents.
Cette approche se heurte cependant aux exigences propres aux deux techniques. Rappelons en
effet que les complexes de gadolinium pouvant induire une réponse efficace en Imagerie par
Résonance Mangéntique doivent présenter au moins une molécule d’eau coordonnée au métal
afin de permettre un échange (aussi rapide que possible) avec les molécules d’eau du milieu
extérieur (c'est-a-dire du milieu a analyser). Alors que dans le cas des complexes d’ions
Ln(IIT) fluorescents, la coordination de molécules d’eau a I’ion métallique a un effet
défavorable sur leurs propriétés photophysiques (« quenching » de fluorescence).

Dans ce cadre plusieurs ligands potentiels ont été déecrits dans la littérature associant ion
Gd(I1I) d’une part et ion Eu(I1I), Tb(III) ou Nd(III) d’autre part. &9

Nous prendrons comme exemple significatif les travaux de Manning et al."® qui ont
permis de mettre en évidence 1’utilisation de telles sondes pour une application directe dans le
domaine de la biologie. Le probleme posé est de pouvoir visualiser par IRM et imagerie de
fluorescence la PBR (Peripherical Benzodiazepine Receptor), une protéine présente dans
diverses pathologies (par exemple, le cancer du sein et la maladie d’Alzheimer). Dans ce but,
les auteurs ont élaboré un chélate de lanthanide (Eu(lll), Gd(lIl)) trifonctionnel, constitué
d’un résidu cyclen porteur de fonctions acide phosphonique (récepteur d’ions Ln(IIl)), d’une
quinoléine (chromophore pour photosensibiliser I’ion Eu(Ill)) et d’un motif PK11195 connu

comme ligand spécifique de la PBR (Figure 34).

N
HO |
HO™ N} /
N N g
[ j Antenne
O~N N OH photosensibilisateur
CH
N/( Z)G\N)j\/ \ /\—'ﬁ/\OH dvEu3+
H
N J

Squelette cyclen pour complexer
les ions 'Eu* et Gd>*

PK11195
ligand de la PBR

Figure 34. Ligand trifonctionnel utilisé pour visualiser la présence de PBR. (™

Au niveau des expériences d’imagerie, les auteurs ont utilisé une approche « cocktail », c'est-

a-dire une administration d’un mélange de complexes Eu(Ill) (40%) et Gd(III) (60%) pour

55



Chapitre |

étudier une population de cellules gliales. Les images obtenues (Figure 35) montrent que cette

démarche a été couronnée de succes, en contribuant a une amélioration de contraste en

imagerie de fluorescence de 9:1 et de contraste en IRM de 1,7:1.

Figure 35. Images en mode imagerie de fluorescence et IRM d’une population de cellules
gliales C6 dosées avec un cocktail LEu (40%) et LGd (60%) (La structure L est indiquée
Figure 34). (A) images en lumiére blanche; (B) et (C) visualisation en imagerie de
fluorescence de cellules gliales dosées et non dosées, respectivement ; (D) et (E) visualisation
en mode IRM de cellules gliales dosées et non dosées, respectivement.!”

V Objectifs de ce travail

L’idée directrice de nos travaux porte sur 1’élaboration de nouveaux fluorophores
basés sur 1’émission d’ions lanthanide, fluorophores potentiellement utilisables pour des
applications dans le domaine de la biologie. Nous avons privilégié 1’étude de complexes
d’europium(Ill) et de terbium(IIl), en raison de leurs durées de vie d’émission pouvant
atteindre quelques millisecondes et de leurs rendements quantiques appréciables en milieu

aqueux.

Pour de telles applications, I’analyse des données de la littérature nous a permis de dégager
trois caractéristiques essentielles auxquelles doit répondre un ligand efficace :
1) Assurer la stabilité du complexe Ln(I11) en milieu aqueux a pH physiologique.
2) Intégrer dans sa structure un chromophore aux propriétés photophysiques
adéquates afin d’exalter les propriétés fluorescentes de 1’ion lanthanide (effet
A.TE.E).
3) Exclure toute molécule d’eau de la sphére de coordination du métal afin de limiter

les désactivations non radiatives genérées par les oscillateurs OH.
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Pour satisfaire ces critéres, nous avons retenu en premier lieu des ligands macrocycliques
incorporant un chromophore intracyclique et des chaines latérales acide acétique. De tels
ligands présentent plusieurs caractéristiques notables: i) en raison de «Deffet

(%) on peut présumer qu’une structure macrocyclique sera plus efficace

macrocyclique »,
qu'une structure acyclique pour assurer une stabilité¢ satisfaisante des complexes; ii) la
présence de fonctions acide carboxylique permet d’induire une solubilité et une forte stabilité
an milieu aqueux des complexes. De plus, la coordination initiale de tels groupes anioniques
permet de rompre la sphére d’hydratation du lanthanide et permet ainsi a des atomes neutres
(atomes d’azote par exemple) incorporés dans le ligand de coordonner I’ion ;¥ iii) au niveau
de telles structures, 1’étape de photosensibilisation chromophore — Ln(IIl) s’effectue entre
partenaires situés dans une conformation rigide, susceptible d’améliorer cette étape de
transfert d’énergie.

Une telle famille de ligands est toutefois peu décrite dans la littérature. Ceci peut étre
relié¢ a la difficulté présumée a I’obtention de telles molécules mettant en jeu un processus de
macrocyclisation, malgré tout pas toujours maitrisé. Jusqu’a présent, de tels ligands sont
principalement dérivés du motif diéthylenetriamine N,N',N"-triacétique, DTTA (Figure 36).
Ces ligands affichent un nombre de coordination de 7 a 9 en fonction de la nature de
I’hétérocycle utilisé, ce qui se traduit par la présence d’une ou deux molécules d’eau dans la

sphére de coordination du lanthanide lorsque qu’un hétérocycle bidente ou monodente est mis

en jeu.
hétérocycle hétérocycle
N N N AN
(\_/ __/ | — “
CO,H CO,H CO.H NT \ / N
N N=—

Figure 36. Macrocycles incorporant un hétérocycle intracyclique et des chaines latérales
acide acétique décrits dans la littérature. %7879

Dans ce cadre et a la suite des travaux antérieurs effectués au sein de 1’équipe,
décrivant les propriétés de fluorescence significatives de complexes Eu(lll) et/ou Th(lll)
dérivés de tels macrocycles construits sur le squelette DTTA, """ nous avons entrepris la
synthése de nouveaux ligands macrocycliques. Ces derniers sont dérivés d’un motif

triéthylenetétramine N,N',N"N"™-tétraacétique (TTTA). A notre connaissance, le motif TTTA
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n’a pas été étudié pour la complexation de cations, et a fortiori pour les ions lanthanide. Un tel
motif, potentiellement octadente (4 atomes d’azote et 4 fonctions acide carboxylique), permet
a priori de compléter plus efficacement la sphére de coordination du métal. Rappelons que le
nombre de coordination d’un ion lanthanide est généralement compris entre 8 et 10.

Les ligands envisages sont representés dans la figure 37. Ce sont des macrocycles a 15, 18 ou

21 chainons et affichant 9, 10 ou 11 sites de coordination potentiels.
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%ure 37. Structure des ligands macrocycliques Li-Lg envisagés pour la complexation d’ions
Eu>* et Tb® (NC est le nombre de coordination potentiel).

Nous avons retenu comme collecteur de lumiére des chromophores conventionnels,
des mono-, di-, tri-hétérocycles azotés dérives de la pyridine et du pyrazole. Ces
chromophores sont connus pour leur capacité a absorber I’énergie lumineuse et a la transférer

efficacement a I’ion lanthanide. Ils présentent une bande d’absorption relativement intense
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dans la région du proche UV (Amax ~ 270 - 320 nm) et possédent un état excite triplet
d’énergie suffisamment élevé pour transférer I’énergie aux états excités des ions Eu(IIl) et
Th(111).%3™® D autre part, les ligands L, et Ls comportent une fonction ester de méthyle
branchée sur I’hétérocycle. Cette fonction ester aromatique a ¢té envisagée car elle est
susceptible d’étre déclinée en plusieurs autres fonctions réactives permettant un branchement

du complexe sur une biomolécule.®”

Nous avons également favorisé dans nos travaux une seconde approche, & savoir
I’utilisation de ligands dérivés du DOTA (1,4,7,10-tétracarboxyméthyl-1,4,7,10-
tétraazacyclododécane) ou I’une des branches acide acétique est remplacée par un hétérocycle
jouant le réle d’antenne. Ce type de ligands est bien connu pour engendrer une excellente
stabilité de leurs complexes Ln(lll). Le chromophore utilisé est constitué d’un motif N,C-
pyrazolyl-pyridine. Ce chromophore s’est révélé efficace pour photosensibiliser 1’ion Tb(IIT)
dans des structures acycliques ou macrocycliques,"*"® mais a conduit a des résultats

décevants au niveau de son introduction dans des structures tripodes. &2

COOH

ey (M~
ﬁQN\\ slehR SN e M &

N N
QJ \—CooH <L/ \—COOH COOH <\_/ \_coon
COOH COOH COOH

%ure 38. Structure des ligands Lg, L1 et Li; envisagés pour la complexation d’ions Eu®* et
(NC est le nombre de coordination potentiel).

La suite de ce manuscrit est organisee de la maniére suivante: apres avoir decrit la
synthése des ligands a chromophore intracyclique, L; — Lg (chapitre Il), nous présenterons
I’étude photophysique en milieu aqueux des complexes d’europium(IIl) et de terbium (III)
correspondants a ces ligands (chapitre I11). Le chapitre IV sera consacré a la synthése des
ligands a chromophore extracyclique, Lo — L; et aux propriétés de fluorescence de leurs
complexes Eu(lll) et Tb(lll). La partie expérimentale de nos travaux est regroupée dans un

dernier chapitre (chapitre V).
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Chapitre II : Syntheése de ligands
macrocycliques a motif acide triéthyléne
tétraamine tétraacétique et intégrant un

chromophore intracyclique
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| Introduction

L’objectif des travaux décrits dans ce chapitre est de réaliser la synthése de
macrocycles polyazotés intégrant dans leur structure un motif chromophore (mono, bi, tri-
hétérocycle) permettant d’exalter la fluorescence d’ions lanthanide (Eu®* et Tb®") et un motif
polyaminocarboxylique (acide triéthyléne tétramine N, N', N", N"'-tétraacétique) assurant la

stabilité du complexe lanthanidique en milieu aqueux.

Les différentes structures envisagées sont représentées dans le schéma 1.

Chromophore

w |igands Ll - L8
N N N N
( N/ \_/k

COOH cooH cooHn COOH

Série 1 N
Ly § L, _ _ Ly |
| — NN N
= \ N N / | |
N N N _~
Série 2
COOMe
L4 L5
| X
=
N
Série 3
=
L6 L7 LS |

— — — A
N 7\ /N7 N7 NN\
QN\N/—l =N W \N { N N=

Schéma 1. Molécules cibles.
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Afin d’accéder aux molécules cibles représentées dans le schéma 1, deux stratégies de

synthése peuvent étre envisagees (Schéma 2).

Chromophore

]

N N N
( A/ AN \_/k
% COH  co,H con CO2H
Chromophore H H
| /
w N N N N
N N N N, COsR
H AN/ / CO2R  CO,R CO,R 2
S - =
HoN N N NH,
I /S ]
Cyclisation/Alkylation Alkylation/Cyclisation

Schéma 2. Stratégies de synthese envisageables.

La premiere voie décrite dans le schéma 2 est la voie classiqguement utilisée pour la
préparation de polyazamacrocycles porteurs de motifs latéraux acide acétique. Elle met en jeu
une sequence macrocyclisation/alkylation : i) synthése d’un polyazamacrocycle porteur de
fonctions amine secondaire, ii) introduction de motifs acide acétique sur cette plateforme
macrocyclique.

L’intérét de ce schéma de synthese est de pouvoir s’appuyer sur de nombreuses données de la
littérature pour la construction de ce type de polyazamacrocycles. Toutefois les différentes
voies de synthese de ces composes proposées par la littérature ne sont pas toujours
compatibles avec la présence de fonctions ester au niveau des unités hétérocycliques. D’autre
part, I’introduction de motifs acide acétique sur cette plateforme macrocyclique peut se
révéler délicate et ainsi contrebalancer les bons rendements obtenus lors de I’étape de
macrocyclisation.

La seconde voie, initiée au niveau de notre équipe, impliqgue une séquence
alkylation/macrocyclisation : i) préparation de dérivés polyamines porteurs de fonctions acide

acetique (protégées sous forme ester), ii) réaction de macrocyclisation.
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Ce schéma de synthése permet de limiter le nombre d’étapes postérieures a la réaction de
macrocyclisation (étape pouvant étre limitante), mais implique la préparation de précurseurs
polyamines présentant deux fonctions amine secondaire terminales. Cette derniére contrainte
nécessite un travail prospectif pour 1’obtention de ces dérivés polyamines, en regard de

I’absence relative de la littérature les concernant.

Pour chacune de ces voies de synthése, I’étape critique est la réaction de macrocyclisation
(fermeture de cycle). En effet, lorsque 1’on fait réagir entre elles des entités bifonctionnelles,
plusieurs phénomenes peuvent se produire (voir schéma 3) :

- cyclisation (formation d’un monomere, dimeére ou oligomere cyclique)

- polymérisation (formation d’une chaine linéaire)

monomere
A dimére
/
\

oligomeére
A B

< A B >n polymeére

Schéma 3. Cyclisation et polymérisation.

Il faut donc pouvoir orienter la réaction vers la fermeture du cycle souhaitée (monomeére)
plut6t que vers la formation de cycles de taille supérieure ou (et) de formes polymériques. Il
existe plusieurs moyens de favoriser la cyclisation.

1) Le recours au principe de haute dilution

Dans le cas de macrocyclisation a partir de deux segments, la haute dilution est réalisée par
une addition lente et simultanée des deux réactifs & un volume important de solvant. Une
vitesse d’addition suffisamment lente minimise le risque de formation de polymeéres. D’autre
part, les réactions mises en jeu doivent étre aussi rapides que possible, de fagon & maintenir
les conditions de haute dilution; c'est-a-dire une tres faible concentration stationnaire en
réactifs de 10°M.

2) La présence dans les chaines a cycliser de facteurs structuraux
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Les groupes rigides (liaisons multiples ou liaisons aromatiques réduisent le nombre de degré
de liberté conformationnelle d’une molécule par diminution de rotations internes; on
augmente ainsi la probabilité pour que la molécule soit dans une conformation favorable a la
cyclisation. Des substituant volumineux a proximité des groupes réactifs peuvent également
augmenter la probabilité de cyclisation non seulement par leur effet sur la conformation de la
chaine a cycliser mais aussi parce qu’ils peuvent créer un empéchement stérique aux réactions
intermoléculaires.
3) Un effet de matrice

Celui-ci est en regle générale généré par un ion métallique et correspond a une contribution
entropique favorable. L’ion métallique agit dans ce cas pour organiser le précurseur du
macrocycle autour de lui suivant une conformation pseudo-cyclique, prédisposant ainsi les
deux extrémités réactives de la molécule a proximité ’'une de I’autre et facilitant ainsi la
cyclisation. Cet effet de matrice exige la présence d’hétéroatomes dans les chaines a cycliser

afin d’induire des interactions électrostatiques avec 1’ion métallique.

En prenant comme fil conducteur les deux stratégies de synthése décrites dans le
schéma 2, nous ferons, dans une premiére partie de ce chapitre, un rappel bibliographique sur
les différentes voies d’accés proposées par la littérature pour accéder a ce type de composés
macrocycliques. Cet examen de la littérature nous permettra de conforter ou de limiter
chacune de ces deux stratégies.

Dans une seconde partie, nous exposerons les voies de synthese explorées pour
I’obtention du synthon tétramine-tétraester, synthon indispensable pour la mise en ceuvre de la
stratégie Alkylation/Cyclisation (voie Il, Schéma 2).

Nous décrirons ensuite les résultats que nous avons obtenu en appliquant cette
stratégie (Alkylation/Cyclisation) lors de la préparation des macrocycles dérivés des
chromophores pyridine, 2,2’-bipyridine et 2,2:6°-2"’-terpyridine (Série 1, Schéma 1). Cette
étude permettra notamment de valider cette stratégie tout en précisant I’influence de la taille
du cycle a former (15, 18 et 21 chainons) sur le rendement de la réaction de macrocyclisation.

Cette méme stratégie sera appliquée a la synthése des deux macrocycles dérivés des
motifs pyridine et 2,2’-bipyridine substitués par une fonction ester, puis a celle de

macrocycles dérivés de motifs mixtes pyridine-pyrazole (Séries 2 et 3, Schéma 2).
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Il Rappels bibliographiques sur les voies d’accés aux polyazamacrocycles

De nombreuses méthodes de cyclisation pour la préparation de polyazamacrocycles
ont été décrites. Aussi, pour une revue exhaustive, nous renvoyons le lecteur a 1’ouvrage de
Bradshaw et Izatt sur la synthése de macrocycles aza-couronne. Notre rappel
bibliographique se limitera aux données de la littérature décrivant 1’accés a des

polyazamacrocycles intégrant dans leur structure un hétérocycle intracyclique.
I1.1. Stratégie 1 : Cyclisation / Alkylation

11.1.1. Cyclisation

11.1.1.a.Voie de Richman-Atkins et variantes

La réaction de macrocyclisation peut mettre en jeu soit la formation de deux fonctions
amine, soit la formation de deux fonctions imine ou amide qui peuvent ensuite étre réduites en
fonctions amine. En ce qui concerne la stratégie la plus directe (formation de fonctions
amine), la méthode de cyclisation la plus employée est probablement la méthode de Richman
et Atkins (1974)® qui consiste a faire réagir des disulfonates (ou bien des dihalogénures) sur

des sels dimétalliques de bis-sulfonamides. Ainsi, par exemple:

e I°
(\N' Na* X/w
TN . Jte _DME1000C ) T
k/lTl Na* x\) k/lr\)
X=Cl, Br, |
X=0OTs, OMs

Schéma 4. Méthode de Richman-Atkins.

Cette réaction conduit généralement aux polyazamacrocycles avec de bons rendements, tout
en évitant 1’utilisation de la technique de haute dilution ([réactants] ~ 0.1 M). Bien qu’un
cation métallique (Na*) soit présent dans le milieu réactionnel, aucun effet de matrice ionique
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n’a ét¢ mis en ¢évidence. La substitution de I’ion sodium par un cation organique
(tétraméthylammonium) n’a pas en effet d’incidence sur le rendement de macrocyclisation.
Dans cette méthode de Richman et Atkins, les groupements tosyles sont utilisés comme
groupements protecteurs des fonctions amines, mais servent surtout a favoriser la réaction de
macrocyclisation aux détriments des reactions de polymérisation. Ces groupements
volumineux génent en effet la libre rotation des liaisons voisines des groupes N-Ts, et par
voie de conséquence diminue la mobilité rotationnelle de l'intermédiaire cyclique. Ceci se
traduit par une faible perte d'entropie interne lors de la cyclisation. En d’autres termes, la
présence de groupes tosyles contribue a la préorganisation de 1’intermédiaire réactionnel et
favorise 1’¢état de transition conduisant a une cyclisation intramoléculaire.

Deux points sont a relever au niveau de cette méthode de cyclisation :

- Le rendement de cyclisation est dépendant des longueurs des chaines a cycliser. Les travaux
de Iwata et Kuzuhara® ont en effet montré que les meilleurs rendements ont été obtenus lors
de couplage de réactants électrophiles présentant la longueur de chaine la plus courte et de
réactants nucléophiles présentant la longueur de chaine la plus grande.

- L’utilisation de dihalogénures au lieu de disulfonates implique des rendements de

cyclisation plus modestes.

Cette méthode a été notamment employée pour la préparation de macrocycles incorporant un

noyau pyridine ou 2,2’-bipyridine.®*

X
X
| Na+ Na+ DMF | = n
AN\ + N N N, N
N SO\ /N J1s 100°C N NN
X X Ts Ts /N \Ts
Ts

X=Br,n=1,R=70%
X=Cl,n=2,R=30%

Schéma 5. Rendements de cyclisation de macrocycles a 12 et 15 chainons selon Stetter et
al.”) et Newkome et al.® respectivement.

En 1997, Aime et al.®) ont introduit une modification a cette procédure :
substitution du DMF par l'acétonitrile, utilisation de bis-sulfonamides et de carbonate de
potassium comme base. De bons rendements de cyclisation ont été ainsi obtenus dans le cas
de polyazamacrocycles & motif pyridine (60-90%)® ou 2,2’-bipyridine (77%)®. Cette méme

procédure a également été utilisée pour des macrocycles & motif phénanthroline?.
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X
H H
I I CH3CN, reflux
N/ n + /N N N\ 3 N
SO\ /N_/ 'Ts K2CO3 N
Ts \JI

X=ClLn=1,R=75%
X=Br,n=2,R=77%

Schéma 6. Rendements de cyclisation de macrocycles & 12 et 15 chafnons selon Aime et al.®
et Nasso et al. © respectivement.

Dans le cas des macrocycles dérivés de la 2,27:6°-2”’-terpyridine, on pourra noter que
’orientation de la réaction de macrocyclisation vers le cycle monomere ou dimere dépend de
la longueur de chaine du dérivé polyamine. L utilisation du dérivé triamine ne conduit en effet
qu’a I’obtention du macrocycle résultant d’une condensation du type 2:2,“ tandis que dans

le cas du dérivé pentaamine la formation du produit de condensation 1:1 est prépondérante.*?

= H H
g | . _N N N K2COg3 Monomeére (18 chainons): pas observé
X N A Ts™\ N_/ Ts Dimére (36 chainons) : R =20%
| Ts CHSCN
=N N _~
K
N N
Br Br TTsT '|\I Ms ﬂ, Monomeére (24 chainons): R = 57%
T CH5CN Dimeére (48 chainons) : R =17%

Schéma 7. Réactions de macrocyclisation mettant en jeu la 2,2:6’-2>*-terpyridine.™ *?

La méthode de Richman-Atkins comporte en fait deux parties distinctes: la réaction de
macrocyclisation, mais aussi la réaction de déprotection des groupements tosyles afin de
régénérer les fonctions amine secondaires. L’inconvénient majeur du groupe tosyle est sa
déprotection difficile, nécessitant des conditions opératoires souvent drastiques: acide
sulfurique concentré a 100°C, acide bromhydrique en solution dans 1’acide acétique a 90°C,
acide bromhydrique en présence de phénol,.... Ces conditions ne sont pas compatibles avec la
présence de groupements fonctionnels labiles (fonctions ester, éther) au niveau de

I’hétérocycle.
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L’utilisation récente de groupements nosyle (2-nitrobenzéne sulfonyle), développé par
Fukuyama et al, ®3*% permet d’obtenir des rendements de cyclisation aussi élevés qu’avec les
groupements tosyle et autorise le recours a des protocoles de déprotection a température
ambiante (PhSH- Na,COs;, HSCH,CH,OH- Cs,CO3; ou DBU, HSCH,COOH-LIiOH par
exemple). Quelques exemples de synthese sont représentés dans le schéma 8. Cette voie a
notamment été utilisée pour la constitution par chimie combinatoire de bibliotheques de

polyazapyridinocyclophanes.>*®)

SR o R
H H i) | i) PhSH, Temp. Amb. |
> * N N AN N/ N/
N Ns™ \ / | \ / Ns Na,CO3 ou K,CO3
R' N N N\ N N
X X Ns - N N
/IS Ns G\
(ou H)
Cyfon
NOO X=Br,R=H,R =Ns i) Na,CO3, R=76% i) R=72% ref. (17)
2 X =Cl, R=0C;,Hps, R' = Ns i) K,CO3, R=51% i) R=82% ref. (18)
X=Br,R=H, R"'=Boc i) Cs,CO3, R = 80% i) R=94% ref. (19)
X =Br,R =H, R = Boc i) Na,COg3, R = 67% i) R=91% ref. (20)
X =Br, R=H, R'=CH,COOtBu i) Na,COg, R =58% i) R=67% ref. (20)

Schéma 8. Réactions de macrocyclisation et de déprotection impliquant les groupements
nosyle.

Nous avons également relevé I'utilisation du groupement triméthylsilyléthylsulfonyl

(SES-sulfonamide) comme substitutif aux groupes tosyle et nosyle lors de la préparation de
polyazamacrocycles dérivés de la pyridine.?Y Dans ce cas, uniquement des sous-produits
volatils sont formés lors de la réaction de déprotection (CsF).
Chellini et al.®? préconisent quant & eux le recours & un groupement diéthoxyphosphoryle
([EtO]2P[O]) dans la réaction de Richman-Atkins. Le principal avantage de 1’utilisation de ce
groupement est sa facilité de clivage (HCI gaz a température ambiante). La réaction de
macrocyclisation, bien que conduisant a de bons rendements, nécessite toutefois le recours a
un systeme biphasique (toluéne —soude aqueuse a 50%) en présence d’un catalyseur de
transfert de phase BusN(HSO,).

L’utilisation de ces deux types de groupement protecteur est illustrée dans le schéma 9.
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\ \
N | |
N * N N N i) N i)

P A
P

z =2

H
X= C|, P= (EtO)ZP(O) X=Br,P= M93SiCH2CH2802
i) Toluene-50% NaOHaqg, BuysN(HSOy,), reflux, 4h, R = 68% i) DMF, Cs,COg3, t.a.,48h, R =61%
i) dioxane-HClgaz, 12h, t.a., R =90% ii) DMF, CsF, 95°C, 24h, R = 83%

Schéma 9. Autres groupements protecteurs du motif polyamine utilisés dans la réaction de
Richman-Atkins.?%?

11.1.1.b.Voie des imines

Cette voie met en jeu la condensation d’un dialdéhyde (ou d’une dicétone) sur une
polyamine présentant des fonctions amines primaires terminales, suivie d’une réduction de la
base de Schiff ainsi formée (Schéma 10). Pour une telle réaction de condensation, on utilise
un ion métalliqgue (en genéral un métal de transition) qui va servir de matrice pour la

construction du macrocycle (effet template).

Chromophore
° >
H H
+

[

O
M

ChromophoreS

NH N NH

(YN

H,N N NH,
S

Schéma 10. Méthode de macrocyclisation impliquant la formation de bases de Schiff.

Par cette méthode de synthése, P. Moore et coll.?® ont réussi & avoir de bons
rendements pour des macrocycles a 14 chainons incorporant un motif pyridine, en utilisant
I’ion cuivrique (Cu(NO3),) pour générer I’effet de matrice (Schéma 11). Il est a noter que ces
auteurs ont utilisé une concentration en réactants particulierement élevée, 0,22 M. En utilisant
la méme voie de synthése, Delgado et Costa®” rapportent des rendements analogues pour ces
mémes macrocycles. D’autres exemples de tétraazamacrocycles dérivés de la pyridine et de
diamines du type H,N(CH;)3sX(CH,)3NH, ont été synthétisés selon le méme mode opératoire

avec des rendements globaux (3 étapes) satisfaisants (55-60 %).>2®)
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h [
H H
N/ + HoN N NHy i) N/ ") K(j\ “')
N7\ A B cu?
(6] (@] HN N
k/l\) v|\) k/'
i) Cu(NOg3),, EtOH-H,0, reflux, 2h; ii) NaBHy, t.a.; i) Na,S. R=H, R=823%

R=Me, R 1o = 73,1%
Schéma 11. Effet de Matrice de Cu(l1).®®

De méme, Rybak-Akimova et coll. al.?” rapportent un rendement total de 27 % (96 % pour
la réaction de macrocyclisation) pour 1’obtention d’un macrocycle analogue a 14 chainons

(Schéma 11, R = -(CH,)3-NH,) en utilisant I’ion Ni** comme cation métallique.

Toutefois aucune trace de produits cycliques n’a été¢ observée lors de réactions analogues
mettant en jeu des triamines du type H,N(CH;),NH(CH)sNH; ou H>N(CH)sNH(CH;)3NH,
et la 2,6-dialdéhyde pyridine, et ceci méme en faisant varier la nature du métal (Cu(ll), Ag(l),
Co(l1), Ni(11)).©

L’influence de la nature du métal employ¢ sur I’orientation de la réaction de macrocyclisation
vers la forme macrocyclique monomere ou dimeére est d’autre part un critére important. C’est
ainsi que Krakowiak et al®® rapportent que I'utilisation de Pb(II) lors de la réaction entre la
2,6-dialdéhyde pyridine et la bis(3-aminopropyl) amine, conduit uniquement au produit de

condensation 2:2 (Schéma 12).

e QW

N/
IS 1) Pb(SCN); 7\, NN Rzoiw
2) NaBH, — =
HoN N NH, NH HN
4

Schéma 12. Effet de matrice de Ph(11).%

Des bases de Schiff macrocycliques dérivés de la 1,10-phénanthroline ont été également

préparées® % par contre un examen de la littérature ne nous a pas permis de relever des
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travaux concernant 1’obtention de bases de Schiff macrocycliques dérivées de la 2,2°-

bipyridine ou de la 2,2°:6°-2"’-terpyridine.

L’intérét majeur de cette stratégie de synthése réside dans 1’absence d’utilisation de
groupements protecteurs au niveau du motif polyamine, et donc permet d’éviter a priori les
étapes fastidieuses de protection/déprotection. Toutefois les bases de schiff peuvent étre
instables et ne pas résister aux conditions mises en jeu lors de la réduction des fonctions
imines. La libération du cation inducteur de la réaction de macrocyclisation peut d’autre part
ne pas étre toujours aisee si le polyazamacrocycle forme a une grande affinité pour ce cation.

A notre connaissance, cette stratégic de synthése n’a pas été utilisée pour la construction de

polyazamacrocycles a fonctions latérales acide acétique.

11.1.1.c.Voie des amides

La préparation d’un diamide macrocyclique a partir de fragments diacide activés et
diamine, suivie par la réduction des deux fonctions amide constitue une voie importante pour

I’obtention de polyazamacrocycles (Schéma 13).(1)

Chromophore
Chromophore Chromophore
+

Act Haute dilution O o Reductlon 5
NH

ST

Schéma 13. Méthode de macrocyclisation impliquant la formation de diamide macrocyclique.

Au niveau de cette stratégie de syntheése nous n’avons cependant noté que deux publications
mettant en jeu un synthon dérivé d’un noyau hétérocyclique. Ces deux travaux GL 32) sont
présentés dans le schéma 14. Malgré ['utilisation de techniques de haute dilution la
condensation d’un chlorure d’acide avec une diamine conduit a des rendements faibles en
diamides macrocycliques (~ 10 %). Par contre 1’utilisation du dérivé diester en milieu
concentré ([réactants] = 0,06M) conduit a des rendements de macrocyclisation satisfaisants

(45-72 %). Dans ce cas, c’est I’étape de réduction des fonctions amide qui est 1’étape limitante
(R =10 %).
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N ‘ o~
= CGHG O N/ /O - = 0,
cl N Cl  + HyN-(CHy)-NH, ~Hte Dilutic > 2 - g EZ 12 ‘32
e Dilution )
& 3 NH HN

o M _J_ o |

Pz MeOH, 25°C H HN BH

= _ o
O .+ O R=45-12% (CHy), (CH2) (CHy),

NH HN

n, m, n-tétraamine n=23
m=2,3
\(CHz)j K(CHZ)

m

Schéma 14. Dilactames macrocycliques dérivés de la pyridine. ©¢*3?
Au vu de ces résultats, cette voie de synthése ne parait pas étre, pour I’instant, une voie
privilégiée (avec des rendements satisfaisants) pour I’obtention de polyazamacrocycles

intégrant dans leur structure un ou plusieurs noyaux hétérocycliques.

11.1.1.d.Voie mettant en jeu la réaction de Mitsunobu

Rappelons tout d’abord que la réaction de Mitsunobu permet de convertir un alcool en
une variété de groupes fonctionnels en utilisant la triphénylphosphine (TPP) et le diisopropyl
azodicarboxylate (DIAD).®® Le mécanisme en 3 étapes de cette réaction est illustré dans le
schéma 15 pour la réaction entre un nucléophile (NuH) avec un alcool primaire. Dans un
premier temps, la TPP réagit avec le DIAD pour former un adduit P-N zwitterionique, lequel
se protonne en présence de NuH pour former un sel de phosphonium. Il est important de
remarquer, a ce stade, que le nucléophile employé doit étre acide pour étre en mesure de
protoner 1’adduit (pKa < 13). Dans I’é¢tape de I’activation de [’alcool, le groupement
phosphore est transféré a 1’alcool pour former un sel d’oxyphosphonium. Finalement, le

nucléophile déprotoné réagit avec ce sel pour conduire au produit désiré.
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@
PhR” PhsR

___COOR PPhs \ _COOR NuH N COOR e
_N=N — _N—N — _N—N N
ROOC ROOC © ROOC i’
R'OH
®
Ph3PO + R-Nu <« [PhsP-OR] [N%] + H, _COOR
ROOC”™ \

Schéma 15. Mécanisme généralement accepté de la réaction de Mitsunobu.

Récemment, Hovinen®” a montré que la réaction de Mitsunobu pouvait étre exploitée
avec succes pour la préparation d’azamacrocycles. Dans ce cas, des dérivés sulfonamides
dans lesquels le groupe NH est connecté a un groupe électronégatif (2-nitrobenzéne sulfonyle)

sont utilisés comme nucléophiles.

R
N
| N
N |
=
N R =Br,R=68%
OH OH PhsP, DIAD R = O(CHz)4(CgH4)-p-NOp, R = 71 %
+ — N NN :
. NH N N\H [réactants]=0,04M Ns™ '\ /’L\S / "Ns
S/
Ns
Ns

Schéma 16. Utilisation de la réaction de Mitsunobu a la préparation d’un tétraazamacrocycle.
Lors de la préparation de dérivés macrocycliques analogues, Lin et al. % ont établi que
I’utilisation de BusP a la place de PhsP pouvait légérement améliorer les rendements de

macrocyclisation.

11.1.2. Alkylation

L’introduction des chaines latérales acide acétique sur les fonctions amine secondaire
du polyazamacrocycle constitue la derniere étape de cette méthode de syntheése. D’apres les
données de la littérature cette réaction de pluri-alkylation peut s’effectuer suivant deux
protocoles :

— réaction d’acide chloroacétique dans des conditions de pH élevé (pH 10). Dans ce
cas un contr6le tres strict du pH du milieu réactionnel est indispensable pour le succes de la

réaction d’alkylation. Les rendements d’alkylation varient entre 21 et 78% (Schéma 17).
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R R
| N | N R = H, 64% , ref.(6)
P P R =H, 56% , ref.(4)
N CICH,COOH N R =H, 78% , ref.(17)
—_—
N N N HOOC N_ COOH  R=0CiHzs 21%, ref.(18)
HO\__/\_/ H pH 10 A \_/k NI R = OCH,CgHy-4Br, 70%, ref.(36)
H
COOH

Schéma 17. Alkylation de tétraazamacrocycles.

— réaction de bromoacétate de tertiobutyle (ou de méthyle, éthyle) en présence d’une
base inorganique ou organique. Suivant la nature de la base utilisée (Ag,CO3, K,COs3, Et3N,
iPr,EtN), on peut observer la formation de mélanges de produits alkylés quelquefois
impossibles a purifier.® 33" Des essais d’alkylation avec différentes bases sont donc parfois
nécessaires afin d’optimiser cette réaction d’alkylation. Cette méthode peut conduire a de
meilleurs rendements que celle mettant en jeu 1’acide chloroacétique; des rendements de 80-

90% ont été ainsi rapportés.®

11.2. Stratégie 11 : Alkylation/Cyclisation

Cette méthode, ¢laborée au niveau de 1’équipe, consiste a utiliser comme synthon une
polyamine dont les atomes d’azote sont déja substitués par des groupements acétate protégés
sous forme ester. Les atomes d’azote ainsi que les fonctions ester présents sur le squelette de
ces dérivés sont susceptibles de coordiner et d’induire un effet de matrice lors d’une réaction

de macrocyclisation.
Chromophore

Lo K )
> YA
Br Br (COZR <cozR CO,R ( LQ/\)_/K

CO,R CO,R CO3R
Schéma 18. Stratégie Alkylation/Cyclisation.

11.2.1. Synthon polyamine

Les premiers travaux ont porté sur 1’utilisation d’un dérivé de la diéthylénetriamine
présentant trois groupements acétate de tertiobutyle. La préparation de ce composé en trois
étapes est présentée dans le schéma 19 et correspond a un rendement global de 59 % a partir

de la diéthylénetriamine commerciale.®™ Un rendement comparable a été récemment obtenu
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en utilisant le groupe nosyle comme groupe protecteur des fonctions amine primaire de la

diéthylénetriamine.®®

H H
a

N
H H 3 HCI
l b
Ph Ph
NS >N SN
tBUOOC k COOtBu tBUOOC k COOtBu
COOtBU COOtBuU

Schéma 19. Réactifs et conditions : (a) i. PhCHO, EtOH, 50°C ii. NaBH,, 50°C iii. HCI
(94%), (b) BrCH,COOtBuU, i-Pr,NEt, DMF (63%), (c) H,, 3 bars, Pd/C, MeOH (100%).?

Dans cette synthése, le choix du groupement tertiobutyle comme groupement protecteur des
fonctions acide permet d’éviter des réactions parasites. En effet, il a ét¢é démontré au
laboratoire que I’utilisation du bromoacétate de méthyle lors de la réaction de trialkylation
conduisait a la formation de sous produits provenant d’une cyclisation intramoléculaire
(lactamisation) entre une fonction amine et une fonction ester des intermédiaires réactionnels
(Schéma 20).%% Cette formation de cétopiperazines a été observée lors de la synthése de
dérivés du DTPA (acide diéthylénetriaminepentaacétique) et du TTHA (acide
triéthylenetétraaminehexaacétique) lorsque des fonctions ester de méthyle, d’éthyle ou de

benzyle sont engagées.“® 4

H H
Ph\/N\/\N/\/N\/Ph
H
BrCH,COOMe
iProNEt, DMF
Ph Ph
) [ N N
+ /_N N N—\ et/ou /—N N N—\
//N\/\N/\/N\\ PH \_< < oh PH >/_/ < -
MeOOC k COOMe 0 COOMe 0 COOMe
COOMe
34%
19%

Schéma 20. Réactions secondaires lors de 1'utilisation du bromoacétate de méthyle.
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11.2.2. Cyclisation

La réaction de macrocyclisation entre ce synthon polyamine trisubstitué (Schéma 19)
et des dérivés hétérocycliques dibromométhylés a été conduite dans I’acétonitrile en évitant
les techniques de haute dilution et en utilisant Na;CO3 comme base et 1’ion Na* comme
inducteur d’effet de matrice. Des exemples mettant en jeu les motifs pyridine, 2,2’°-bipyridine
et 2,2°:6’-2”’-terpyridine et conduisant & des macrocycles a 12, 15 et 18 chainons sont
représentés dans le schéma 21.

A
L _n N
N |
n
N n=1, 34%, ref 43
Na,CO3 CH3CN ’ '
Br +  Br a2-Ys, ~MsN n =2, 34%, ref 9
= 0
HN N NH [réactants]=2,3 x103M N, N N n=3,56% ref 11
(L

CO,tBU CO,tBu COLtBu CO,tBu CO,tBu CO,tBu

Schéma 21. Rendements de macrocyclisation obtenus suivant la stratégie
Alkylation/Cyclisation.

Cette méthode de synthése a été étendue a la préparation de polyazamacrocycles dérivés
d’autres bi-, tri-hétérocycles ‘' *¥ ou d’autres triamines “® et utilisée par d’autres équipes de
recherche ") L effet de matrice de I’ion sodium (par rapport aux autres ions alcalins, Li",
K*, Cs") a été bien établi >34 et les rendements de macrocyclisation se situent entre 30 et
65%.

Il nous parait d’autre part intéressant de signaler que le synthon a motif diéthylenetriamine
décrit dans le schéma 19 a été utilisé dans une réaction de macrocyclisation originale
conduisant a 1’obtention d’un polyazamacrocycle et mettant en jeu une condensation de

Mannich et un dérivé pyridine dihydroxysubstitué (Schéma 22).“*

H

HO OH H H >
A N N N (CH
i gﬁﬁ
N

O OH
| X
20)n N (62%)
H* N N N
CO,tBu CO,tBu CO,tBu
2 (N
CO,tBu CO,tBu CO,tBu

Schéma 22. Macrocyclisation par réaction de Mannich.“®
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On notera cependant que le recours a un motif pyridine monosubstitué (3-hydroxypyridine) ne
permet pas d’atteindre le dérivé macrocyclique correspondant, mais uniquement le dérivé

acyclique résultant d’une réaction de monométhylation.

11.3. Bilan de la revue bibliographique

Aprés cette étude bibliographique sur les voies d’acces a des polyazamacrocycles a chaines

latérales acide acétique, nous pouvons conclure que :

Pour la stratégie de synthése Cyclisation/Alkylation, la méthode Richman-Atkins
modifiée (utilisation de bis-sulfonamides, de carbonate de potassium comme base et
I’acétonitrile comme solvant) est la méthode la plus utilisée et conduit a des rendements de
macrocyclisation élevés (pouvant étre supérieurs a 70%). De plus I’utilisation de groupements
nosyle (2-nitrobenzéne sulfonyle) évite des conditions drastiques de déprotection. Cette voie
comporte 3 ou 4 étapes: réaction de macrocyclisation, de déprotection, d’alkylation et
éventuellement hydrolyse des fonctions ester. La méthode de Richman/Atkins présente un
interét  supplémentaire : celui d’obtenir comme composés intermédiaires des
polyazamacrocycles a fonctions amine secondaire. On peut ainsi, a partir d’un seul squelette
macrocyclique atteindre plusieurs types de ligands présentant des fonctions complexantes

autres que des fonctions acide acétique (fonctions acétamide, phosphonate,...).

La seconde stratégie de synthese Alkylation/Cyclisation est caractérisée par des
rendements de macrocyclisation moins élevés (entre 30 et 65%), mais permet de limiter le
nombre d’étapes postérieures a la réaction de macrocyclisation. Cette voie ne comporte que
deux étapes : réaction de macrocyclisation et hydrolyse des fonctions ester. Si 1’on se place au
niveau du rendement global pour I’obtention des macrocycles cibles, cette méthode peut se
révéler compétitive par rapport a la méthode Richman-Atkins. Ainsi, le macrocycle a 12
chainons dérivé de la pyridine, représenté dans le schéma 23, a été obtenu avec un rendement
global de 34% en mettant en jeu la stratégie Alkylation/Cyclisation et de 26 a 43% en utilisant

la stratégie Cyclisation/Alkylation.
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N X
x

= | =

N V N
Br Br N -~ Br Br
H * H N N N ‘ +
NN (N N R
( < CO,H CO,H  COH /N /IN /\
CO,tBu CO,tBu CO,tBu R R R

R = Tosyle, NaH, R =26,2%, ref. 4
Nap;CO3 R =34 %, ref. 9 R = Tosyle, K,CO3 R =40%, ref.6
R = Nosyle, Na;CO3 R =42.7%, ref.17

Schéma 23. Rendement global pour I’obtention d’un polyazamacrocycle a 12 chainons
suivant les stratégies utilisées.

Les propriétés de luminescence des complexes d’europium et de terbium étant
tributaires de la nature du chromophore utilisé comme « antenne » au niveau du ligand, un
atout important de cette stratégie est de pouvoir diversifier plus aisément la structure du

chromophore en un nombre d’étapes limité.

C’est pour cette raison que nous avons choisi dans le cadre de nos travaux d’explorer
plus en avant les potentialités de la stratégie de synthese Alkylation/Cyclisation et donc de
I’étendre a I’obtention de macrocycles dérivés de la triéthylénetétraamine. Cette stratégie est

décrite dans le schéma 24.

Chromophore

Chromophore Chromophore

Br Br w w

¥ — AN A
w0 ( \cone Ncon
NN 2tBU COLtBu CO,tBU 2 COH  Cco,H CO,H 2
COLtBU

—_—

COBU co,tBu COLtBU

Schéma 24. Stratégie de synthese retenue.
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11 Préparation du synthon tétraester dérive de la triéthylenetétraamine

Le  dérivé  tétra-(tert-butoxycarbonylméthyl)-N,N’,N"",N'"’-triéthylenetétraamine
(composé 4, schéma 25) constitue un synthon pivot dans la stratégie suivie et en conséquence
doit pouvoir étre synthétis€é a une échelle de plusieurs grammes. Ce dérivé de 1’acide
triéthylénetétraamine tétraacétique (TTTA) n’étant pas décrit dans la littérature, nous avons
entrepris sa préparation.

Il est d’ailleurs a noter que le tétraacide TTTA lui-méme n’a été décrit dans aucune
publication académique. Il est uniquement cité dans quatre brevets,“**® mais aucune

information sur sa synthése et ses caractéristiques physicochimiques n’y sont rapportés.

IIL.1. Premiére voie d’acces étudiée
Dans un premier temps, nous avons logiquement appliqué a ce composé le schéma de
synthese utilisé avec succes dans le cas du composé analogue dérivé de la

diéthylénetriamine.? Cette stratégie de synthése est reportée dans le schéma 25.

H H
N N
/\/H\/\ /\/ NH2 a \/\N/\/ \/\N
H
1 2
b
COOtBu COOtBu <COOtB“ COOtBu COOtBu
H

N~ /\/N\/\N(

N\/\N(/\/C\/\ NH

COOtBu COOtBu COOtBu

Schéma 25. Réactifs et conditions. a) (i) PhCHO, CHClIs3, reflux 2h, (ii) NaBH,;, MeOH,
48% ; b) BrCH,COOtBu, iPr,NEt, T.A., 48h, 19% ; c) Pd/C (10%), H, (2 bars), MeOH, T.A.,
12h, 100%.

(i) la premiére étape consiste en la protection des fonctions amine primaire de la

triéthylenetétraamine (disponible commercialement) par des groupements benzyle. Une
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double séquence d’amination/réduction est mise en jeu. En suivant le protocole utilisé au
laboratoire pour le composé analogue derivé de la diéthylénetriamine, nous avons utilisé deux
équivalents d’une solution de benzaldéhyde dans 1’éthanol pour la formation de
I’intermédiaire diimine et un exces de borohydrure de sodium pour la réduction in situ de cet
intermédiaire. Les analyses RMN *H et de spectrométrie de masse du brut réactionnel révélent
la présence de produits mono-, di-, tri- et tétraalkylés. Un second protocole décrit par Denat et
al.®? et utilisant trois équivalents de benzaldéhyde dans 1’éthanol ne nous a pas permis non
plus d’accéder a ce composé. Il est a noter que, dans ce dernier protocole, 1’utilisation de trois
équivalents de benzaldéhyde conduit a un composé diimine intermédiaire contenant une

fonction aminal (schéma 26).

H H
NH; [NZCHPh [N—CHzF’h [N—CHZPh

/)

NH 3PhCHO N NaBH, N HBr 6M NH
—_— B
[ EtOH [ =P "t [ > Fh 2
[NH [N [N NH
NH, N=CHPh N—CH,Ph [N—CHzF’h
H H

R global = 54,5%

Schéma 26. Protocole utilisé par Denat et al.®® pour 1’obtention de la tétraamine 2.

Finalement, 'utilisation de deux équivalents de benzaldéhyde dans du chloroforme lors de

I’étape d’amination nous a permis d’isoler la tétraamine 2 avec un rendement de 48%.

(if) La tétraamine a fonctions amine secondaire 2 a ensuite été soumise & une réaction de
tétraalkylation avec le bromoacétate de tertiobutyle. Rappelons que le choix de la fonction
ester de tertiobutyle repose sur la possibilit¢ de réactions secondaires (réaction de
lactamisation) lorsque des fonctions ester plus réactives (COOMe, COOEt, COOBn) sont
mises en jeu. Cette réaction a été effectuee a température ambiante dans le DMF et en utilisant
la diisopropyléthylamine comme base. Apres deux purifications successives par
chromatographie sur colonne de silice puis d’alumine, le composé attendu 3 a été isolé avec
un rendement de 19%. En fait, la purification chromatographique est rendue complexe en
raison de la formation de sous-produits polyalkylés difficiles a différencier du produit désiré

par chromatographie sur couche mince.
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(iii) La derniére étape consiste en un clivage des groupements protecteurs benzyles. Cette
étape est effectuée par hydrogénation catalysée par le palladium sur charbon (10%) sous
pression d’hydrogéne (2 bars) pendant une nuit a température ambiante. Cette réaction

conduit au composé 4 avec un rendement quantitatif.

Avec cette séquence de réactions, le rendement global en synthon 4 est de seulement 9% ,
I’étape limitante étant 1’étape de tétraalkylation. Différents essais au niveau de cette étape en
faisant varier le solvant (CH3CN), la nature de la base (K,CO3), la steechiométrie des réactifs
ou le temps de réaction ne nous ont pas permis d’améliorer de facon notable ce rendement.

Cela nous a conduit a rechercher une autre voie d’acces pour 1’obtention du composé 3.

I11.2. Seconde voie d’accés étudiée

Afin de limiter la formation de sous produits diversement alkylés lors de réactions de pluri N-
alkylation, nous avons mis en ceuvre une stratégie ayant recours a 1’utilisation de dérivés pré
N-alkylés par le groupe acétate de tertiobutyle: un dérivé dialkylé, le di-(tert-
butoxycarbonylméthyl)-N,N’-éthylenediamine, et un dérivé monoalkylé, le [benzyl-(2-
bromoéthyl)-amino]acétate de tertiobutyle (composés 5 et 6 respectivement, schéma 27).
Cette approche consiste a mettre en ceuvre uniquement des réactions de mono et de di N-

alkylation plus faciles a maitriser et a purifier.

COtBu CO,tBu

5 AN~ N Br\/\N(/\Q 6

CO,tBu
COOtBu  cootBu COOtBu

PN
@wNN<C:;;N \

Schéma 27. Nouvelle voie rétrosynthétique pour 1’obtention de la tétraamine 3.
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111.2.1. Synthése du précurseur 5

Ce composé a été déja décrit par C. G. Pitt et al. ®V en trois étapes & partir de I’acide
éthylénediamine N,N’-diacétique 7, ce composé étant disponible commercialement (schéma
28). Apres protection des fonctions amine par le groupement Z (benzyloxycarbonyl), les deux
fonctions acide sont estérifiées en milieu acide a 1’aide d’isobuténe. Dans la dernicre étape,
les groupements carbamate sont clivés par hydrogénation catalysée par du palladium sur
charbon activé. Le rendement global en diamine 5 est faible, de I’ordre de 15%.

HN/\/NH o ; S

a O -
k H CO,H )\ O:<N

N
CO, o N/\/ k o N/\/ k
7 k CO, k CO,BU
COzH COztBU
C
NH
HN/\/
S
COQtBU COztBU

Schéma 28. Réactifs et conditions a) benzyle chloroformate, Na,CO3, 89% ; b) H,SO,,
isobuténe, 17% ; c¢) Pd/C (10%), H,, EtOH, 72h, 100%.“"

Pour notre part, en nous basant sur une méthode utilisée en chimie peptidique®®, nous avons
réussi a préparer la diamine 5 en une seule étape a partir de 1’acide éthylénediamine N,N’-
diacétique 7 par une réaction de transestérification avec de 1’acétate de tertiobutyle en
présence d’acide perchlorique. La diamine 5 est ainsi obtenue avec un rendement de 43%
(schéma 29). Cette réaction permet d’isoler la diamine 5 par de simples opérations de lavage

et d’extraction, mais est pénalisée par sa durée.

NH NH
HN/\/ a HN/\/
—_—
kCOZH COzH kCOZtBU COztBU
7 5

Schéma 29. Réactifs et conditions a) CH3COOtBu, HCIO,, 12 joursa T. A., 43%
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Afin d’améliorer ce rendement, nous avons également réalisé une synthése de 5 en deux
étapes a partir de la N,N’-dibenzyl éthylénediamine commerciale 8 (schéma 30). Une double
alkylation des atomes d’azote de 8 par du bromoacétate de tertiobutyle dans 1’acétonitrile en
présence de K,COjz nous permet d’obtenir par simple filtration le composé 9 avec un
rendement quantitatif. Un rendement quantitatif est egalement obtenu lors de la réaction de
déprotection des fonctions benzyle de 9 par hydrogénation catalysée sur Pd/C, a 2 bars de H,
pendant 12 h.

Oy O
A~ _NH A N R L
N N/\/k CO,Bu

H
CO,tBu
kcoztBu 2

8 9 5

Schéma 30. Réactifs et conditions a) BrCH,COOtBu, K,COs3, CH3CN, reflux 24h, 100% ; b)
Pd/C (10%), H, (2 bars), MeOH, T.A., 12h, 100%.

En complément de ce dernier résultat, Burdinski et coll.®® ont également décrit en 2009 la
préparation a 1’échelle de plusieurs grammes du composé 5. Ces auteurs utilisent le méme
schéma de synthése avec un protocole expérimental différent et rapportent un rendement de

53% sur les deux étapes.

111.2.2. Synthése du précurseur 6 et analogues

Avec comme ligne directrice I’intention de conserver le groupe benzyle comme
groupement protecteur de fonctions amine (conditions neutres et excellents rendements pour
leur clivage dans des conditions neutres) nous avons choisi tout naturellement de prendre la
N-benzyl ethanolamine 10 (disponible commercialement) comme point de départ pour la
préparation du second précurseur requis, le dérivé bromé 6.

A priori, deux étapes simples (i) I’alkylation de 1’amine secondaire de la N-benzyl
éthanolamine par du bromoacétate de tertiobutyle, (ii) la bromation de la fonction alcool par
une méthode classique, devraient nous permettre d’atteindre le composé désiré 6 avec des

rendements convenables.
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Br
e e e (5
H
\\ u COztBU

Schéma 31. Réactifs et conditions a) BrCH,COOtBu, iPr,NEt, DMF, T.A. 24h, 100% ; b)
NBS/PPhs, CH,Cl,, T. A. 4h, 82%.

La 1% ¢étape a permis d’atteindre le composé 11 avec un rendement quantitatif en
utilisant la diisopropyléthylamine comme base et le DMF comme solvant. La bromation de la
fonction alcool résiduelle de 11 a été effectuée en ayant recours au couple N-
bromosuccinimide et triphénylphosphine (NBS/PPhs) et a permis d’isoler le dérivé bromé 6

apres purification par chromatographie sur colonne de silice avec un rendement de 82%.

Récemment, Chong et al.®* ont rapporté que P’alkylation de la N-benzyléthanolamine
par le bromoacétate de benzyle en présence de K,CO; comme base ne conduisait pas au
composé attendu mais a la formation de la N-benzyl-morpholin-2-one 12 résultant d’une
réaction de lactonisation entre la fonction alcool et la fonction ester de benzyle. L’utilisation
du bromoacétate de tertiobutyle dans les mémes conditions (K,CO3; comme base) conduit par
contre au produit attendu (schéma 32).

— O -0y
—~

N/\/OH

H
e S i
kCO tB 1
-tBu

Schéma 32. Réactifs et conditions a) BrCH,COOBn, K,COs;, CH3CN, T. A. 24h, b)
BrCH,COOtBuU, , K,CO3, CH3CN, T.A. 66h, 90% en composé 11. D’apres (54).

Afin d’¢élargir le champ d’application de notre procédure de synthése mettant en jeu la

diispropyléthylamine comme base lors de ces réactions de N-alkylation, nous avons effectué
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une étude sur I’influence de la base utilisée (IPr,NEt, EtsN, K,CO3) dans les réactions
d’alkylation de la N-benzyl éthanolamine par les bromoacétates de tertiobutyle, de méthyle et
de benzyle (schéma 33).

OH /\/OH
C;\ ”/\/ . BrCH,COOR _P2%° @/ \
Solvant
COZR \—<

O
R = Me, Bn, tBu Ester Lactone

Schéma 33. Etude des réactions de N-alkylation de la N-benzyl éthanolamine avec différents
esters de bromoacétate.

Les résultats de cette étude sont rassemblés dans le tableau 1.

Essais R Base Solvant | % en Lactone | % en Ester

1 Me Et;N DMF 32 68
2 Me EtzN CH3CN 100 0

3 Me (iPr),NEt DMF 0 100
4 Me K2COs CH3CN 100 0

5 tBu EtzN CH3CN 0 100
6 tBu K2COs CHsCN 0 100
7 tBu (iPr),NEt DMF 0 100
8 Bn (iPr).NEt DMF 10 90
9 Bn K,CO3 CHsCN 100 0

Tableau 1. Pourcentage en lactone et ester de différentes expériences d’alkylation de la N-
benzyl éthanolamine, voir Schéma 33 (durée de réaction 24h a température ambiante).

L’analyse des différents bruts de réaction par RMN 'H nous ont permis d’évaluer la
proportion d’ester et de lactone formés. En effet, les spectres RMN'H de ces composés sont

bien différenciés. Notamment dans la branche hydroxylée, le groupe méthyléne li¢ a 1’atome
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d’azote résonne dans la plage 2,85-2,90 ppm pour les différents composes ester et dans la
plage 2,65-2,70 ppm pour la lactone et surtout les signaux du groupe méthyléne en a de
I'oxygéne apparaissent dans des zones complétement différentes (3,58-3,62 et 4,37-4,40 ppm
pour les dérivés esters et la lactone respectivement). A titre d’exemple, la figure 1 montre le

spectre RMN *H du brut réactionnel correspondant a 1’essai 1 (Tableau 1).

N O
O L
E — 15000
N [
I |\ E |
CO,Me I
El -
E | i
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I
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B L E) —
| i |
- | L i

L
L
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Figure 1. Spectre RMN *H (CDCls, 300 MHz) du milieu réactionnel brut correspondant &
I’essai 1 (Tableau 1).

Les résultats de cette étude montrent que I’utilisation conjointe de iPr,NEt comme
base et du DMF comme solvant permet d’obtenir le rapport le plus élevé ester/lactone dans le
cas des dérivés ester de méthyle et de benzyle. Dans le cas du dérivé ester de tertiobutyle,
nous n’observons pas de réarrangement intramoléculaire quelque soit les conditions utilisées.
Ceci peut étre relié¢ a ’encombrement stérique engendré par le groupement tertiobutyle qui
inhiberait cette réaction de transesterification intramoléculaire.

Il est cependant important de noter que toute tentative de purification des dérivés ester
de méthyle et de benzyle par chromatographie sur colonne de silice se traduit par leur

transformation compléte en lactone. Une telle réaction de cyclisation intramoléculaire induite
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par la silice a été observée par Grote et al. ®® dans le cas d’un dérivé incorporant dans sa
structure des fonctions hydroxyle et ester de benzyle. Aussi pour accéder aux dérivés bromés
correspondants, nous avons effectué la réaction de bromation sur les bruts réactionnels
(Schéma 34).

OH Br
H/\/ a N/\/OH b ’\L/\/
KCOZR COzR
R=Me 13 R=Me 15 (70%)
R=Bn 14 R=Bn 16 (44%)

Schéma 34. Réactifs et conditions. a) BrCH,COO(Me/CH,Ph), (iPr),NEt, DMF, T. A., 24h;
b) NBS/P(Ph)s, CH.Cly, T. A. 16h.

Nous avons retenu comme systéme de bromation de la fonction alcool des dérivés 13 et 14 le
systeme NBS/PPh;. Les autres systemes de bromation des fonctions alcools tels que
HBr/acide acétique ou PBrj3 risquent en effet de provoquer une hydrolyse des fonctions esters
présentes dans ces dérives par catalyse acide. Le systeme NBS/PPh3 ne libére quand a lui que
des molécules neutres : succinimide et oxyde de triphénylphosphine. Le mécanisme de cette

réaction est donnée dans le schéma 35.

NBS, THF, 0°C A o
> o) (@) Br

PPh, N
|
PPhs ROH
®
RB P 2 /A/—‘\A\
r ROPPh; Br + o= /=0
+ |
H

Schéma 35. Mécanisme de bromation d’un alcool par le systéme NBS /PPhs.
Ces réactions ont été effectuées dans le dichlorométhane a température ambiante. Apreés

purification par chromatographie sur gel de silice et en utilisant 1’éther éthylique comme

éluant, les dérivés bromés 15 et 16 ont été isolés avec des rendements de 70 et 44% sur deux
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étapes a partir de la N-benzyl éthanolamine. Nous n’avons pas cherché a optimiser le

rendement de 16.

111.2.3. Syntheése de la tétraamine 3 et analogues

Le lecteur peut se reporter avec intérét au schéma 36 afin de se remettre en mémoire
I’ensemble des réactions mises en jeu lors de cette seconde stratégie de synthese élaborée
pour I’obtention du synthon pivot tétra-(tert-butoxycarbonylméthyl)-N,N’,N"",N""’-triéthylene-
tétraamine (composeé 4). Dans ce schéma nous avons récapitulé les résultats obtenus
précédemment pour 1’obtention des précurseurs 5 et 6 et pour 1’étape de déprotection des

groupements benzyles (3 —4).

La validation de cette stratégie reposait sur 1’obtention avec un rendement convenable en
composé 3 a partir des deux composes précurseurs 5 et 6. Cette condition a été satisfaite avec
succes. En effet la condensation dans ’acétonitrile de deux équivalents du dérivé bromé 6
avec la diamine 5 en présence de K,COj3 conduit au dérivé tétra tertbutylester 3 avec un
rendement élevé (92%) apres une simple purification par chromatographie sur colonne de

silice.

Cette seconde stratégie a donc conduit au composé cible 4 avec un rendement global de 75%
a partir des produits commerciaux 8 et 10. Dans le cadre de la premiére stratégie mise en
ccuvre, rappelons que le rendement global n’excédait pas 9% a partir de la

triéthylenetétraamine.

Les bons résultats obtenus nous ont incités a valider cette seconde stratégie pour 1’obtention

d’autres tétraamines tétrasubstituées par des fonctions ester.
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Schéma 36. Réactifs et conditions. a) BrCH,CO,tBu (2 équiv.), K,COs, CH3CN, reflux, 24h,
100 %; b) Pd/C (10%), H, (2 bar), MeOH, T. A., 12h, 100 %; c) BrCH,COOtBu, iPr;NEt,
DMF, T. A., 24h, 100 %; d) NBS/P(Ph)s, CH.Cl,, T. A., 82 %; €) 6 (2 équiv.), K,COg,
CH3CN, reflux, 24h, 92 % ; f) Pd/C (10%), H, (2 bars), MeOH, T.A., 12h, 100%.
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Dans cette optique, nous avons prépare :

i) Un dérivé tétraamine analogue a 3 dans lequel deux des quatre fonctions ester de
tertiobutyle sont substituées par des fonctions ester de méthyle. Ainsi la condensation de 2
équivalents de dérivé bromé 15 sur la diamine 5 nous a permis d’isoler avec un rendement de
50% le composeé mixte 17 (schéma 37). Dans ce dérivé 17, les groupements protecteurs
benzyle, ester de tertiobutyle et ester de méthyle peuvent étre clivés d’une maniére sélective,

une caractéristique qui autorise des modifications ultérieures pour I’acces a d’autres ligands.

15 5 17

Schéma 37. Réactifs et conditions. a) 15 (2 équiv.), Ko,CO3, CH3CN, reflux, 24h, 50 %.

il) Un précurseur d’un analogue acyclique du DOTA, le composé 21 (Schéma 38). Le dérivé
bromé NMe 20 nécessaire a cette synthése a été préparé en deux étapes de la méme fagon que

son homologue NBn avec un rendement de 65% a partir de la N-méthyl éthanolamine.

H5C
HsC 3 OH \ Br NH
\N/\/OH a N/\/ b N/\/ HN/\/

_0» .
H k k " k CO,tBu

COOtBu COOtBu CO,tBu
18 19 20 5
C
COOtBu
H3C\N \ /CH3
\/\N/\/< \/\N
COOtBu

COOtBu COOtBu
21

Schéma 38. Réactifs et conditions. a) BrCH,COOtBu, K,COs3, CH3CN, T. A., 48h, 100 %; b)
NBS/P(Ph)s;, CH,Cl,, T. A., 65 %; ¢) 20 (2 équiv.), K;COgz, CH3CN, reflux, 24h, 65 %.
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IV Macrocycles (Poly) Pyridines Li-L3

Dans un premier temps, le synthon tétraamine tétraester 4 a été engagé dans des
réactions de macrocyclisation devant conduire a des macrocycles dérivés des noyaux
pyridine, 2,2’-bipyridine et 2,2’:6’-2’’-terpyridine et comportant 15, 18 et 21 chainons
respectivement (Schéma 39). Nous avons utilisé la réactivité de groupes dibromométhyle de
ces différents hétérocycles vis-a-vis de réactions de substitution nucléophile par les deux

fonctions amine secondaires de 4.

’ A
| N CO,tBu CO,tBu PN
Ayn H
+ N N tBu,O CO,tBu
N < \/\N/\/ \/\NH - 5 2 C\/t/ J\/ 2
Br Br /N N
CO,tBu CotBu tBu,0C—  “~Cco,tBu
n=1,23

n=12,3

Schéma 39. Réactions de macrocyclisation étudiées pour 1’obtention de macrocycles (poly)
pyridines.

Il a donc été nécessaire de préparer les dérivés dibromométhyle des hétérocycles mis en jeu

IV.1. Précurseurs hétérocycliques dibromés

Le dérivé 2,6 dibromométhylpyridine a été obtenu en une seule étape par réaction de
PBrs sur le 2,6 diméthanolpyridine dans le CCl; ®®. Le produit attendu est obtenu avec un
rendement de 55% apres une chromatographie sur silice permettant d’éliminer le produit de

monosubstitution.

X X
DR
N N
OH OH Br Br
22

Schéma 40. Réactifs et conditions. a) PBrs, CCly, 55%.

En ce qui concerne la préparation du dérivé dibromé de la 2,2’-bipyridine (Schéma

41), la premiére étape consiste a coupler deux équivalents de la 2-bromo-6-méthyl-pyridine en
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présence de nickel suivant la méthode de M. Tiecco et al.®” Dans ce cas, le complexe réactif
de Nickel(0) est préparé in situ a partir du complexe Ni[P(C¢Hs)3]2Cl, par réduction avec de la
poudre de zinc. Un simple traitement du milieu réactionnel par HCI 2N / NH,OH nous a
permis d’obtenir le composé 6,6’-diméthyl-2,2°-bipyridine 23 avec un rendement de 84%.
Dans un second temps les atomes d’azote sont oxydés par 1’acide m-chloroperbenzoique
(mCPBA) afin d’augmenter la réactivité des groupes méthyles en oo des atomes d’azote.®®
Ces derniers subissent le réarrangement de Boekelheide® en présence d’anhydride acétique
pour donner le composé 6,6’-dicarboxyméthyl-2,2’-bipyridine 25. Ce composé n’a pas été
isolé, mais directement traité par de I’acide bromhydrique 33% dans 1’acide acétique. Le
dérivé 6,6’-di(bromométhyl)-2,2’-bipyridine désiré 26 est obtenu sans difficulté de
purification avec un rendement de 36% sur deux étapes a partir de la 6,6’-diméthyl-2,2’-
bipyridine. Il est a noter que la réaction de bromation radicalaire de la 6,6’-diméthyl-2,2’-
bipyridine a 1’aide du N-bromosuccinimide (NBS), catalysée par la lumiere UV et le 2,2’-

azobisisobutyronitrile (AIBN) ¢

constitue une voie plus directe pour I’obtention de 26, mais
conduit a un melange de 26 et de dérivés monobromé et polybromés difficiles a purifier par

chromatographie en raison de la faible solubilité de ces dérivés.

Schéma 41. Réactifs et conditions. a) NiCl,, 6H,0, PPhs, Zn, 84% ; b) mCPBA, CHCls,
67% ; ¢) Ac,0 ; d) HBr 33% dans CH3;COOH, 54%.

Un mécanisme possible du réarrangement de Boekelheide est illustré dans le schéma 42. La
premiére étape est 1’acétylation du N-oxyde A pour donner B. L’anion acétate arrache ensuite

le proton du groupe méthyle pour donner I’intermédiaire instable C, qui subit ensuite un
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réarrangement [3,3]sigmatropique pour donner D. Récemment un mécanisme de paire d’ions

a été postulé pour cette réaction.®V

X (A) ~B) SN(®) X, (D)
| | ol | |
SR —ENFOH © Ny O IR

CH

| | 3 | I
0O 0.0 o._ 0O 0L ( 0 O« _O
SEST ¥ N T
H3C (@] CH3 (:H3 (:H3 C;H3

Schéma 42. Mécanisme possible du réarrangement de Boekelheide.

Pour I’acces au motif 6,6°’-bis(bromométhyl)-2,2°:6°2"’-terpyridine, nous avons mis
en ceuvre une synthése multi-étapes qui se déroule en deux parties: 1) préparation de la

2,2°:6°,2” -terpyridine, 2) fonctionnalisation des positions 6, 6°’ de ce composé.

Le trihétérocycle terpyridine a été obtenu comme décrit par D.L Jameson®? en deux étapes
(Schéma 43).

[ o
a X 00
A e Ll v 2
N _N
o) o}
27

\_/

Schéma 43. Reéactifs et conditions. a) DME, DMF, reflux, 89% ; b) i) 2-acétylpyridine,
tBuOK, THF, T. A. ; ii) ACONHy,, AcOH, reflux, 24%.

L’énaminone 27 est obtenue avec un bon rendement (89%) en faisant reagir a reflux la 2-

acétylpyridine avec 1’acétal de diméthyle de N, N’ -diméthylformamide (DME) dans le DMF.
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L’¢énolate de potassium de la 2-acétylpyridine est ensuite condensé avec 1’énaminone 27 pour
former un composé intermédiaire (1,5-énedione) 28 par perte de diméthylamine. La fermeture
du cycle de cet intermédiaire en présence d’acétate d’ammonium conduit a la 2,2°:6°,2°’-

terpyridine 29 avec un rendement de 24 % apres une purification sur colonne alumine.

L’introduction de deux groupements bromométhyle en positions 6 et 6°° de la terpyridine 29
implique la mise en ceuvre de sept étapes. Nous avons utilisé le protocole décrit par Galaup et

al.™Y et qui est résumé dans le schéma 44.

Py
Py

— 31 R=CN
— 32 R=CONH,
—> 33 R=COOH

—> 34 R =COOMe

> 36 R = CHzBr

Schéma 44. Réactifs et conditions. a) 3-CIC¢H4,CO3H, CH,Cl,, T.A., 62%; b) MesSiCN,
PhCOCI, CH.Cl,, T.A., 82%; ¢) KOH, EtOH-H,0, reflux, 82%; d) H,SO4-CH3COOH, reflux,
94%; e) SOCI,, MeOH, reflux, 81%; f) NaBH,4, EtOH, reflux, 43%; g) PBrs, DMF, T.A.,
75%.

La premiére étape consiste en la formation d’un dérivé N, N’ ’-dioxyde 30 en faisant réagir la
2,2:6°,2” -terpyridine 29 avec de 1’acide méta-chloroperbenzoique. La formation de ces
groupes N-oxyde active les deux carbones 6, 6°’ en o des azotes (effet attracteur des N-O)
comme dans le cas du motif 2,2’-bipyridine et permet ainsi I’introduction de groupements
nitrile en 6 et 6”° par la réaction de Reissert-Henze.®® Nous reviendrons un peu plus loin dans
ce chapitre sur le mécanisme de cette réaction. La 6,6’’-dicarbonitrile-2,2”:6°2"’-terpyridine
31 est ensuite transformée en diamide 32 par hydrolyse basique puis en diacide 33 par un
traitement dans le mélange acide sulfurique/acide acétique a chaud. Apres estérification en

présence de chlorure de thionyle dans le méthanol, le diester de méthyle 34 est réduit en diol
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35 par le borohydrure de sodium. La 6,6°’-bis(bromométhyl)-2,2°:6°2"’-terpyridine 36 est
finalement obtenue par traitement de ce diol avec le tribromure de phosphore.

Le rendement global de cette synthése multiétapes de la 6,6°’-bis(bromométhyl)-2,2°:6°2"-
terpyridine 36 est de 10 % a partir de la 2,2”:6°,2”’-terpyridine 29. Notons que ce derivé
dibromé 36 peut également étre obtenu par une autre voie de synthése dont 1’étape clé met en
jeu un couplage de Stille ®* suivie d’une bromation radicalaire; bien que cette méthode
conduise & un meilleur rendement en dérivé dibromé,“" elle fait intervenir des dérivés
stanniques toxiques et difficilement purifiables ainsi qu’une étape de bromation radicalaire

délicate a reproduire.
IV.2. Réactions de Macrocyclisation

Nous avons débuté cette étude par la préparation du macrocycle déerivé du motif 2,2'-
bipyridine en raison de sa taille intermédiaire (18 chainons) par rapport a celles des

macrocycles dérivés des noyaux pyridine (15 chainons) et terpyridine (21 chainons).

1V.2.1. Motif 2,2-bipyridine
La réaction de macrocyclisation entre le synthon tétramine 4 et le dérivé 6,6 —

bis(bromométhyl)-2,2"-bipyridine 26 (Schéma 45) a été effectuée dans de 1’acétonitrile a
reflux pendant une nuit, en présence de Na,CO3; comme base et sans avoir recours a des

techniques de haute dilution. Les concentrations en réactifs sont de I’ordre de 2,7 102 M.

Br Br
26 4

Schéma 45. Réactifs et conditions. a) CH3sCN, Na,COs, [réactifs]= 2,7.10°M, reflux, 24h,
58%.

Une analyse RMN *H du milieu réactionnel a permis de mettre en évidence la présence
majoritaire d’une forme cyclique, que nous avons par la suite attribuée a la forme complexe

de sodium. Cependant, aprés purification du milieu réactionnel sur colonne d’alumine, nous
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observons une dissociation partielle de ce complexe de sodium et nous isolons en fait un

mélange de forme libre et de forme complexée (voir Figures 2 et 3).

» U

Brut

|||||||III|IIII|IIII|I IIIIIIIII I IIIIIII IIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIII
807978777675 74 7.3 150 140 1.30 120 110
CDCl;
CH,Cl,
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8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figure 2. Spectre RMN *H (CDCls, 300 MHz) du brut réactionnel du macrocycle 37 (Schéma

45).

Apres purification

I'I'l'rr\“n'ﬁ'lTrrr\“rrrrrrﬂ'l‘rﬁT\'rl‘lTl‘rrrﬁ'rl—rr\_ I TVTrT I TTTT I TTTT I TTTT I AL I LU I
80 79 78 7.7 76 75 74 7.3 5 140 130 1.20
CDCl3
o wmh
T I T T T T I T T T T ‘ T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figure 3. Spectre RMN *H (CDCl;, 300 MHz) de deux formes complexée et libre du
macrocycle 37 aprés purification sur alumine (Schéma 45).
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Afin d’obtenir les caractéristiques spectroscopiques de chacune de ces deux formes, nous
avons effectué deux expérimentations:

- L’addition a une solution de ce mélange dans 1’acétonitrile de cinq équivalents de
NaCl et chauffage a reflux pendant 30 minutes nous a permis d’obtenir la forme 37.Na pure.

- Le traitement de ce mélange par I’EDTA (acide éthylénediamine tétraacétique), a

permis de déplacer totalement ce mélange vers la forme 37, ligand libre.

Les spectres RMN *H de ces deux formes sont reportés dans les figures 4 et 5.

La formation lors de la réaction de macrocyclisation du complexe sodé permet de

conforter 1’existence d’un effet de matrice de I’ion sodium.

A la suite de ces résultats, le protocole expérimental que nous avons mis en ceuvre
pour la purification du milieu de macrocyclisation consiste en un lavage du milieu réactionnel
par une solution aqueuse saturée d’EDTA, suivi d’une chromatographie sur colonne
d’alumine. Ce mode opératoire nous a permis d’isoler le composé 37, sous forme ligand libre,

avec un rendement de 58%.

La présence des ions pseudomoléculaires [M+H]" et [M+Na]" dans les spectres de masse de
ces composés réalisés en mode electrospray (ESI) permettent d’attester la formation de cycles
monomeéres a 18 chalnons. De plus I’observation d’ions dichargés correspondant a la perte de
4 groupes tertiobutyle (perte de 4 x 28 Da) permet de confirmer la présence de seulement
quatre fonctions ester de tertiobutyle dans ces structures.

D’autre part, I’analyse des déplacements chimiques des protons du noyau 2,2'-bipyridine
permet de confirmer la structure macrocyclique du composé 37. En effet, le spectre RMN *H
de ce composé montre une nette différence au niveau des déplacements chimiques des protons
aromatiques Hs, Hs par rapport a la 2,2'-bipyridine elle-méme ou par rapport a un ligand
acyclique similaire (Schéma 46). Ces protons résonnent sous forme d’un doublet a 8,30 ppm
dans la structure acyclique et a 7,86 ppm dans la structure macrocyclique. Ceci est dd a la
conformation que le dihétérocycle est contraint a adopter aprés son inclusion dans la structure

macrocyclique.
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Figure 4. Spectre RMN 'H (CDCls, 300 MHz) de la forme sodée pure du macrocycle 37
apres complexation de la fraction purifiée avec NacCl.
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Figure 5. Spectre RMN *H (CDCls, 300 MHz) de la forme libre du macrocycle 37 aprés
traitement avec ’EDTA.
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tBu,OC CO,tBu

CO,tBu

N cycle a 18 .
s e
) tBu,OC~_ _N N CO,tBu
tBu,0C — " \—co,tBu K
37 CO,tBuU

Schéma 46. Déplacements chimiques RMNH de dérivés 2,2°-bipyridine.

Dans une structure acyclique, le motif 2,2'-bipyridine adopte une conformation trans
due a la répulsion des paires d’¢électrons libres de ses atomes d’azote. Dans ce cas, les protons
H3, Ha se situent a champ faible en raison de leur interaction a courte distance avec les atomes
d’azote hétérocycliques. Dans la structure macrocyclique 37, ou le motif 2,2'-bipyridine est
contraint d’adopter une conformation cis ou voisine de cis, nous observons un déplacement a
champ fort (A3 = 0,44 ppm) des protons Hs, Hz qui ne sont plus soumis a I’influence des
hétéroatomes.

Les protons Hs, Hg dans cette structure a 18 chainons se situent toutefois a champ plus faible
que dans le cas de la structure analogue a 15 chainons (7,86 ppm / 7,62 ppm). La plus grande
taille (et donc flexibilité) du cycle dans 37 induit vraisemblablement un angle plus important
entre les deux noyaux pyridine.

En RMN C, nous n’observons pas de modifications notables permettant de visualiser le

passage d’une forme trans a une forme cis du noyau bipyridine.
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L’examen des figures 4 et 5 montre que le spectre RMN *H du complexe sodé 37.Na
est nettement différencié par rapport a celui du ligand libre 37 : i) nous observons notamment
une plage de résonance différente des groupements tBu : 6 = 1,38 et 1,49 ppm pour la forme
libre et 1,24 et 1,37 ppm pour la forme complexée ; ii) cette différence se retrouve également
au niveau des groupes méthylenes de ces bras acétate de tertiobutyle ; 6 = 3,15 et 3,42 ppm
d’une part et 3,15 et 3,19 ppm d’autre part pour les formes 37 et 37.Na respectivement ; iii) la
répartition des résonances des protons aromatiques permet également de distinguer aisément
ces deux formes (cf Figures 4 et 5). On note ainsi des variations de 0,12 ppm pour les protons
Hs,s et Ha,g et de 0,08 ppm pour les protons Hs,s.

La participation des atomes d’azotes hétérocycliques a la complexation de 1’ion
sodium est plus clairement mise en évidence par spectroscopie UV-visible et se traduit dans
I’acétonitrile par un déplacement bathochrome de 6 nm de la bande d’absorption de plus
faible énergie (Amax = 295 nm dans le cas de 37.Na).

Au niveau des spectres infra-rouge, nous notons un déplacement de la fréquence
d’¢élongation VC=0 vers les basses fréquences entre le ligand libre (1733 cm™) et le complexe
sodé (1728 cm™). Ce déplacement de 5 cm™ peut étre associé a la coordination des fonctions
ester avec le cation sodium. 1l est relié a la diminution du caractére double de la liaison C=0

lors de la formation d’une liaison du type C=0-Na.

1V.2.2. Motifs pyridine et 2,2°:6°-2’-terpyridine

Le méme protocole expérimental que celui décrit précédemment a été utilisé pour la

préparation de ces deux macrocycles (Schéma 47).

N
® e
n H H
P H N N N a tBuOC_ CO,tBu
+ —— N 2
N NI/ VNV N
Br Br COOtBu /N\—/N
COOtBu COOtBU COOBU {Bu,OC “co,Bu
4
n=1 22 n=1 38
n=3 36 n=3 39

Schéma 47. Réactifs et conditions. @) CHsCN, Na,COs, [réactifs]= 2,7.10°M, reflux, 24h,
54% (38) et 39% (39).

Pour le macrocycle 38 & motif pyridine (15 chainons), les spectres RMN H et *C du

brut réactionnel mettent en évidence la présence d’une seule espece, le complexe 38.Na.
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Comme dans le cas de la préparation du macrocycle 37, dérivé de la 2,2’-bipyridine, nous
recueillons aprés purification du brut réactionnel sur colonne d’alumine un mélange de forme
libre et de complexe sodé dans les proportions de 75/25 (évaluation d’apres les données RMN
'H). Ce mélange traité par une solution aqueuse saturée en EDTA permet de récupérer le
macrocycle libre pur 38 avec un rendement de 54%.

Ces deux formes peuvent étre facilement distinguées par RMN *H (Figure 6). En effet,
dans le complexe Na®, les deux protons Hs et Hs du noyau pyridine apparaissent sous la forme
d’un doublet a 7,15 ppm par contre ceux de la forme libre sont plus déblindés et présentent un
doublet a 7,33 ppm. Pour les signaux correspondant aux tertiobutyles, on observe dans la
forme complexée deux singulets résonant & 1,38 et 1,41 ppm tandis que ceux de la forme libre
sont situés a 1,41 et 1,47 ppm. En RMN 3C, certains signaux relatifs aux groupes méthylénes
présentent des différences de déplacements chimiques allant jusqu’a 3,1 ppm. De plus les
atomes de carbone de I’hétérocycle résonnent a des fréquences différentes dans les deux
formes (0,7 < A < 1,5 ppm).

Au niveau de I’étude infra-rouge de ces deux formes, on observe un déplacement de 5 cm™ de
la fréquence d’¢longation VC=0 des fonctions ester vers les basses fréquences sous ’effet de

la complexation de I’ion sodium.

CDCl3
X

Z
N

BLOC N Ngt N COmB
AN

N—
1Bu,00— LCOZtBu

IV §TY

LI B L L LB B
7.80 7.70 760 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 1.60 1.50 1.40 1.30 1.20

CDCl3

R R R R RN R

7.80 7.70 760 750 7.40 7.30 7.20 7.10 1.60 1.50 1.40 1.30 1.20

Figure 6. RMN 'H (CDCls, 300 MHz) des composés 38 et 38.Na. Résonance des protons
tertiobutyles et des protons hétérocycliques.
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Contrairement aux résultats obtenus dans le cas des macrocycles a motifs pyridine et
2,2’-bipyridine, le spectre RMN 'H du brut de réaction mettant en jeu la 2,2°:6°-2’-
terpyridine met en évidence la présence de plusieurs espéces. Aprés lavage de ce milieu brut
avec une solution d’EDTA et purification sur colonne d’alumine, le macrocycle libre 39 a été
isolé avec un rendement de 39%.

Cette diminution de rendement par rapport a ceux observés pour les macrocycles dérivés de la
pyridine (54%) et de la 2,2’-bipyridine (58%) peut étre due a I’augmentation de la taille de la
cavité du macrocycle 39 (21 chainons) qui diminue 1’effet matrice de I’ion sodium impliqué

dans la réaction de macrocyclisation et donc diminue sa sélectivité.
IVV.3. Obtention des Ligands L;-L3

La derniére étape pour 1’obtention des ligands L;-L3 consiste en 1’hydrolyse des fonctions

ester de tertiobutyle.

X X
| n | n
NT N
aoub
Bu0C__ N._ COxtBu . HO,C._N N CO2H
K/N N\) K/N N\)
_/ N— L HO CJ N— L
tBu,OC CO,tBu 2 CO,H
n=1 38 n=1 40 (L,)
n=2 37 n=2 41 (L,)
n=3 39 n=3 42(Ly)

Schéma 48. Obtention des ligands L; — L3 par hydrolyse des fonctions ester de tertiobutyle.
a) HCOOH, 60°C, 24h, 100% (L1), 98% (L,); b) TFA/CH,Cl,, T. A., 24h, 92% (L3).

L’hydrolyse des fonctions ester a été réalisée en milieu acide. Nous avons utilisé
I’acide formique dans le cas des macrocycles 37 et 38 et 1’acide trifluoroacétique dans le cas
du macrocycle 39. Les dérives tétraacides correspondants ont été isolés avec des rendements
de 92 a 100%.

Ces ligands L; — L3 ont été caractérisés par RMN *H et *3C, par spectrométrie de masse haute
résolution et leur pureté a eté analysée par chromatographie liquide haute performance
(HPLC) en phase inverse. Nous avons reporté dans la figure 7, les chromatogrammes de

I’analyse HPLC des ligands L, et Ls. Dans les conditions utilisées pour cette analyse, le
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chromatogramme du ligand L; montre un composé élué dans le front du solvant. On peut
ainsi remarquer que le temps de rétention du ligand augmente avec le nombre de noyaux
pyridine intégrés dans sa structure : tr (L1) < tr (L) < tr (L3); ceci en accord avec le caractere

hydrophobe du ligand combiné a la mise en ceuvre d’analyses HPLC en phase inverse.

0.40
] L.
= - ! .
< 020 ? tr = 6,03 min.
1 i
] f
0.00 — ror. A ——— —
T T T T 1 1 LI T LI 71 T LI R | —r 1 T T T LI | T T 1 | L 1 1 LI
0.00 2.00 4.00 B.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Minutes
0.30+ %
5 0.20 L, ! tr =11,68 min.
: 1
.10+ fil
] m
1 i [sd —
e e ————
0.00 2‘.50 4.150 G.bo s.bn 10.00 12,00 14,00 16.00 18,00 20.00
Minutes

Figure 7. Chromatogrammes HPLC en phase inverse des ligands L, et Ls. Conditions :
colonne : C8; éluant : HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1

mL/min.

Dans le cas de la préparation du ligand L, nos résultats peuvent étre directement
comparés avec les données de la littérature. Stetter et Frank® rapportent en effet un
rendement global de 17% en ligand L; en mettant en ceuvre la stratégie cyclisation/alkylation
et la méthode de macrocyclisation de Richman et Atkins (Schéma 49). Dans notre cas, le
rendement global en ligand L; a partir de la tétraamine tétraester 4 est de 54%. Ces résultats

confortent 1’utilisation de la stratégie alkylation / cyclisation.

B B
N~ N —  R=Ts (63%)
Br Br N N —> R=H (78°
+ Rl R (78%)
Na N N Na /N\_Jl\< L R= CH2COOH (34%) L1
/ | | \
Ts \_/Té_/Té_/ Ts R R

Schéma 49. Préparation du ligand L, selon Stetter et Frank.®
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V Macocycles bifonctionnels Pyridine et 2,2°-Bipyridine Laet Ls

Les macrocycles a 15 et 18 chainons dérivés de motifs pyridine et 2,2’-bipyridine
fonctionnalisés par une fonction ester de méthyle en position 4 de I’hétérocycle ont été
préparés de la méme facon que leurs analogues non substitués a partir du synthon tétraamine
tétraester 4 et des dérivés 4-carboxyméthyl-2,6-bis(boromométhyl) pyridine (47) et 4-
carboxymeéthyl-6,6’-bis(bromométhyl)-2,2’-bipyridine (52).

V.1. Précurseurs hétérocycliques dibromés

Le premier dérivé bromé 47 a été préparé en 5 étapes a partir de la N-oxyde 2,6-
lutidine disponible commercialement. Un premier processus consiste a introduire tout d’abord
une fonction nitrile en position 4 du noyau 2,6-lutidine (composé 44), et ensuite a transformer
cette fonction nitrile en ester méthylique (composé 46). Un second processus permet ensuite
d’activer les deux fonctions méthyle de 1’aromatique par une réaction d’halogénation. Le

schéma 50 montre les réactifs et les conditions mises en ceuvre pour chacune des étapes.

Substitution C=N
X , , A nucléophile
‘ Méthylation ‘ par KCN
+ \
P _— = -
N a N b
Y | N/
O 43 OsMe Me0SO5 44

c Hydrolyse

Bromation MeO o o HO o
rad|cala|re Estérification
-
X d X
47 Br 46 Nl 45 NT

Schéma 50. Réactifs et conditions. a) DMS, 80°C, 87% ; b) KCN, H,O, T. A., 33%; c)
H,SO,, 100°C, 5h; d) H,SO, MeOH, 85°C, 24h, 78%; e) i) NBS, (PhCOO),, CCl,, hv,
reflux; ii) HPO(OEt),, iProNEt, T. A., 57%.
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La préparation du dérivé nitrile fait intervenir une substitution nucléophile avec le
cyanure de potassium sur un sel de pyridinium: le sulfate de 1-méthyle-2,6-
diméthylpyridinium 43. En effet, I’introduction du groupement nitrile ne peut se faire
directement sur le noyau pyridine. Seuls des réactifs nucléophiles trés puissants comme NH;,
OH" peuvent attaquer les noyaux pyridine en position ortho et éventuellement para. Par
contre, dans le cas des cations pyridinium, la charge portée par I’atome d’azote du cycle

facilite une attaque nucléophile au niveau des positions ortho et para. ¢

Les conditions opératoires utilisées pour I’obtention de 44 sont celles décrites par
Feely et Beavers.®® La condensation du diméthylsulfate sur la N-oxyde 2,6-lutidine conduit a
une réaction exothermique. Le sel attendu cristallise & partir du milieu réactionnel et est
obtenu avec un rendement de 87% apreés recristallisation dans 1’acétone. Le dériveé nitrile 44 a
été obtenu avec un rendement plus faible 33% apres purification par chromatographie sur gel
de silice. Une hydrolyse en milieu acide du nitrile suivie d’une estérification de la fonction
acide de ce dernier composé, également en milieu acide conduit a I’ester méthylique 46. Le
dérivé acide 45 n’a pas été purifié et a été utilisé tel quel pour 1’étape d’estérification. Le
rendement global de ces quatre étapes est de 22%, 1’étape limitante étant I’introduction de la
fonction cyanure. Nous n’avons pas cherché a optimiser cette étape, le rendement que nous
avons obtenu étant plus élevé que celui rapporté dans deux publications récentes (16 et
18%)_(67, 68)

L’étape de fonctionnalisation des deux groupements méthyle de 46 en groupements
bromométhyle peut étre envisagée en utilisant le réarrangement de Boekelheide a partir du
dérivé N-oxyde de 46. Toutefois, I’application de cette méthode a un noyau pyridine nécessite
de dupliquer les étapes. D’apres le mécanisme de ce réarrangement (Schéma 42), on ne peut

en effet introduire qu™un seul groupement CH,Br a la fois (Schéma 51).

/o) MeO o) MeQO, (o) MeQO (0] MeQO, (o)
X X X X X
-  — e e
= > =
N N N ';1 N
¥
O Br 0] Br Br Br

Schéma 51. Application du réarrangement de Boekelheide dans le cas d’un noyau pyridine.

MeQO
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Nous avons opté pour une réaction de bromation radicalaire mettant en jeu le N-

bromosuccinimide (NBS) et le peroxyde de benzoyle. Le peroxyde de benzoyle permet de
générer une faible quantité du radical Br' qui va ensuite initier les étapes de propagation

(équation 1-3, Schéma 52). Le NBS joue un double r6le comme générateur de brome Br; et

consommateur de 1’acide bromhydrique libéré, évitant ainsi 1’inhibition de la réaction

(équation 4, Schéma 52). ©9

Do e v — Orow o

(1) CHs 4+
O
(2) QN—BF + HBr —— QN——H + Br,
O 0
(3) @CHZ + Br, — QCHZB,. + Br
(4) QCHz + HBr ——— QCHa + Br’

Schéma 52. Mécanisme de bromation radicalaire.

O

Cette méthode est sans doute la plus utilisée pour la bromation d’un groupement
pseudobenzylique. Elle présente 1’avantage d’étre compatible avec la présence de différentes
fonctions dans la structure du composé a bromer, mais s’accompagne de la formation de
dérivés polybromés. Ce probléme est d’autant plus aigu lorsqu’il s’agit de composés
présentant deux groupements pseudobenzyliques, rendant I’étape de purification trés délicate.
Dans notre cas (Schéma 53), la bromation a été effectuée dans CCly, a reflux sous irradiation
UV, en présence de deux équivalents de NBS et d’une quantité catalytique de peroxyde de
benzoyle. Aprés un temps de réaction de 6h, le milieu réactionnel orange au départ di a la
présence de brome s’est décoloré. Aprés un traitement classique, une purification minutieuse
sur gel de silice a permis d’isoler le dérivé 47 désiré (14%) ainsi que deux autres produits
polybromés.

Afin de résoudre le manque de sélectivité de cette réaction de bromation radicalaire, nous

avons eu recours a la méthode en deux étapes de Liu et al.”® cette méthode consiste aprés la
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réaction de bromation a réaliser dans un second temps une réaction de débromination
sélective a I’aide de diéthyle phosphite en présence de N,N-diisopropyléthylamine.
L’utilisation de cette méthode nous a permis d’isoler le produit cible 47 apres une simple

purification par chromatographie avec un rendement de 57%.

LR, O

a,b (14%) (13%) (19%)
MeO /O
A
(57%)
47 N
Br Br

Schéma 53. Réactifs et conditions. a) NBS 2 équiv., (PhCOO), cat., CCly, hv, reflux 6h; b)
HPO(OEt),, iPr,NEt, T. A. 18h.

La stratégie de synthése du second composé bromé 52 dérivé de la 2,2’-bipyridine

(Schéma 54) avait déja été mise au point au niveau de 1’équipe.*"?

COOMe COOMe
_ N — —
Cl +
\
N / =N \ ﬁf }J /
48 ) | 51
0 0
a b e
COOH

5o

Schéma 54. Réactifs et conditions. a) MeOH, HCI, reflux, 6 h, 92% ; b) n-BuLi, THF, ZnCl,,
-718 °C a T. A,; ¢) Pd, THF, reflux, 1,5h, 84%. d) mCPBA, CH,Cl,, T. A. 19h, 95%; e) i)
Ac,0, 120°C, 16h ; ii) HBr 33% dans CH3COOQOH, 70°C 7h, 62%.
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Cette stratégie consiste en un couplage de Negishi entre le dérivé pyridine trisubstitué 48 et le
dérivé organozincique 49 préparé a partir de la 2-bromo-6-méthylpyridine par un échange
halogéne-métal avec n-BuLi, suivi par une transmétallation par ZnCl,. Aprés une oxydation
du noyau bipyridine de 50, le recours au réarrangement de Boekelheide permet d’atteindre le

dérivé dibromé avec un rendement global de 46%.

V.2. Obtention des ligands L4 et Ls

Les réactions mises en jeu sont représentées dans le schéma 55.

COOMe

53

tBuOOC¥N

N N LN NJ

tBu00C—' — \_cootBu Bu00C—’ "/ \__cootBuy
|b

COOMe

53 bis (L) N\ 35 (L) N | N
= =
N : N COOH
HOOC
Hooc N_/COOH N N
N N —N N—
Hooc—/ \—/ \—cooH HOOC—/ \—/ \—cooH

Schéma 55. Réactifs et conditions. a) CH3CN, Na,COs, [réactifs]= 2,7.10°M, reflux, 24h,
56% (53), 40% (54) ; b) TFA/CH,Cl,, T. A., 24h, 100% (L4). c) HCOOH, 60°C, 24h, 90%

(Ls).
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Les réactions de macrocyclisation ont été conduites de la méme facon que celles
décrites pour les ligands a motif (poly)pyridine non substitué. L’examen des spectres RMN
'H des milieux réactionnels met en évidence pour les deux cas la forme complexe de sodium.
Une purification sur colonne d’alumine nous a permis d’obtenir le macrocycle 53 sous forme
libre avec un rendement de 56%. Les caractéristiques RMNH permettant de différencier la
forme libre de la forme complexe de sodium sont analogues a celles observées pour le
macrocycle correspondant 38 présentant un noyau pyridine non substitué. Au niveau des
groupes tertiobutyles deux singulets sont observés a 1,27 et 1,42 ppm dans le complexe de
sodium et a 1,43 et 1,48 ppm dans la forme libre. Les protons aromatiques résonant sous la
forme d’un singulet subissent un déplacement vers les champs forts lors du passage de la
forme libre vers la forme complexeée (7,86 vs 7,69 ppm respectivement).

Dans le cas du macrocycle 54, nous n’avons pas réussi a obtenir le ligand libre exempt de
forme sodée malgré plusieurs traitements avec I’EDTA. Aussi nous I’avons isolé sous forme

de complexe de sodium avec un rendement de 40%.

Les fonctions esters de tertiobutyle des macrocycles 53 et 54 sont hydrolysées de
maniere sélective en milieu acide (CF3COOH ou HCOOH) pour conduire aux ligands Lg, Ls

avec des rendements supérieurs a 90 %.

Les spectres RMN *H et *C du ligand Ls révélent parfaitement la dissymétrie de la
structure induite par la fonction ester de méthyle. Les protons méthyléniques des deux
groupes pseudobenzyliques et des quatre chaines latérales acide acétique sont différenciés. En
RMN *3C, on note en particulier 12 signaux différents pour les 12 groupes méthyléniques et 4

signaux pour les quatre fonctions acides.
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VI Macrocycles dérivés du motif mixte Pyridine-Pyrazole Ls-Lg

On termine ce chapitre par la préparation des macrocycles a 15 et 21 chainons dérivés du
motif mixte Pyridine-Pyrazole. Comme pour les autres macrocycles etudiés précédemment,
nous avons suivi la méthode de préparation mettant en jeu une substitution nucléophile a
partir du synthon tétraamine tétraester 4 et de dérives hétérocycliques dibromes, les
composés ;. 6-bromomeéthyl-2(3’-bromométhyl-pyrazol-1’-yl)  pyridine (57), 1,3-bis(6-
bromomeéthylpyridin-2-yl) pyrazole (64) et 2,6-bis(3-bromométhylpyrazol-1-yl) pyridine (65).

VI.1. Précurseurs hétérocycliques dibromes

Le premier dérivé bromé (57) a été préparé par un couplage aryl-aryl entre la 2-bromo-6-
méthylpyridine et le 3-méthyl pyrazole suivie d’une bromation radicalaire par le couple NBS /
AIBN (Schéma 56).

Br
— N — N — N
+uN' ] 2, N b, N
\ /" J &J \ 7/ "\
N N N
56 Br 57

Schéma 56. Réactifs et conditions. a) 1 éq. Cul, 1,2 ég. trans-1,2-cyclohexanediamine,
K2COs, dioxanne, reflux, 59% ; b) NBS, AIBN, CCly, hv, reflux, 20%.

Pour obtenir le composé N,C-pyrazolylpyridine nous avons opté pour une méthode de
couplage au cuivre en raison de sa facilité de mise en ceuvre, due a un catalyseur stable a I’air,
un co-ligand diamine disponible commercialement ainsi qu’un rendement de couplage
satisfaisant. La méthode classiquement utilisée pour 1’obtention de dérivés N,C-
pyrazolylpyridine a I’aide du sel potassique de dérivés pyrazoles nécessite un temps de
réaction de plusieurs jours a reflux du diglyme.®

Le couplage a été réalisé au reflux du dioxane dégazé en utilisant 1 équivalent de Cul, 2,4
équivalents de K,CO3; comme base et 1,2 équivalent de trans-cyclohexanediamine. La
premiére étape de purification consiste a extraire le cuivre qui semble étre complexé par le
motif pyridine-pyrazole formé. Pour cela, le brut réactionnel est lavé avec une solution
aqueuse saturée en EDTA. Le produit de couplage 56 a eté ensuite isolé apres purification par
chromatographie sur gel de silice avec 59% de rendement.

Afin d’obtenir le dérivé dibromé, une bromation radicalaire est mise en jeu par le NBS dans

CCly porté a reflux avec irradiation UV et en utilisant I’AIBN comme initiateur des radicaux
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Br®. Une purification sur silice permet d’isoler le produit attendu 57 avec un rendement de
20%. 1l a été montré précédemment au laboratoire que dans le cas de dérivés N,C-
pyrazolylpyridine, la voie N-oxyde / réarrangement de Boekelheide ne pouvait pas étre

exploitée pour introduire un groupement bromométhyle en o du cycle pyrazole.“
Comme pour le motif 6,6°’-bis(bromométhyl)-2,2°:6°,2°’-terpyridine (36), pour avoir acces au
motif 1,3-bis(6-bromométhylpyridin-2-yl) pyrazole nous avons mis en ceuvre une synthése

multi-étapes divisée en deux parties : 1) préparation du tri-hétérocycle pyridine-pyrazole-

pyridine, 2) fonctionnalisation des positions 6,6’” de ce composé (Schéma 57).

Sm YR
27 — N 0O —N 5 N 64
Br Br

Schéma 57. Voie rétrosynthétique pour 1’obtention du trihétérocycle fonctionnalisé 64.

Préparation du tri-hétérocycle pyridine-pyrazole-pyridine 59

La préparation du tri-hétérocycle 59 a été réalisée a partir du di-hétérocycle C,C-
pyrazolylpyridine 58 (Schéma 58) '*) obtenu par ’action de I’hydrazine sur I’énaminone, le 3-
(diméthylamino)-1-(2-pyridyl)prop-2-én-1-one 27 (déja préparé, schéma 43).

\ _
| ~ ~__N(Me) a O—@
2 —_—
N \ N N—NH

SEY 58

Schéma 58. Réactifs et conditions. a) hydrazine, EtOH, T. A., 24h, 99%.

Deux voies de synthése ont été utilisées pour la préparation du tri-hétérocycle 1,3-bis
(pyridin-2-yl) pyrazole 59 (Schéma 59). La voie A (couplage par un métal) mettant en jeu 1
équivalent de Cul, 2,4 équivalents K,COs, 1,2 équivalent de trans-1,2-cyclohexanediamine
dans le dioxane permet d’obtenir aprés purification sur gel de silice le produit attendu avec un
rendement de 30%. Ce rendement ne permettant pas d’obtenir le tri-hétérocycle cible en
quantité suffisante pour le but poursuivi, nous avons décidé d’exploiter une seconde voie

(voie B, voie thermique), déja décrite dans la littérature."® C’est ainsi que le chauffage des
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deux partenaires en absence de solvant pendant 3 jours a permis d’obtenir le dérivé 59 avec

=N N N
a | Voie A Voie B b
=N N N
59

Schéma 59. Les deux voies de préparation du composé 59. a) Cul, K,COs, trans-
cyclohexanediamine, dioxane, reflux, 6 jours, 30% ; b) 190°C, 70 h, 83%.

83% de rendement.

Fonctionnalisation des positions 6.6’

La fonctionnalisation en position 6 et 6’ du tri-hétérocycle 59 par deux groupements
bromométhyle a été décrite par Latva et al."? (Schéma 60). Cette voie en 5 étapes fait
intervenir la méme démarche que celle utilisée pour la fonctionnalisation de la terpyridine
(Schéma 44).

Deux commentaires peuvent étre formulés au niveau de cette synthese multiétapes:

1) Au cours de cette synthese, 1’étape limitante nous a paru étre 1’étape d’oxydation
des deux noyaux pyridine (composé 60). Cette réaction de N-oxydation par 1’acide méta-
chloroperbenzoique nécessite un temps de réaction excessivement long (27 jours d’agitation a
T.A., suivi par analyses CCM) et un gros exces d’agent d’oxydation afin d’éviter la formation
exclusive de la forme mono-oxyde. Le composé dioxyde 60 a été obtenu avec 47% de
rendement apres plusieurs lavages (NaHCO3, Na,S,0s3, et H,0) afin d’éliminer I’excés de m-
CPBA et apreés purification par chromatographie sur silice. On recueille également 16% de
forme mono-oxyde. L’utilisation du monoperoxyphtalate de magnésium comme agent
oxydant en place de m-CPBA pourrait permettre de diminuer le temps de reaction et

d’augmenter le rendement.("
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2) L’étape de bromation du diol 63 par le tribromure de phosphore telle que reportée
dans la publication de Latva et al. (rendement indiqué de 40% apres chromatographie
colonne) ™ ne nous a pas permis d’isoler avec un rendement satisfaisant le dérivé dibromé
64, et ceci malgré ’utilisation de plusieurs conditions de réaction (chauffage, durée de
réaction, excés de réactif). L’action de 1’acide bromhydrique ® sur le diol 63 a par contre
permis d’obtenir le dérivé attendu avec un rendement de 81 % aprés une étape de
neutralisation au carbonate de sodium et une simple filtration sans avoir recours & une

purification par chromatographie sur colonne.

Ay R e
N 59 N N‘o 60 O/N \C 111 -

C

Schéma 60. Réactifs et conditions. a) m-CPBA, CH,Cl,, T. A., 47%; b) Me3;SiCN, PhCOCI,
CH.Cl,, T. A., 58%; c) H,SO,4, CH3COOH, reflux, SOCl,, MeOH, reflux 92%; d) NaBH,,
EtOH, reflux, 68%; e) HBr 48% dans H,0, reflux, 2h, 81%.

Le rendement global de cette synthese multiétapes de la 1,3-bis(6-bromométhylpyridin-2-yl)
pyrazole 64 est de 14 % a partir du 1,3-bis(pyridin-2-yl) pyrazole 59.

On peut noter, en se référant aux travaux de Jaakkola et al."™, que I’utilisation de 2-acétyl-6-
méthyl pyridine au lieu de la 2-acétyl pyridine (Schéma 57) et de 2-bromo-6-méthyl pyridine
(Schéma 59) permet d’obtenir I’analogue du dérivé 59 fonctionnalisé par deux groupements
méthyle en position 6 et 6°°. L’utilisation de la voie N-oxyde/réarrangement de Boekelheide
permettrait ensuite de réduire le nombre d’étapes pour 1’obtention du dérivé 64, mais implique

toujours 1’étape d’oxydation des deux noyaux pyridine.
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Dans le schéma 61 est illustré le mécanisme d’introduction de groupements nitrile en
positions 6 et 6’ du dérivé di -N-oxyde 60, en présence de chlorure de benzoyle et de cyanure
de triméthylsilyle, selon la réaction de Reissert-Henze 2.

D
N (A) N (B) | \(C) \( )
; | ) —§ | ~ oy - MesSiC . | CN - PhCO,H F |
N+ N \_/élMe N="H N Nen
® oY _o
WL e
Ph

Schéma 61. Mécanisme de Reissert-Henze.

La premiére étape est la formation du cation benzopyridinium B (formé in situ avec PhCOCI).
L’ion chlorure libéré attaque le groupement silyle avec libération de I’anion cyanure. La
charge portée par ’atome d’azote du cycle B facilite I’attaque nucléophile par 1’ion cyanure
du carbone activé en o de 1’azote (position ortho) pour donner I’intermédiaire C, qui subit

ensuite un réarrangement intramoléculaire pour donner D.

Le dernier composé bromé 65 était disponible au laboratoire. Il peut étre préparé selon
Rodriguez-Ubis et al. /" (Schéma 62).

‘ +m L» 5

N N~ N N 4 N NN\
B N7 Br N’ C ) \ \ / \
H =N N\ =N N=<
EtOOC COOEt

Schéma 62. Réactifs et conditions. a) Diglyme, K, 130°C, 55 % ; b) i) LiAlH4, THF, T. A., 89
% ; 1) PBr3, CH3CN, 70 %.

V1.2. Réactions de Macrocyclisation

VI1.2.1. Motif Pyridine-Pyrazole

Comme pour les macrocycles précédents le méme protocole a été utilisé pour la préparation

du macrocycle 66 (Schéma 63).
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N
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Br Br tBuooC—/ — \—cootBu
57 4 66

Schéma 63. Réactifs et conditions. a) CH3CN, Na,COs, [réactifs]= 2,7.10°M, reflux, 24h, 40
%.

Pour le macrocycle 66 et contrairement aux résultats obtenus dans le cas du macrocycle 37 a
motif 2,2’-bipyridine ayant la méme taille (18 chainons), le spectre RMN 'H du brut
réactionnel met en évidence la présence de plusieurs especes. Le lavage du brut réactionnel
avec une solution d’EDTA et une purification sur colonne d’alumine, nous permet d’isoler le

macrocycle 66 sous forme libre avec 40% de rendement (58% dans le cas du macrocycle 37).

La présence de plusieurs especes au niveau du milieu réactionnel semble indiquer que 1’effet
de matrice de I’ion sodium n’est pas optimum lors de cette réaction de macrocyclisation,
contrairement a ce que 1’on avait pu constater pour le macrocycle dérivé de la 2,2’-bipyridine.
Ceci pourrait étre relié a I’existence d’une interaction plus faible avec 1’ion sodium d’un
noyau pyrazole par rapport a un noyau pyridine. Il est en effet établi qu’un atome d’azote du
type pyrazolyl est moins coordinnant qu’un atome d’azote pyridyl.(78) Ceci peut étre illustré
par les différences de pKa entre ces deux hétérocycles : 5,2 pour la pyridinium et 2,48 pour le
pyrazolium.(79) L’intermédiaire réactionnel résultant d’une premiére réaction de substitution
nucléophile serait alors moins contraint par le cation a adopter une conformation favorable a

la macrocyclisation.

V1.2.2. Motifs PyPzPy et PzPyPz

Les réactions mises en jeu sont représentées dans le schéma 64.
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Monomere 67 :n=1 (40 %) Monomeére 68 :n=1 (18 %)
Dimere 67d:n=2 (8 %) Dimere 68d :n=2 (14 %)

Schéma 64. Réactifs et conditions. @) CHsCN, Na,COs, [réactifs]= 2,7.10°M, reflux, 24h.

Comme dans le cas précédent, I’analyse RMN *H des bruts réactionnels issus de ces deux
réactions met en évidence plusieurs espéces qui peuvent étre des monomeres sous forme libre,
complexé, des diméres ou des formes polymeéres. Aprés lavage du brut réactionnel a ’'EDTA
et purification sur colonne d’alumine, les macrocycles & 21 chainons et a motifs PyPzPy et
PzPyPz ont été isolés avec des rendements de 40% (67) et 18% (68). A coté de ces formes
monomeres, nous avons également réussi a isoler les formes diméres correspondantes 67d et
68d, macrocycles a 42 chainons.

A notre connaissance, les composés 67 et 67d sont les premiers exemples de composés ou un
motif PyPzPy est intégré dans une structure macrocyclique. En ce qui concerne le motif
PzPyPz, Rodriguez-Ubis et al. ont reporté en 2002 I’existence de formes monomeére et dimeére
dans le cas d’un systéeme macrocyclique dérivé de ce motif et du DTPA (acide
diéthylénetriamine pentaacétique).®” Ces auteurs rapportent des rendements en forme
monomere (dilactame a 24 chainons) de 10% et de forme dimere (tétralactame a 48 chainons)
de 15-20%.
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L’enchainement PyPzPy conduit a des résultats comparables a ceux observés avec le motif
terpyridine (~ 40% de rendement en monomére), alors que I’enchainement PzPyPz semble
inhiber la formation du cycle monomere (18% de rendement). Le passage du motif PyPzPy
(Monomere/Dimere (M/D) = 5) au motif PzPyPz (M/D = 1,3) s’accompagne d’une
diminution de sélectivité en monomere d’un facteur 3,8.

En I’absence d’études de modélisation et de calculs quantiques permettant d’apprécier la
"facilité" d’inter-conversion des conformations trans-trans, cis-cis et cis-trans que peuvent
adopter ces trihétérocycles, il nous parait raisonnable d’évoquer la aussi les plus faibles
propriétés coordinnantes du motif pyrazole par rapport a un motif pyridine pour essayer de
rationaliser ces résultats. Dans le cas de la formation de ces cycles a 21 chainons, la
conformation du ligand dans 1’intermédiaire réactionnel, formé en premier lieu, contrdle

’orientation de la réaction de macrocyclisation vers les composés 1+1 et 2+2.

D’un autre coté, il nous a paru instructif de connaitre le comportement de ces deux
trinétérocycles, PyPzPy et PzPyPz, dans la construction d’un macrocycle a 18 chainons. Dans
ce but, nous avons utilisé la triamine 69 et les conditions expérimentales habituelles (CH3CN,
Na,COs, reflux 24 h). Ces réactions sont décrites dans le schéma 65 ou nous avons egalement

reporté les résultats obtenus précédemment dans 1’équipe dans le cas du motif terpyridine.(ll)

Chromophore
Chromophore
Chromophore
- 36, 64, 65 Br . n
+ — > N N N
H H N /N /k Terpyridine

N N N < k
< 1 CootBu cootay COOB! e et
COOtBu SN
COOtBu COOtBuU Terpy: 70 n=1 (56%), 70d n=2 (no )"!D —N N N
PyPzPy: 71 n=1 (no), 71d n=2 (36 %) PyPzPy

69
PzPyPz: 72 n=1 (no), 72d n=2 (55 %) J\/j\
[ema e
=N PzPyPz N=

Schéma 65. Réactifs et conditions. a) CH3sCN, Na,COs, [réactifs]= 2,7.10°M, reflux, 24h. (no
= non observe).
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Lors de ces deux réactions de macrocyclisation, seules les formes dimeres (cycles a 36
chainons) résultant d’une condensation du type 2:2 ont été isolées et ceci avec des rendements
appréciables (36 et 55%). L’effet de matrice de 1’ion sodium favorisant la formation du cycle
monomere parait inopérant dans le cas de ces deux réactions de macrocyclisation. Par rapport
aux résultats précédents obtenus avec une tétraamine, il apparaitrait que la triamine a une
chaine trop courte pour joindre les deux extrémités des deux trihétérocycles PyPzPy et
PzPyPz, le cycle 2 + 2 est alors formé. Toutefois, le résultat décrit dans le cas du motif
terpyridine ou 1’on observe trés majoritairement la formation du cycle monomere (56%)
démontre que d’autres facteurs tels que la nature de 1’hétérocycle mis en jeu peuvent étre

prépondeérants.

V1.3. Obtention des ligands Lg-Lg

L’hydrolyse acide des fonctions ester de tertiobutyle des macrocycles 66, 67 et 68 par ’acide
trifluoroacétique (Schéma 66), suivie d’une précipitation dans un mélange méthanol - éther
éthylique nous a permis d’isoler les dérivés tétraacides correspondant L, L7 et Lg avec 97, 76

et 86 % de rendement, respectivement.

Chromophore Chromophore
tBuOOC__\ \[__CootBu a HoOC__\ \[__COOH
o S
tBuooC—/ \—/ \—cootBu Hooc— — \—cooH
PyPz 66 PyPz 73 (Lg)
PyPzPy 67 PyPzPy 74 (L)
PzPyPz 68 PzPyPz 75 (Lg)

Schéma 66. Obtention des ligands Lg-Lg par hydrolyse des fonctions ester de tertiobutyle. a)
TFAICH,Cl,, T. A., 24h, 97% (Ls), 76% (L), 86% (Lsg).

Comme pour les autres ligands décrits dans ce mémoire, les ligands Lg-Lg ont été caractérisés
par RMN *H et 3C, par spectrométrie de masse haute résolution et leur pureté déterminée par
analyse HPLC.
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A titre d’illustration, nous avons reporté dans les figures 8-10, les spectres RMN 'H, BCetle
profil HPLC du ligand L. Dans ce ligand la présence d’un motif pyrazolyl relié a deux motifs
pyridyl par des liaisons C-C ou C-N introduit une dissymétrie dans la structure
macrocyclique.

Cette dissymétrie est révélée en RMN *H par les protons méthyléniques (i) des groupes
pseudobenzyliques (présence de deux singulets), (ii) des motifs acide acétique (présence de
quatre singulets), (iii) du squelette tétraamine. De plus chaque proton du trihétérocycle se
singularise par un signal présentant un déplacement chimique ou une multiplicité propre.
Dans cette région des protons aromatiques, les signaux observés a champ le plus fort (7,15
ppm) et a champ le plus faible (8,45 ppm) caractérisent les deux protons du cycle pyrazolyl.
En RMN *3C, les 29 atomes de carbone de la molécule sont différenciés ; nous notons en effet

la présence de 12 signaux CHj, 8 signaux CH et 9 signaux Cq.

/N [\ DO
X NN
L —N N N 4
N N N N RMN 1H
\_/< < \—COOH
COOH COOH  COOH
e L . —_ [I - [ s
=3 copr oL o o =N N NN RN
8 S8R 8RS8 8 83 82 BSBalb B
T I T T T T I T T T T I T T T T ‘ T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T I
8.50 8.00 7.50 7.00 4.50 4.00 3.50 3.00
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e et A,
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w oW O~ © oo O NO=O N
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Figure 8. Spectre RMN *H (300 MHz, D,0) du ligand L;.
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Figure 9. Spectre RMN *3C (75 MHz, D,0) du ligand L;.
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Figure 10. Chromatogramme HPLC en phase inverse du ligand L;. Conditions : colonne :
C8 ; éluant : HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min.

V11 Conclusion

Dans ce chapitre nos travaux ont porté¢ sur la préparation d’une nouvelle famille de

polyazamacrocycles de 15 a 21 chainons. Cette famille de ligands est basée sur un squelette

acide triethylénetétraamine tétraacétique et incorpore un mono-, di- ou tri-hétérocycle

intracyclique.

L’étape clé pour D’obtention de ces ligands se situe au niveau de la réaction de

macrocyclisation. Aprés une étude bibliographique et afin de pouvoir réduire le nombre
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d’étapes postérieures a cette réaction de macrocyclisation, nous avons opté pour une stratégie
de synthese qui se démarque de celle classiquement utilisée (méthode de Richman-Atkins).
Dans le cadre de la stratégie utilisée, nous avons préparé un dérivé de la triéthylénetétraamine
tétrasubstitué par des groupements acétate de tertiobutyle. Lors de cette synthese nous avons
mis a profit ’utilisation de précurseurs préalkylés, ce qui nous a permis d’obtenir ce synthon
clé avec un rendement satisfaisant (75% a partir de produits commerciaux) et en limitant le
nombre d’étapes de purification. Cette méthode a été validée par 1’obtention de deux autres
tétraamines tétrasubstitués par des fonctions ester.

Une part importante de nos travaux a d’autre part porté sur la fonctionnalisation par des
groupements bromométhyles de divers hétérocycles. L’obtention de ces composés a nécessité
la mise en ceuvre de synthéses multiétapes et a impliqué divers types de réactions : couplage
aryl-aryl, réactions de Boekelheide, de Reissert-Henze, bromation radicalaire, .....

L’étape cruciale de macrocyclisation a été effectuée sans recourir a I’utilisation de techniques
de haute dilution et a conduit a des rendements de cyclisation satisfaisants (40% < Rdt < 60
%), a I’exception du macrocycle dérivé du motif bis(Pyrazolyl)pyridine (18%). Dans le cas
des cycles a 15 et 18 chainons, nous avons pu établir sans ambiguité 1’intervention d’un effet
de matrice généré par 1’ion sodium. En ce qui concerne les réactions de macrocyclisation
mettant en jeu un tri-hétérocycle, I’obtention avec de bons rendements de macrocycles a 18 ou

21 chainons parait fortement tributaire de la nature de 1’hétérocycle.

Nous avons donc réussi la synthese de 8 ligands macrocycliques intégrant dans leur structure
divers types de chromophores en vue de la complexation et de la photosensibilisation d’ions
Ln(I11). Chacun de ces ligands présente au moins 9 sites de coordination. Le chapitre suivant
va étre consacré a la détermination des propriétés photophysiques en milieu aqueux des
complexes Eu(l1l) et Th(I11) correspondants.
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Chapitre IIT : Etude des propriétés
photophysiques des complexes Eu®*, Tb*"
dérivés des ligands macrocycliques a motif

acide triéthyléne tétraamine tétraacétique
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Dans ce troisieme chapitre, nous allons nous intéresser aux proprietés photophysiques
des complexes d’europium (III) et de terbium (III) issus de la série de ligands macrocycliques
L;-L3 et Ls-Lg & motifs acide triéthylene tétraamine tétraacétique rassemblés dans la figure 1.

Nous examinerons dans une premiere partie les propriétés d’absorption et d’émission
de luminescence de la série de complexes a motifs mono, bi ou terpyridine L;-L3 et Ls ainsi
que leurs stabilités dans différents milieux d’intérét ou en présence de ligand compétiteur.
Une comparaison avec leurs homologues macrocycliques a motif acide diéthylene triamine
triacétique précédemment obtenus au laboratoire permettra de clore cette étude.

Dans une seconde partie, nous présenterons les résultats photophysiques obtenus avec
la série de complexes & motifs pyridine-pyrazole Lg-Lg avant de terminer par une application
de I’'un d’entre eux en tant que donneur pour la technique de transfert d’énergie par résonance

de fluorescence résolue dans le temps.

HOOC ‘ COOCH
N Lln:1

Lyn=2
N N 2
K/ \ / \) L3 n= 3
Lsn=2; COOCH; en position 4 de la 2,2'-bipyridine
HOOC

p Cg A rg N\
— N\
HOOC COO:OOC HOOC
COOH COOH

\_/ L

Z\Z

HOOC COOH

HOOC COOH HOOC COOH
L¢ Lg

Figure 1. Structure des ligands L;-L3 et Ls-Lsg.

I Macrocycles incorporant un chromophore pyridine (L;), bipyridine (L, Ls),

terpyridine (L3)

Les complexes d’ions Eu®" et Th®* associés aux ligands L;-Ls,Ls n’ont pas été isolés
mais été prépares in situ, c'est-a-dire en mélangeant des solutions équimolaires de ligand et de

sels de lanthanide (LnCls, 6H,0) en solution aqueuse de maniére a obtenir des solutions de
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concentrations de ’ordre de 10 M pour leurs caractérisations par spectrométrie de masse et
HPLC analytique. Les propriétés d’absorption des ligands et des complexes ont été étudiées
par dilution des solutions de complexes dans un tampon Tris (50 mM, pH 7,4) & une
concentration de Iordre de 10* M afin de respecter la loi de Beer-Lambert. Les propriétés
d’émission de luminescence des complexes ont ét¢ obtenues par dilution des solutions de
complexes dans un tampon Tris (50 mM, pH 7,4) & une concentration de I’ordre de 10°-10°

M afin d’analyser des solutions de D.O inférieure a 0,1.

L’analyse par spectrométrie de masse Electrospray en mode négatif a été réalisée sur
les complexes Eu®* et Th® issus des ligands L;, L, et L3 (tableau 1). Les spectres de masse
obtenus montrent clairement la formation d’un complexe mononuclaire du type (L — 3H)Ln
ou trois des fonctions acide carboxylique sont déprotonées et complexées a I’ion Ln*". Pour
chacun d’entre eux, on note I’absence de signaux correspondants au ligand libre. Les profils
isotopiques expérimentaux des espéces monochargées observées [(L — 3H)Ln — H] sont en
parfaite adéquation avec les profils isotopiques théoriques. Pour les complexes Eu®*, la
présence de I’ion est aisément établie en raison de Iexistence de deux isotopes **Eu et ***Eu

d’abondance relative 47,82 % et 52,18 % respectivement.

Complexes m/z observés m/z théoriques Attributions
L..Eu 630,1 630,1 [(Ly— 3H)Eu—HJ
L.Th 636,1 636,1 [(Ly—3H)Tb—HJ
L,.Eu 707,1 707,1 [(L, — 3H)Eu—HJ
L..Tb 713,1 713,1 [(Ly—3H)Tb—H]
Ls.Eu 784,3 7842 [(Ls — 3H)Eu — HT
Ls.Th 790,3 790,2 [(Ls—3H)Tb - H]

Tableau 1. Attributions des signaux observés par spectrométrie de masse Electrospray en

mgode négatif. (Pour les complexes d’europium(IIl), le signal indiqué correspond a I’isotope
15
Eu).

A titre d’exemple, nous indiquons dans la figure 2 les spectres de masse obtenus pour

les complexes Ls.Eu et L3.Th.
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Figure 2. Spectres de masse Electrospray en mode négatif des complexes Ls.Eu et L3.Th.
Profils isotopiques théoriques et calculés pour [(L — 3H)Ln — H]".

Par HPLC analytique en phase inverse, des conditions similaires de gradient et de
colonne (gradient d’élution : tampon HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN ; colonne C8) ont été
appliquées pour caractériser d’une part les ligands L, et L3 et d’autre part leurs complexes
Eu®* et Tb* (tableau 2). Dans ces mémes conditions, le ligand L; et ses complexes
correspondants ne sont pas assez retenus et un autre type de colonne, de type C18, a donc été

utilisé.

Ces analyses permettent tout d’abord d’attester d’'une bonne pureté analytique (a la
longueur d’onde de 1’analyse) pour les trois ligands L; — L3. On observe que le ligand L, le
plus hydrophobe (trois noyaux pyridines), est comme attendu le plus retenu sur phase inverse.
Pour les complexes, concernant ceux issus des ligands L; et L,, I’analyse permet de les
caractériser avec des temps de rétention bien distincts de leur ligand (At, > 1 min.) et avec une
bonne pureté analytique (Figure 3). Pour les trois séries de composeés etudiés, on constate que
les complexes de I’ion Eu® ou de I’ion Th®* présentent des temps de rétention comparables

pour un méme ligand.
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Figure 3. Chromatogrammes HPLC en phase inverse du ligand L, et de son complexe
d’europium L,Eu. Conditions : colonne : C8 ; éluant : HCOONH,; 10 mM pH 4 / CH3CN
100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min.

La forte similitude des deux ions (charge 3+, A (rayons ioniques) = 0,025 A pour un
nombre de coordination de 9) ne permet pas en effet de différencier leurs complexes par
HPLC. Dans les conditions de I’analyse, seuls les complexes Ls.Eu et L3.Th présentent
moins d’affinité chromatographique que leur ligand et présentent dans ces conditions de pH,
plut6t acides, une certaine labilité. Nous reviendrons sur cette différence de stabilité dans le
paragraphe 1.3 ou des études de stabilité ont été réalisées sur les complexes d’europium issus

de cette série de ligands.

Ligands / Complexes Temps de rétention en minute ™ (P1C %) ¥

L, 6,831 (93 % & 260 nm)

L..Eu 8,771 (98 % & 260 nm)

L. Th 8,73 (97 % & 260 nm)
L, 6,03 (90 % a 315 nm)

L,.Eu 7,05 (97 % a 315 nm)

L,.Tb 7,17 (96 % & 315 nm)
Ls 11,68 (86 % & 315 nm)

Ls.Eu 8,52 (50%) ; 11,68 (50%) a 315 nm

La.Th 8,38 (50%) ; 11,68 (50%) & 315 nm

Tableau 2. Analyses HPLC des ligands et de leurs complexes Eu®* et Tb®" correspondants.
Gradient: Tampon HCOONH,; 10 mM pH 4 / CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; debit: 1
mL/min. ™ Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm. ! Colonne : Luna
Phenomenex C18(2) 5 um 100A 150x4,6 mm. ¥ PIC = pourcentage de I’espéce d’intérét a la
longueur d’onde du suivi analytique.
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I.1. Propriétés d’absorption des ligands et de leurs complexes avec Eu®" et TH*

Les caractéristiques d’absorption UV des ligands et de leurs complexes déterminées

dans un tampon Tris 50 mM, pH 7,4 & 20 °C sont rassemblées dans le tableau ci-dessous.

Ligand Ln>* Anm (e Mt.ecm™)
5 264 (4300)
3+
L Eu 266 (4900)
Tb** 266 (4900)
- 240 (7820); 304 (8950) ; 315% (3340)
L, Eu®* 243 (7820); 305 (8950) ; 318% (3450)
Tb* 243 (6100); 305 (7820) ; 318 (4465)

- 230 (14900) ; 287 (10700); 302 (9850)

Ls Eu’* 232 (14800); 284 (9200); 292 (9500); 320 (7900)
Tb** 232 (12200); 284 (8000); 292 (8000); 320 (6800)
- 243% (9500) ; 315 (8050)
L Eu®* 243% (10200) ; 318 (8500)
Tb** 243% (10200) ; 318 (8800)

Tableau 3. Caractéristiques d’absorption des ligands L3, Ly, Lz et Ls et de leurs complexes
dans un tampon Tris (50 mM pH 7,4).

Au niveau des ligands libres, on constate que 1’augmentation de la conjugaison lors du
passage d’un motif pyridine & un motif bipyridine ou terpyridine entraine un déplacement du
Amax (transitions m—m#) ainsi qu’une augmentation du coefficient d’extinction molaire.
L’introduction d’une fonction ester de méthyle en position 4 de la 2,2’-bipyridine (ligand Ls)
se traduit également par un déplacement bathochrome du Amax; il est de 11 nm par rapport au
Amax du ligand L, non fonctionnalise. Ce déplacement bathochrome traduit I’augmentation de
conjugaison au sein du chromophore bipyridine consécutive a I’introduction d’un groupement
électroattracteur.

Le ligand L, présente deux bandes d’absorption principales a 240 et 304 nm ainsi
qu’un épaulement a 315 nm ; comparées a celles de la 2,2’-bipyridine libre (232 et 279 nm)
en solution aqueuse qui adopte une conformation trans et a celles de la 2,2’-bipyridine

monoprotonée (241 et 301 nm) dans laquelle les cycles pyridine sont en position cis @, ces
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résultats suggerent que le chromophore bipyridine du ligand L, adopte une conformation
plutdt cis dans sa forme libre.

Le ligand L3 présente trois bandes d’absorption a 230, 287 et 302 nm. Ces données UV
sont plutdt indicatives d’une conformation twistée ou d’un équilibre entre les formes trans-
trans et cis-trans du tris-hétérocycle. En effet, le spectre d’absorption de la 2,2”:6°,2”’-
terpyridine libre en solution aqueuse présente des bandes d’absorption situées a 227 et 290 nm
pour une conformation trans-trans qui sont déplacées a 232, 279 et 320 nm pour une

conformation cis-trans monoprotonée .

Au niveau des complexes, on observe des déplacements bathochromes plus ou moins
importants des transitions n—mn* observées. Ces déplacements sont de quelques nanomeétres
dans le cas des complexes issus des ligands L;, L, et Ls ou la complexation induit
essentiellement une augmentation de la polarisation des atomes d’azote hétérocyclique des
chromophores pyridine et bipyridine sans modification de conformation. Pour les complexes
Ls.Eu et L3.Th, les changements par rapport au ligand libre sont plus importants. Ainsi que
I’illustre la figure 4, la complexation induit un déplacement de 18 nm pour la bande
d’absorption de plus faible énergie. Ce déplacement vers le rouge n’est toutefois pas en
accord avec une conformation cis-cis attendue que le tris-hétérocycle serait contraint de
prendre pour une complexation optimale de I’ion Ln®"; les données spectroscopiques des
complexes sont en effet plus proches de celles observées pour la 2,2°:6°,2°’-terpyridine en

conformation cis-trans monoprotonée .
0,40
0,30

DO

0,20

0,10

220 280 340 400 460 550
A (nm)

Figure 4. Spectres d’absorption du ligand L3 (---) et du complexe L3 Eu (—) en tampon Tris
(50 mM pH 7,4) & une concentration de 2,6 10”° M.
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En conclusion, ces données UV permettent de mettre en évidence une interaction entre
les ions Eu*ou Th** et le motif chromophore présent dans chacun des ligands macrocycliques
étudiés, ce qui devrait permettre d’assurer un transfert d’énergie plus ou moins efficace du
ligand vers le métal et conduire a la luminescence de 1’ion lanthanide. C’est ce que nous

allons examiner dans le détail dans les paragraphes suivants.

1.2. Propriétés de luminescence des complexes Eu** et Th**

Comme nous I’avons vu au cours du premier chapitre, la luminescence des complexes
de lanthanide est un processus en quatre étapes: Absorption du ligand (}Sy — !Sy),
Croisement inter-systtme (*S; — 3S;), Transfert d’énergic (Ligand — Métal) et
Luminescence de I’ion lanthanide (Figure 5).

Nous venons d’examiner les propriétés d’absorption des complexes Eu®*, Tb** obtenus
avec cette série de ligands Li-Lset Ls. Nous allons maintenant caractériser ces complexes au
niveau de leurs propriétés luminescentes par ’enregistrement des spectres d’émission et
d’excitation de luminescence. A partir des mesures de durées de vie d’émission et de
rendements quantiques de luminescence, nous discuterons aussi de ’efficacité des processus

de transfert d’énergie et de désactivations radiatives et non radiatives impliqués dans ces

complexes.
S, —A— Transfert d’énergie
CIS
——
T —
I\/I*
Absorption Emission : Luminescence
de I’ion complexé
So E— A—
Ligand Ln3*

Figure 5. Processus en 4 étapes : luminescence d’un complexe de lanthanide.
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L2.1. Spectres d’émission de luminescence

Les spectres d’émission des complexes ont été obtenus par excitation au niveau de la
bande d’absorption typique du chromophore c'est-a-dire vers 268, 310, 326 et 317 nm pour
L, Ly, L3 et Ls respectivement. Ces spectres ont été réalises « en mode phosphorescence »
c'est-a-dire en appliquant un temps de délai, généralement de 0,1 ms, et un temps
d’acquisition de 1’ordre de 0,4 a 1 ms. Dans ces conditions, tout phénomeéne de fluorescence
ou de diffusion (Rayleigh, Raman) pouvant se superposer aux spectres d’émission des
complexes n’est pas observé du fait de leurs trés courtes durées de vie (< us) et du temps de
délai appliqué (> ms). Les spectres d’émission des complexes sont ainsi caractérisés par la
présence de raies fines propres aux ions, dans le domaine du visible, le rouge pour les

complexes d’ion Eu** et le vert pour les complexes d’ion Tb*".

Pour les complexes d’ion Eu®, les spectres d’émission sont caractérisés par la
présence des raies associées aux transitions °Dy — 7F,- (1 =0 — 6) situées entre 580 et 840 nm;
la raie la plus intense correspond & la transition °Dy — F et les bandes associées aux
transitions *Dy — 7Fj (j = 3, 5, 6) sont d’intensités beaucoup plus faibles. Les intensités des
principales transitions observées pour les complexes Eu®* dérivés des ligands Li-Ls et Ls sont
rassemblées dans le tableau 4. A titre d’exemple, nous reportons dans la figure 6 les spectres
d’émission obtenus pour les complexes Li.Eu, L,.Eu et Lz.Eu. A titre de comparaison, nous
avons également représenté les spectres d’émission du sel EuCls ainsi que du complexe A.Eu
ou A est un ligand polyaminocarboxylique pouvant mimer le motif acide triéthyléne

tétraamine tétraacétique présent dans les ligands macrocycliques Li-L3, Ls étudiés.

Les spectres d’émission des complexes d’ion Eu®* ont la particularité d’étre sensibles a
une modification de I’environnement autour de I’ion ). Les longueurs d’onde des différentes
raies d’émission Dy — 7Fj (j= 0 — 6) sont peu modifiées, mais des changements aux niveaux
de I’allure et de I’intensité relative de certaines de ces raies peuvent €tre tres importants. En
effet, il est admis que la transition Dy — ’F, de part sa nature dipolaire électrique est une
transition « hypersensible », c'est-a-dire que son intensité est variable selon la nature de
I’environnement de 1’ion. De méme, mais de maniére moindre, la structure et I’intensité de la
transition °Dy — 'F, dépendent également de la nature de la sphére de coordination du métal.

En revanche, la transition °Dy — 'F1, du fait de son caractére dipolaire magnétique, est peu
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affectée par I’environnement de 1’ion. Ainsi, il a été établi que la valeur du rapport des
surfaces des raies °Dy — 'F, / °Dy — 'F; est une mesure de la symétrie de la sphére de
coordination du métal ®). En effet, pour un environnement centrosymétrique de ’ion Eu®*, ce
rapport 5Do — 7F2/ 5D0 — 7F1 est inférieur a 1 alors qu’une distorsion de symétrie autour du

métal se traduit par une augmentation de I’intensité de la transition Dy — 'F, qui a pour

conséquence d’augmenter ce rapport.

L,.Eu L,.Eu L;.Eu

I (a.u.)
I (a.u.)
I (a.u.)

_ e

T T T T l‘ T T T
500 600 700 800 500 600 700 800 500 600 700 800
A (nm) A (nm) A (nm)
EuCl, A.Eu
-00C -00C oo
= - Y )\JEUS?\J N
= S VANEANEANEN A
S &
- B o
L
a
500 600 700 800 500 600 700 800
A (nm) A (nm)

Figure 6. Spectres d’émission de luminescence corrigés et normalisés de EuCl; (& 102 M
dans I’eau; Aex = 393 Nm) et des complexes AEU (2 102 M; hex = 393 nm), L1Eu (4 10° M;
hex = 268 NM) LoEu (2 10° M; Aex = 310 nm), LsEu (2 10° M; Aex = 326 nm) en tampon Tris
50 mM pH 7,4. Fentes exc./em. = 5/5 nm. Mode phosphorescence : temps de délai 0,1 ms/

temps d’acquisition 0,4 ms.
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Fo F F, Fy F, Fol'F4 FJ'F,
EuCls 0,2 69,5 50,9 4,9 100 0,7 1,4
AEu 2,2 29,3 100 3,8 74,8 3,4 2,5
L..Eu 4,1 35,6 100 58 90,2 2,8 2,5
L,.Eu 1,7 32,5 100 3,4 72,3 31 2,2
Ls.Eu 19 28,4 100 58 65,8 35 2,3
Ls.Eu 2,2 31,2 100 5,5 75,9 3,2 2,4

Tableau 4. Intensités relatives des raies de 1’ion Eu®" libre et complexé calculées & partir des
spectres d’émission de luminescence corrigés. A.Eu, Li.Eu, L,.Eu, Ls.Eu et Ls.Eu dans le
tampon Tris 50 mM pH 7,4 ; EuCl; dans 1’eau.

A la lecture du tableau 4 et d’apreés la figure 6 :

- on peut noter que la complexation effective de I’ion Eu®" par les ligands Li-Ls, Ls se traduit
par une augmentation du rapport °Dy — 'F»/ °Dy — 'F1. En effet, pour une solution aqueuse
de EuCl; ou I’ion Eu®* est entouré de maniére symétrique par 9 molécules d’eau, ce rapport
est de 0,7 en accord avec un environnement centrosymétrique. Dans le cas des complexes
Eu®* dérivés des ligands Li-Ls, Ls, ou les atomes coordonnants se substituent aux molécules
d’eau, ce rapport se situe entre 2,8 - 3,5. On observe ainsi une inversion des intensités des
raies Dy — 'F; et °Dy — 'F, comparé & EuCls en accord avec une distorsion de symétrie
autour du métal complexé. Les mémes constatations peuvent étre faites lors de la

complexation de 1’ion par le motif acide triéthyléne tétraamine tétraacétique A.

- on constate que dans ces macrocycles, I’introduction d’un motif pyridine (L;), bipyridine
(L,, Ls) puis terpyridine (Ls) augmente sensiblement le rapport °Dy — 'F» / °Dy — 'Fy et
modifie significativement ’allure de la raie Dy — 'F4 (Figure 6). Ceci suggére donc un
environnement structural différent pour 1’ion au sein de ces trois types de ligands avec une
augmentation de la distorsion de symétrie de 1’ion lors du passage d’une structure nonadentée

(L) — a décadentée (L, Ls) — a undécadentée (L3).

Pour les complexes d’ion Tb*, ce sont les transitions °D; — 'F; (j = 0 — 6) qui
caractérisent le spectre d’émission, observées dans la plage 470 - 660 nm. La raie la plus
intense est toujours la transition °Ds — Fs qui apparait vers 545 nm. Les transitions °Ds —
7F0,1 sont d’intensités trés faibles et les intensités relatives des autres raies suivent ’ordre °Dy

— 'Fg > °Dy — 'F4 > °Dy — 'F3 > °Dy — 'Fa. Les transitions *Dy — 'F;j de I’ion Tb>* sont
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dites « sensibles » et non « hypersensibles » comme dans le cas de I'ion Eu®** ©; ¢’est pour
cette raison que peu d’informations structurales est extrait des spectres d’émission de 1’ion
Tb*. Nous avons reporté dans la figure 7 les spectres d’émission des complexes Ly.Tb,
L,.Tb et L3.Tb ainsi que celui du sel ThCl; en solution aqueuse. Comme on peut le constater,

les spectres d’émission des trois complexes sont analogues a celui de I’ion Tb** non

complexé.
5D4 —> 7F5 q
L,.Tb
~ <
© =]
3 5D4 - 7F6 :
400 500 600 700 400 500 600 700
A (nm) A (nm)
ﬂ L, Tb _ L, Th
<
S =
3, LA
400 500 600 700 400 500 600 700
A (nm) A (nm)

Figure 7. Spectres d’émission de luminescence corrigés et normalisés de ThCls (& 102 M
dans I’eau; hex = 369 nm) et des complexes Ly Tb (& 10° M; Lex = 268 nm) L,Th (2 10° M;
Lex = 310 nm), L3Th (& 10° M; Lex = 326 nm) en tampon Tris 50 mM pH 7,4. Fentes exc./em.
= 5/5 nm. Mode phosphorescence : temps de délai 0,1 ms/ temps d’acquisition 0,4 ms.

Pour réaliser les spectres d’émission des différents complexes étudié€s, nous avons
travaillé avec des solutions de concentrations de ’ordre de 10° — 10 M, et en fixant une
longueur d’onde d’excitation en rapport avec la bande d’absorption n—n* du chromophore
pyridine, bipyridine ou terpyridine présent dans le macrocycle. Dans le cas des sels EuCls,
TbCl; et du dérivé A.Eu, aucun signal luminescent n’est détecté en travaillant dans ces
conditions. En effet, les ions lanthanides sont caractérisés par de trés faibles coefficients
d’extinction molaires (< 3 M™' cm™) et cela implique que, pour réaliser les spectres

d’émission des ions libres ou complexés par un ligand dépourvu de chromophore, il est

145



Chapitre 11

nécessaire d’une part, de travailler avec des solutions 10% & 10* fois plus concentrées (> 10
M) et d’autre part, de fixer une longueur d’onde d’excitation en rapport avec les bandes f-f du
lanthanide : soit 393 nm ("Fo — Lg) pour I’ion Eu** et 369 nm ("Fg — °Li0) pour I’ion Tb**.
Ces différences sont donc une premiére indication concernant la présence d’un transfert
d’énergie Ligand — Meétal dans cette série de complexes; et c’est ce que nous allons

maintenant mettre en évidence dans le paragraphe suivant.

L.2.2. Spectres d’excitation de luminescence : mise en évidence de ’effet d’antenne

Toute molécule luminescente est caractérisée par deux spectres de luminescence : un
spectre d’émission et un spectre d’excitation ; le premier indique les variations de 1’intensité
de luminescence pour une longueur d’excitation fixe, le second indique I’efficacité relative
des différentes longueurs d’onde d’excitation pour une longueur d’onde d’émission fixe.

Pour obtenir un spectre d’excitation d’un complexe de lanthanide, on maintient
constante la longueur d’onde d’émission correspondant & un maximum d’intensité de
luminescence (la raie °Ds — 'Fs vers 545 nm pour les complexes Tb*" et la raie Dy — 'F»
vers 616 nm pour les complexes Eu3+) et on fait varier la longueur d’onde de la lumiere
excitatrice. L’allure du spectre d’excitation, corrigé des variations d’intensité de la lumiére
incidente avec la longueur d’onde excitatrice, est généralement identique a celle du spectre
d’absorption a condition qu’une seule espéce soit présente a 1’état fondamental. Ce spectre
d’excitation nous renseigne plus précisément sur la nature des transitions de [|’état
fondamental qui conduisent, directement ou indirectement, a la population des états émissifs

de I’ion complexé (°Dg pour Eu®* ou °Dy4 pour Th*").

A titre d’exemples, nous reportons dans la figure 8 les spectres d’excitation de
luminescence qui ont été obtenus dans le cas des complexes Li.Eu, L,.Eu et Ls.Eu dilués en
solution aqueuse dans un tampon Tris (50 mM, pH 7,4). Les spectres d’excitation des
complexes de terbium correspondants sont tres semblables. Comme on peut le constater, ces
spectres d’excitation reproduisent bien ’allure des bandes d’absorption des chromophores
pyridine, bipyridine ou terpyridine incorporés dans les ligands L, L, ou L3 respectivement.

Ces résultats permettent donc de montrer sans ambiguité que I’émission de
luminescence de 1’ion complexé s’effectue indirectement via un processus de transfert

d’énergie non radiatif du chromophore vers le métal, permettant 1’observation de la
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luminescence de I’ion lanthanide a de faibles concentrations grace a 1’effet d’antenne du

chromophore.

Intensité (u.a.)

200 300 400 500
A (nm)

Figure 8. Spectres d’excitation de luminescence normalisés des complexes Li.Eu (—), L,.Eu
("), Ls.Eu (---) en tampon Tris (50 mM, pH 7,4) a Aem = 616 nm. Fentes exc./em. = 5/5 nm.
Temps résolu : temps de délai 0,1 ms/ temps d’acquisition 1 ms. [L1.Eu] =10 M ; [L,.Eu] =
[Ls.Eu] = 10° M.

L’efficacité du transfert d’énergie chromophore-métal opérant dans ces complexes
sera quantifiée a partir de mesures de durées de vie d’émission et de rendement quantique
d’émission lumineuse, mais une premiére appréciation peut étre faite en comparant la position
énergétique de Iétat triplet *mn* du chromophore a celle des niveaux émissifs des deux ions
Dy (Eu**) et °D, (TH*H).

.2.3. Spectres de phosphorescence & 77K des complexes Gd** : détermination de la position

énergétique des états triplet 3zz*

Pour estimer la position énergétique de 1’état triplet des ligands dans les différents
complexes étudiés, nous avons eu recours a 1’étude de complexes Gd*. En effet, le niveau
résonant de 1’ion se situe au-dela de 30000 cm™ ce qui rend tout transfert d’énergie ligand —
métal impossible (le niveau émissif de I'ion Gd*', °Py;, est & 32224 cm™). En revanche, la
présence de cet atome lourd favorise le croisement intersystéme *nn* — *zn* au sein du
ligand et facilite ainsi 1’observation de la désactivation radiative a partir de 1’état Sun* clest-a-
dire la phosphorescence. D’autre part, I’ion Gd>* présente une taille et une structure
électronique proches des ions Eu®* et Th**. Il est donc possible de visualiser 1’état triplet du
ligand dans un environnement semblable a celui ou il se trouve dans les complexes
d’europium et de terbium.

La position en énergie des états triplets des complexes L;.Gd, L,.Gd, L3.Gd et Ls.Gd
a été déterminée en enregistrant des spectres de phosphorescence a 77K et en utilisant une
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longueur d’onde d’excitation en rapport avec la bande d’absorption m—n* du chromophore
pyridine, bipyridine ou terpyridine présent dans le macrocycle. Les complexes Gd** ont été
étudiés dans un mélange de solvants MeOH / EtOH (4/1) de maniére a obtenir une bande de
phosphorescence structurée ; I’énergie de I’état triplet le plus bas (*nr*) est estimée a partir de
la fréquence de la raie située a la plus courte longueur d’onde (Ago) sur le spectre de

phosphorescence (Figure 9).

443,5 nm

| (u.a)

200 400 600 800
A (nm)

Figure 9. Spectre de phosphorescence du complexe L,.Gd & 77 K (& 10* M; hex = 310 nm)
dans MeOH / EtOH (4/1). Fentes exc./em. = 15/5 nm. Mode phosphorescence : temps de délai
0,1 ms/ temps d’acquisition 10 ms.

Le tableau 5 rassemble les différentes caractéristiques de phosphorescence obtenues
pour les quatre complexes Gd** ainsi que la différence d’énergie AE entre 1’état triplet ()
du ligand et 1’état excité de I’ion lanthanide Eu®* (°Dg) ou Tb** (°Dy).

Complexes | Amax (NM) | o (MS) | Aoo (MM) | m (cm™) | AECrn* —°Dyg) | AECrn* —°Dy)
L..Gd 401 - 363 27550 10250 7050
L,.Gd 473 53 4435 22550 5200 2000
L3.Gd 490 4,6 450 22200 4900 1700
Ls.Gd 483 57 452 22100 4800 1600

Tableau 5. Caractéristiques de phosphorescence des complexes de Gd**. Niveaux de
résonance : °Doa 17300 cm™ pour Eu®*. °D, & 20500 cm™ pour Tb*".

La valeur de I’énergie de ’état triplet S suit la séquence L;.Gd > L,.Gd > L3;.Gd>
Ls.Gd. Les valeurs E *nn* des complexes & base de bipyridine (L,.Gd) et de terpyridine
(L3.Gd) sont assez proches de celles des motifs hétérocycliques libres. En effet, le niveau
d’énergie de I’état triplet de la 2,2°-bipyridine se situe & 23529 cm™ (tp = 0,9 s) et celui de la
2,2°:6°,2> -terpyridine est estimé & 22962 cm™ (tp = 2,1 s) dans 1’éthanol . L’effet de la
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complexation est plus sensible sur les valeurs des durées de vie de phosphorescence; alors
qu’elles se situent dans le domaine de la seconde pour les motifs hétérocycliques libres, elles
sont de 1’ordre de la milliseconde dans le cas des complexes. Cet effet est du a la présence de
I’atome lourd (Gd**) qui favorise le croisement inter-systéme ‘nmx —%nnx et augmente la
constante de vitesse du processus de désactivation radiatif.

En se basant sur la position énergétique des états triplet nn* par rapport aux états
émissifs des deux ions Eu®* et Th** (valeurs de AE), les complexes Gd*" peuvent se répartir en
deux catégories: d’une part, ceux pour lesquels 1’état triplet se situe a au moins 2000 cm™ au
dessus de I’état émissif des ions Eu®*, Th** et d’autre part, ceux pour lesquels cette différence
AE reste en dessous de 2000 cm™. La premiére catégorie de complexes, largement majoritaire,
est assurée d’un transfert d’énergic ligand-métal sans possibilité de retour métal-ligand
pouvant conduire a une diminution de I’efficacité de luminescence. En effet, Latva et al. ©
ont établi que pour des complexes Eu** et Th** dérivés de ligands polyaminocarboxylates, le
rendement quantique apres excitation du ligand devient significatif lorsque la différence
d’énergie AE (s —>5Dj) entre 1’¢état triplet du ligand et I’état excité de 1’ion est supérieure a
2000 cm™. Lorsque cette différence est inférieure & 2000 cm™ un transfert d’énergie en retour
(5Dj — 37:7:*) se produit. Ce phénoméne de transfert d’énergie en retour est sUpposé se
produire dans le cas de la seconde catégorie de complexes : les complexes de Th** issus des
ligands L3 et Ls pour lesquels le niveau énergétique mr™ est situé respectivement & 1700 cm™
et 1600 cm™ de I’état émissif >Dy de Iion Tb*",

En conclusion, la mesure de la position en énergie des états triplets des complexes
L;.Gd, L,.Gd, L3.Gd et Ls.Gd permet d’exclure tout phénomeéne de désactivation non
radiatif du & un transfert d’énergie en retour dans le cas de I’ion Eu®* lorsqu’il est complexé
aux ligands Ly, L, L, Ls. Pour Iion Tb%", seuls les complexes issus des ligands L3 et Ls sont
susceptibles de présenter cette voie de désactivation non radiative. Nous reviendrons sur ce
phénoméne de désactivation dans le paragraphe suivant ; en effet, le transfert d’énergie en
retour est un phénomene activé thermiquement et qui peut étre quantifié par des mesures de
durées de vie a température ambiante et a 77K.

1.2.4. Durées de vie de luminescence

La durée de vie de luminescence est un parametre photophysique important a
déterminer dans le cas des complexes de lanthanides luminescents. En effet, la durée de vie de

luminescence mesurée sous différentes conditions apporte des informations quantitatives sur
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les phénomenes de désactivations non radiatif et radiatif propres a chaque complexe. Les
phénoménes de désactivations non radiatifs sont en effet d’autant plus efficaces qu’ils

induisent une diminution de la durée de vie.
Les mesures de durées de vie de luminescence consistent a suivre la variation

d’intensité lumineuse I en fonction du temps t. Soit N le nombre d’ions excités au temps t,
alors :
dN/dt=-N/t [1]
D’ou:
N=Nge /" 2]
avec Ng le nombre d’ions excités a I’instant t = 0.
L’intensit¢ de luminescence I étant proportionnelle au nombre d’ions excités,
I’équation devient :
I=1peCtD [3]
avec lg ’'intensité de luminescence a I’instant t = 0.
L’intensité de luminescence décroit donc de fagon monoexponentielle en fonction du temps
(Figure 10). La durée de vie se définit comme le temps au bout duquel cette intensité

d’émission est égale a 1/e de sa valeur initiale.
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Figure 10. Courbe de décroissance de I’intensit¢ de luminescence en fonction du
temps pour le complexe L,.Tb (tampon Tris deutéré).

De I’équation [3], il vient :
In1=1In[lpe '] [4]
Inl=-t/t+Inl [5]

Ou In lp est une constante.
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L’analyse des courbes de décroissance obtenues permet ainsi de déterminer les durées de vie
des differents complexes, en déterminant la pente de droite égale a -1/t de 1’équation In I =
f(t) (Figure 11).
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Lnl=-0,4255t + 6,7575
-4 R2=0,9997
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Figure 11. Logarithme népérien de l’intensité d’émission en fonction du temps pour le
complexe L,.Tb dans le tampon Tris deutéré.

Les durées de vie d’émission de luminescence des complexes Eu®* et Th®" dérivés des
ligands L;-L3, Ls (tableau 6) ont été mesurées a différentes températures (298K et 77K) dans
le tampon Tris (H) ainsi que dans son homologue deutéré (D). Toutes les durées de vie
calculées sont indépendantes de la longueur d’onde d’excitation et d’émission, et dans tous les
cas, la décroissance de luminescence peut étre représentée par une courbe monoexponentielle.
Ceci suggere donc fortement 1’existence d’un seul type de complexe en solution pour tous les
composés étudiés si on suppose 1’absence de plusieurs complexes en échange rapide par
rapport & I’échelle du temps des états excités des ions Eu®* ou Th**.

Les complexes Eu®, Th® présentent des durées de vie d’émission élevées autour de la
milliseconde (0,67 a 2,18 ms) en milieu aqueux, a pH physiologique, et a température
ambiante. Comparées a celles des sels de lanthanide (t = 0,11 ms pour EuCl; et T = 0,43 ms
pour TbCl3), la complexation se caractérise par une augmentation significative de la durée de
vie qui traduit la substitution totale ou partielle des molécules d’eau entourant I’ion Ln** par
les atomes complexants des ligands. L’environnement coordinant des ligands permet
d’assurer une protection compétitive de 1’ion Ln®*" vis-a-vis des molécules d’cau, ce qui
supprime la voie de désactivation non radiative via les vibrateurs O-H des molécules d’eau et
augmente la durée de vie. Le motif acide triethyléne tétraamine tétraacetique A, dans une

moindre mesure, assure également une protection de 1’ion vis-a-vis des molécules d’eau.
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Toutefois, le phénomene de désactivation non radiatif via les vibrateurs O-H n’est pas
supprimé entiérement si on compare ces durées de vie a celles mesurées dans le milieu
deutéré. Excepté pour L,. Tb et Ls. Tb, on constate que ce phénomeéne réside dans le cas de
tous les autres complexes : on observe en effet une augmentation des durées de vie d’un
facteur 1,5 a 2,7 en passant d’un milieu non deutéré a un milieu deutéré (rapport Tp>>°K
/TH298K).

L’abaissement de la température 298K — 77K pour la mesure des durées de vie
permet de mettre en évidence la présence d’une autre voie de désactivation non radiative, une
voie activee thermiquement. On constate que les deux complexes, L3. Tb et Ls.Th, sont
sensibles a une diminution de la température : on observe une augmentation des durées de vie
d’un facteur 2,2 a 2,6 en passant d’'un milieu deutéré a 298K a un milieu deutéré a 77K

77K/TD298K

(rapport 1p ). Pour tous les autres complexes, on peut considérer comme négligeables

les processus non radiatifs activés thermiquement.

Complexes THZ%K 0 298K ‘CH77K ‘CD77K 0 298K/TH 298K 0 77K/‘CD 298K
Eu* 0,67 1,8 0,92 1,97 2,7 1,1
S T 3 1,94 3 1.9 1
Eu* 1,13 1,81 1,21 1,93 1,6 1,1
- T | 218 2,35 2,34 2,87 1,1 1,2
Eu®* | 0,76 1,73 0,87 1,86 2,3 11
ST [ ose | 125 | 1es | 278 14 22
Eu® 1,09 1,92 1,27 1,93 1,8 1
- Tb* 1,08 1,08 2,51 2,78 1 2,6
A.Eu 0,35 1,48 - - 42 -
EuCl; ™ 0,11 2,27 - - 20,6 -
ThClz ¥ 0,43 3,30 - - 7,7 -

Tableau 6. Durées de vie de luminescence (ms) des complexes Eu®* et Tb®" issus des ligands
L1, Lo, Lset Ls dans un tampon TRIS (50 mM, pH 7,4) non deutéré (ty) et deutéré (tp) a
298K et a 77K . Comparaison avec le complexe A.Eu et les sels EuCl; et ThCls.
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Une analyse plus formelle des durées de vie mesurées dans H,O et D,O peut
nous renseigner sur le nombre de molécules d’eau coordonnées a I’ion lanthanide. Dans ce

but, plusieurs méthodes de calcul empirique ont été appliquées :

1- La 1°® méthode mise au point est celle de Horrocks et Sudnick ©. Ces auteurs ont
établi une corrélation entre le nombre de molécules d’eau coordonnées au métal et les durées
de vie de luminescence des complexes mesurées dans H,O et D,O (ou dans des solvants
hydroxylés et leurs homologues deutérés) ; les nombres de molécules d’cau estimés a partir de
ces données de luminescence ont été corroborés avec les valeurs connues sur la base des
structures RX des complexes.

NH20 = 1,05 (1/1 120 - /7 p2o) (EU) [6]
Nh20 = 4,20 (/7 120 - 1/t p20) (Th) [7]
avec t exprimée en ms.

L’incertitude de cette équation est de = 0,5 molécule d’eau.

Les constantes de 1,05 et 4,20 utilisées quelque soit le ligand refletent la plus grande

sensibilité de 1’europium(III) vis-a-vis de ce processus de désactivation.

2- Kimura et al.”) ont étudié I’hydratation des complexes Ln(IIl) (Ln= Sm, Eu, Tb et
Dy) avec une série de ligands polyaminocarboxylates en se basant sur la corrélation linéaire
entre la vitesse de décroissance de luminescence observée Ko et le nombre de molécules
d’eau directement coordonnées aux ions samarium, europium, terbium et dysprosium. Ils
proposent ainsi quatre équations permettant de déterminer le nombre de molécules liées a

I’ion lanthanide a partir de la mesure de durée de vie dans H,O:

NH2o = 2,54.10° Kops (SM) - 0,37 [8]
Nizo0 = 1,05.10° Kons (EU) - 0,44 [9]

Nh2o = 4,03.10° Kops (Th) - 0,87 [10]
N2 = 2,11.10° Kops (Dy) - 0,60 [11]

avec Kops= 1/t mooen st

D’autres relations, pour calculer le nombre de molécules d’eau coordonnées au métal a
partir de la durée de vie dans H,O, ont été décrites dans la littérature ®° par exemple la

relation de Barthelemy et Choppin, équation [12] :
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NH2o = 1,05 X 1/’CH20 -0,70 [12]

avec t exprimée en ms.

Ces relations tiennent compte de 1’existence que d’un seul type de vibrateurs O-H :
ceux de la premiere sphére de coordination du métal, c'est-a-dire ceux faisant intervenir les

1.29 ont montré I’influence d’autres

molécules d’eau directement liées au métal. Parker et a
vibrateurs O-H, ceux provenant des molécules d’eau de la deuxiéme sphére de coordination
du métal, c'est-a-dire des molécules d’eau non liées au métal mais pouvant étre proches du

centre métallique en établissant des liaisons hydrogénes avec les atomes donneurs du ligand.

3- Dans ce contexte, Parker et al.®? ont établi deux nouvelles relations dérivées de
deux équations [6] et [7] en introduisant des facteurs correctifs correspondant aux oscillateurs

O-H des molécules d’eau non directement liées au métal.

Les deux relations [13] et [14] permettent de calculer le nombre de molécules d’eau

directement liées au métal avec une incertitude de + 0,1 molécule d’eau.

NH20 = 1,2 X (1/‘E H20 - 1/t D20 - 0,25) pour l’Eu3+ [13]
Nh20 = 5 X (17 120 - 11T p2o - 0,06) pour le Th** [14]

avec t exprimée en ms.

4- De méme, Horroks et Supkowski ‘) ont établi une nouvelle relation permettant de
calculer le nombre de molécules d’eau pour les complexes d’Eu(Ill) toujours en prenant en
2éme

compte la sphere de coordination de 1’ion Eu®*.

NHoo = 1,11 X (l/‘t H20 - 1/t D20 - 0,31) [15]

Nous avons rassemblé dans le tableau 7 les valeurs des nombres de molécules d’eau

liees au metal determinées a partir des équations précédemment citées.
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Complexes | 14 tp | Equation | Equation | Equation | Equation | Equation
s | (ms) 6/7 9/10 12 13/14 15
L;.Eu 0,67 | 1,8 0,98 1,12 0,86 0,8 0,69
L. Tb 1,54 3 1,32 1,74 - 1,3 -
L,.Eu 1,13 | 1,81 0,35 0,49 0,23 0 0,02
L,.Tb 2,18 | 2,35 0,14 0,97 - -0,13 -
Ls.Eu 0,76 | 1,73 0,77 0,94 0,68 0,59 0,47
Ls.Tb 0,89 | 1,25 1,36 3,65 - 1,3 -
Ls.Eu 1,09 | 1,92 0,41 0,52 0,26 0,17 0,09
Ls.Th 1,08 | 1,08 0 2,86 - -0,3 -

Tableau 7. Détermination du nombre de molécules d’eau coordonnées au métal.

Concernant les complexes d’europium, les différentes équations mettent en évidence
la présence d’une molécule d’eau dans le cas des structures nonadentée (L) et undécadentée
(L3) et d’aucune molécule d’eau pour les structures décadentées (L, Ls). Si on considere un
nombre de coordination de 9 pour I’ion Eu®*, ces résultats suggérent la non-participation d’un
site de complexation dans le cas du ligand L, et de trois sites dans le cas du ligand Ls. Les
structures décadentées (L,, Ls) permettent en revanche de saturer complétement la sphére de
coordination du métal.

Pour les complexes de terbium, les résultats concordent avec ceux des complexes
d’europium excepté dans 1’utilisation de 1’équation 10 qui conduit @ un nombre anormalement
élevé de molécules d’eau surtout pour les complexes L3. Th et Ls. Th. Ces deux complexes ont
en commun de présenter, comme on I’a vu précédemment, un processus non négligeable de
désactivation non radiative dépendant de la température. L’utilisation de I’équation 10 qui
tient compte d’une seule mesure de durée de vie et non pas d’une différence entre deux durées
de vie conduit vraisemblablement a des valeurs erronées de ny,o car elle ne permet pas de

s’affranchir des processus dépendants de la température.

La part prise par les différents processus de désactivation peut étre estimée en revenant
a ’expression générale de la durée de vie de décroissance de luminescence :

1 tobs = Kops= K+ Knrt knrf(T) [16]

Avec Kqps, la constante de vitesse apparente du processus de désactivation
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kr, la constante de vitesse du processus radiatif

ko, la constante de vitesse du processus non radiatif indépendant de la
température

Knricr), la constante de vitesse du processus non radiatif dépendant de la
température

La constante de vitesse non radiative kn peut elle-méme se décomposer en deux
constantes de vitesse :

Knr = Kont+ Kxn [17]

Avec Kon, la constante de vitesse non radiative due aux oscillateurs OH

kxn, la constante de vitesse non radiative due aux autres oscillateurs
Soit :
Kobs = K+ Kont+ Kxpt Knf(T) [18]

Ainsi, dans H,0, nous avons 1’équation suivante:
K"%9ps = ket Kon+ K+ Knrf(T) [19]
Dans D0, la constante de vitesse koy étant considérée comme négligeable, il vient :
kP?gps = ket K+ Knef(T) [20]
Il en découle donc que:
kOH — kHZOobs_ kDZOObs — 1/T298K H2O - 1/1298]( D20 [21]

Si I’on consideére qu’a 77 K tout processus activé thermiquement est peu probable, la
constante de vitesse Ky ) devient négligeable, d’ou :

kDZO'77K0bs = K+ Kxn [22]
Il en découle donc que :

knr f(T) — kDZO, 298K0bs _ kDZO, 77K0bs — 1/12981( D20 - 1/1:771( D20 [23]

Dans le tableau 8 sont rassemblées les différentes constantes de vitesse Kons, Kon €t Knrfm)

calculées pour les complexes Eu** et Tb®* dérivés des ligands Li-Ls,Ls.
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Ligand Ln** Kobs Ko Knr £(T) Kor/Kobs | Knrf(T)/Kobs

Eu* 1492 936 48 63% 3%

H T 649 316 0 49% 0
Eu’* 885 333 34 38% 4%

- T 459 33 77 7% 17%
Eu* 1316 738 40 56% 3%

b Tb* 1124 324 440 29% 39%
Eu 917 396 3 43% <1%

- Th* 926 0 566 0 61%

Tableau 8. Constantes de vitesse Kqps, Kon €t Knrfery €n s déterminées dans le tampon Tris (50
mM, pH 7,4).

Ce tableau permet d’évaluer la contribution prise par les vibrateurs O-H et/ou les
processus activés thermiquement dans la désactivation radiative des états excités des ions
Eu®, Th*".

Concernant les complexes d’europium, la désactivation non radiative est largement
dominée par les processus liés aux oscillateurs O-H (koy >> knf(T)). Les valeurs de koy sont
2 a 3 fois plus élevées pour les complexes L;.Eu et Ls.Eu (N0 = 1) que pour L,.Eu et Ls.Eu
(NH2o0 = 0). Les valeurs négligeables de Ky g1y (< 4 %) pour I’ensemble des complexes
d’europium permettent d’exclure la présence de phénomenes activés thermiquement pouvant
se produire a partir de 1’état émissif de 1’ion Eu®*. Le transfert d’énergie en retour Dy —
Sun* et la désactivation de 1’état excité °Dg vers un état LMCT accessible thermiquement sont
donc exclus.

On retrouve pour les complexes L. Tb et L3.Th une contribution importante des
vibrateurs O-H dans la désactivation de I’état excité de I’ion Tb®". Les valeurs de ko
calculées sont toutefois 2 a 3 fois plus faibles que dans le cas des complexes d’europium
correspondants étant donné que D’état émissif de Iion Tb*" est moins sensible a la
désactivation non radiative via les vibrateurs O-H. En revanche, les processus dépendants de
la température prennent une part non négligeable dans la désactivation de 1’état excité de I’ion
Tb** pour les complexes L3.Th, Ls.Tb (39% et 61 % respectivement). Ces complexes
présentent des valeurs de Knir) d’autant plus élevées que 1’écart énergétique AE entre 1’état
triplet (3nm*) du ligand et ’état excité de 1’ion Tb>* (°D,) est faible. Nous avons en effet vu

précédemment a Iaide des complexes Gd** que cet écart était respectivement de 1700 et 1600
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cm?, c'est-a-dire en dessous du seuil permettant un transfert irréversible ligand — métal. Ces
deux observations sont donc cohérentes avec I’existence d’un transfert d’énergie en retour 5D4
— 3nn+ au sein des entités L. Th et Ls.Th.

1.2.5. Rendements quantiques des complexes Eu®" et Th®*

Le rendement quantique de fluorescence est défini par le rapport entre le nombre de
photons émis et le nombre de photons absorbés :

@ = nombre de photons émis par fluorescence / nombre de photons absorbés

Il caractérise pour un fluorophore I’efficacité du processus de fluorescence. @ se
rapproche de 1 (ou 100%) pour les fluorophores les plus efficaces et ® est égal a 0 pour les
composés non fluorescents. La mesure directe d’un rendement quantique est difficile a
réaliser car elle nécessite de mesurer le flux lumineux total émis dans toutes les directions.

En pratique, le rendement quantique est relatif, c'est-a-dire qu’il est mesuré par rapport
a une substance de référence dont le rendement quantique absolu est connu. Pour cela, on
mesure pour I’échantillon x et la référence, les surfaces des spectres d’émission de
fluorescence Sy, Sy obtenues aux longueurs d’onde d’excitation Ay, At @insi que les densités
optiques des deux solutions a la longueur d’onde d’excitation utilisée DOy, DOy. On obtient

alors la valeur du rendement quantique en utilisant la relation suivante :

Dy = Dret - (DOt - Sx - M) / (DOx -Sref -Neet”)
(nx, N sont les indices de réfraction du milieu de mesure pour I’échantillon et la

référence).

On peut considérer que le rendement quantique expérimental (®) est le résultat du
processus A.TE.E., produit des rendements des trois étapes impliquées dans le mécanisme de
photoluminescence “#'¥ (Figure 5) : dcis: rendement du croisement intersystéme (*nn* —
S ), @e7: rendement du transfert d’énergie (37m* — Ln*) et @, rendement quantique
d’émission intrinséque de I’ion lanthanide, c’est-a-dire quand ce dernier est excité dans ses
propres niveaux électroniques:

D= D5 - Der- Doy
@\, peut étre calculé a partir du rapport de la durée de vie de luminescence observée

298K

dans H,O & température ambiante (t***<20) et la durée de vie dans D,O & 77K (t'"<p2o) C'est

a-dire sa durée de vie de luminescence en absence de tout processus de quenching :

_ 208K 77K
D =1" 120/ 1T D20
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Les rendements quantiques des complexes, apres excitation dans la bande d’absorption

de plus basse énergie du ligand, sont rassemblés dans le tableau 9 :

Complexes @y (Op) (%0) Dcs - Dt (%0) D (%)
Eu® 0,6 (1,6) 1,8 34
L T 8,5 (13) 16 53
Eu®* 5 (6) 9 58
- T 26 (27) 34 76
Eu* 4,5 (10) 11 41
= o™ 92 () 29 2
Eu® 3,6 (5) 6,5 56
- Tb*' 3(3.1) 7.7 39

Tableau 9. Valeurs des rendements @y, O¢js - Pet et @, déterminés en tampon Tris (50
mM, pH 7,4).

Les rendements quantiques des complexes d’europium sont compris entre 0,6% et 5%.
La présence d’une molécule d’eau résiduelle pour L;.Eu et Ls.Eu diminue au moins d’un
facteur 2 le rendement quantique global ®y. On constate toutefois que le processus A.ET.E
des complexes d’europium est principalement affecté par I’étape de transfert d’énergie ligand-
métal, représenté ici par O¢js - Det, qui s’effectue avec des efficacités comprises entre 1,8%
et 11%. Si on considere que les rendements quantiques de croisement inter-systéeme dcs sont
comparables & ceux des motifs simples (par exemple pyridine, dcis = 0,9 *; 2,2’-bipyridine,
Ocis = 0,83 (15)), c’est donc I’étape de transfert d’énergie *nn* — Eu* qui est 1’étape
limitante. Dans le cas de L.Eu, 1’état triplet, situé¢ a 10250 em™? de 1état émissif °Dg de I’ion
est vraisemblablement a un niveau d’énergie trop élevé pour que le transfert d’énergie soit
efficace. En ce qui concerne L,.Eu et Ls.Eu, I’étape de transfert d’énergie ‘nn* — Eu*
s’effectue avec des efficacités comparables (9-11%), mais inférieures a celles obtenues avec
leurs homologues macrocycliques a 15 et 18 chainons respectivement (~30 % @9).
L’efficacité du transfert d’énergie est un processus qui dépend aussi de la distance entre le
chromophore et le métal. Comme on I’a vu au cours du premier chapitre, le processus de
transfert d’énergie est décrit comme pouvant s’opérer suivant un mécanisme de type Forster
@7 ou de type Dexter *® dans lequel la vitesse de transfert d’énergie est dépendante de la
distance R entre le chromophore et le métal : la vitesse de transfert diminue comme R®

(Forster) ou e (Dexter). Il est donc probable que dans le cas de L,.Eu et Ls.Eu, macrocycles
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a 18 et 21 chainons respectivement, la distance chromophore-métal ne soit pas optimale et que
cela induise des efficacités du transfert d’énergie *tn* — Bu* plus faibles qu’attendues.

Les rendements quantiques des complexes de terbium, compris entre 3 et 26%, sont
dans tous les cas équivalents ou supérieurs a ceux des complexes d’europium correspondants ;
le ligand L, apparait comme étant le meilleur photosensibilisateur de I’ion Tb>*. Comparés
aux complexes d’europium et excepté pour Ls. Th, I’étape de transfert d’énergie *nn* — Tb*
s’effectue avec de meilleures efficacités (16-34%). On constate que I’introduction d’un motif
COOMie sur le chromophore bipyridine (comparaison Ls. Th/ L,.Th) affecte particuliérement
la luminescence du complexe : le rendement quantique chute de 26% a 3 %. Nous avons en
effet vu précédemment que cette modification structurale entraine un abaissement de la
position énergétique de 1’état triplet du chromophore ce qui engendre la présence d’un
3

processus non radiatif de transfert d’énergie en retour Tb* — “nm*.

1.3. Stabilité des complexes en solution aqueuse

La stabilit¢ des complexes de lanthanide en solution aqueuse est d’une importance
majeure dans le cadre de leur utilisation pour des applications biologiques. Nous avons ainsi
réalisé des cinétiques de stabilités des complexes en tampon Tris a pH physiologique ainsi
que des cinétiques de compétition en présence d’acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA)
comme ligand compétiteur. Les propriétés de luminescence (surfaces d’émission et durées de
vie) des complexes ont également été évaluées dans d’autres milieux tampons (phosphate et
HEPES) et en présence de protéine (I’albumine de sérum bovin). Enfin, une stabilité en milieu
sérique a été réalisée avec le complexe L,. Tb qui présente les propriétés de luminescence les
plus intéressantes.

1.3.1. Cinétique de complexation et stabilité en tampon TRIS

La cinétique de complexation des ligands Li, L, et L3 vis-a-vis de I’ion Eu®" a été
explorée par spectroscopie de luminescence. Aprés addition d’un équivalent de sel EuCl; a
une solution de ligand ([Li] = 2.10° M; [Ly] = [Ls] = 9.10° M) dans le tampon Tris,
I’évolution de I’intensité de la raie d’émission °Dy — 'F, (& 616 nm) est suivie en fonction du

temps (Figure 12).
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Figure 12. Cinétiques de complexation des ligands L;, L, et Lz avec Eu** (tampon Tris pH
7,4. Fentes exc./em. 5/5 nm).

L’étude de la figure 12 montre une cinétique de complexation de I’ion Eu®* pour le
ligand L, bien distincte des deux autres ligands L; et Ls. L’équilibre est atteint au bout de 40
minutes pour le complexe dérivé du ligand L, et 10 minutes pour les complexes dérivés des
ligands L; et Ls. L’augmentation de la vitesse de complexation du ligand L3 par rapport au L,
provient probablement de 1’augmentation de la taille de la cavité du macrocycle : 18 chainons
pour L, et 21 chainons pour Ls. En revanche, dans le cas du ligand Lj, nous constatons une
cinétique de complexation plus rapide par rapport a L, bien qu’il ait une cavité plus restreinte
(15 chainons). Il est possible que la complexation de I’ion Eu®* s’effectue plus a I’extérieur de
la cavité dans le cas de ce ligand.

Il est d’autre part intéressant de noter que les propriétés de luminescence des
complexes étudiés restent inchangées apres plusieurs jours d’observation dans ce milieu
tampon. Dans le paragraphe suivant, nous avons cherché a déterminer leur constante de
stabilité conditionnelle.

1.3.2. Constantes de stabilité conditionnelle a pH physiologique

Afin d’évaluer la constante de stabilité conditionnelle des complexes Li.Eu, L,.Eu et
Ls.Eu, nous avons eu recours de maniére classique a des expériences de compétition avec
I’EDTA comme ligand compétiteur. Il s’agit d’un ligand polyaminocarboxylique dont la
constante de stabilité thermodynamique vis-a-vis de I’ion Eu®* est connue (Kepraes = 10739
@9 Le complexe EDTA/Eu est dépourvu de chromophore, il n’est donc pas luminescent sous
une excitation UV et dans le domaine de concentration utilisée (10°-10° M).

Les expériences de compétition ont consisté a suivre 1’évolution de I’intensité de

luminescence en fonction du temps d’une solution de complexe a 2,2 10° M (L1.Eu) ;9,2 10°
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M (L2.Eu) ; 9,2 10° M (Ls.Eu) dans le tampon Tris (pH 7,3), aprés ’ajout de 10 équivalents
de ligand compétiteur EDTA (sous forme disodé).

L’addition de 10 équivalents d’EDTA a une solution de complexes Li.Eu, L,.Eu et
L3;.Eu se traduit par une diminution de I’intensité de luminescence de 28%, 22% et 96%
respectivement au bout de 51 heures, temps au terme duquel 1’équilibre est clairement établi
(Figure 13). On observe donc une décomplexation partielle dans le cas de L;.Eu et L,.Eu et
une décomplexation pratiquement totale avec Ls.Eu. La cinétique de décomplexation décroit
aussi plus rapidement pour ce dernier; ces observations indiquent donc clairement une
meilleure capacité de coordination de 1’ion lanthanide par les macrocycles pyridine (L;) et

bipyridine (L2).

o~ L,Eu
’cg 0’8'\\. 2
2 0,64 LiEu
=
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S
£ 0,24

0 L;Eu
0 1000 2000 3000
Temps (min)

Figure 13. Courbes normalisées des cinétiques de compétition de L;.Eu, L,.Eu et L3.Eu en
présence de 10 équivalents d’EDTA en tampon Tris (50 mM, pH 7,3).

Dans le tableau 10 ci-dessous sont rassemblées les durées de vie des complexes avant
I’ajout d’EDTA (t avant compétition) et en fin de cinétique soit au bout de 51 h d’incubation
avec 10 équivalents d’EDTA (1 apres compétition). Les spectres d’excitation et d’émission de
luminescence des complexes, réalisés a I’issu de ces cinétiques, ne montrent pas de

modifications significatives.

Complexes T avant compétition T apres compétition (51 h)
L:.Eu 0,59 ms 1,01 ms
L,.Eu 1,20 ms 1,31 ms
Ls.Eu 0,57 ms 0,57 ms

Tableau 10. Durée de vie de luminescence des complexes Li.Eu, L,.Eu et L3.Eu avant et
apres compétition avec 10 équivalents d’EDTA.
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On constate que la durée de vie de luminescence du complexe L;.Eu est modifiée, elle
est augmentée d’un facteur 1,7. La molécule d’eau présente dans la sphere de coordination de
Eu®* pour ce complexe est donc partiellement substituée par ’EDTA (t aprés compétition <
o = 1,8 ms). Bien que les propriétés spectrales ne soient pas modifiées, il est possible que
I’addition de 10 équivalents d’EDTA se traduise par un équilibre dans lequel un complexe
ternaire du type L;.EU.EDTA serait impliqué. Dans ces conditions, on ne peut extraire de
cette cinétique de compétition une constante de stabilité conditionnelle pour le complexe
Li.Eu.

Pour les complexes L,.Eu et L3.Eu, leurs durées de vie de luminescence n’ont pas
significativement variées en fin de cinétique de compétition ce qui permet de s’assurer que les
entités complexantes sont restées intactes. De ces cinétiques, les valeurs des constantes
conditionnelles en tampon Tris a pH 7,3 ont été déterminées pour les deux complexes, a
savoir: log Keng = 13,9 pour Lz.Eu et log Keng = 16,6 pour L,.Eu. (Voir partie

expérimentale, pour le calcul de ces constantes Kcong).

Le complexe L3.Eu a pH 7,3 présente ainsi une constante de stabilité conditionnelle
égale & 7,93 10™ soit 3 fois plus faible que celle du complexe d’europium avec I’EDTA (2,5
10'). En revanche, le complexe L,.Eu présente une stabilité beaucoup plus élevée, avec une
constante de stabilité conditionnelle égale & 3,98 10'°, soit du méme ordre de grandeur que
celle calculée pour le complexe d’europium avec le DTPA (acide diéthyléne triamine
pentaacétique) a pH 7,3 (9,6 10%).

Comparées a celles de leurs homologues macrocycliques a motif acide diéthylene
triamine triacétique précédemment obtenus au laboratoire (macrocycles a 15 et 18 chainons :
Loa.Eu et Lz, Eu: Figure 14), les valeurs de constantes de stabilité conditionnelles pour
L,.Eu (cycle a 18 chainons) et Ls.Eu (cycle a 21 chainons) sont plus faibles. La stabilité est
en particulier fortement altérée dans le cas du complexe Ls.Eu ou la partie aminocarboxylique
a été remplacée par le motif acide triéthyléne tétraamine tétraacétique pour conduire a une

cavité finalement moins appropriée pour une complexation efficace de 1’ion lanthanide.
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log K ong = 18,4

Figure 14. Constantes de stabilité conditionnelles des homologues macrocycliques & motif
acide diéthyléne triamine triacétique “® L,a.Eu et Ls,.Eu déterminées a pH 7,3.

1.3.3. Influence du milieu tampon

Afin d’étudier I’effet d’autres milieux tampons (tampon phosphate a 50 mM, pH 8 et

tampon Hepes a 50 mM, pH 7,3) ainsi que la présence de protéine (I’albumine de sérum bovin

a 5 mg/mL) sur la luminescence des complexes L;.Ln, L,.Ln et Ls.Ln (Lh= Eu et Th), nous

avons mesureé les durées de vie de luminescence et calculé les surfaces d’émission corrigées

des complexes apres 24h d’incubation dans ces différents milieux. Les valeurs obtenues sont

compareées a celles obtenues en tampon Tris (tableau 11).

Complexes Tp Tris Tp Phosphate Tp Hepes BSA /Tp Tris
4 (MS) 1,55 2,62 1,31
LiTD 7S inse 1 0,5 11
TH (MS) 2 2,6 2 2,2
LoTh 7S inee 1 0,96 1,00 1,20
4 (MS) 0,89 0,89 0,66 0,85
Ls.Th Scorrigée 1 0,15 0,77 0,75
4 (MS) 0,59 0,93 0,60
LiBU 7S e 1 0,49 1,19
 (Ms) 1,24 1,25 1,22 1,16
LoBU 7S rigee 1 0,87 1,25 1,02
h (Ms) 0,55 0,56 0,56 0,78
La.BU 7S rigee 1 0,06 1,01 0,87

Tableau 11. Durées de vie de luminescence et surfaces d’émission corrigées des complexes
Li.Ln, Lo.Lnet Ls.Ln (Ln= Eu et Tb) dans différents milieux.
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On observe que les propriétés de luminescence des complexes L,.Ln sont
indépendantes du milieu de mesure. Parmi les différents tampons utilisés nous n’observons
pas de grandes variations que ce soit au niveau des durées de vie d’émission ou au niveau des
intensités d’émission de luminescence. On remarque également que la présence de protéine
dans le milieu n’altére pas ses propriétés de luminescence ce qui suggere 1’absence
d’interaction entre la protéine et les complexes Lp.Ln.

Pour les deux autres types de complexes, Li;.Ln et Ls.Ln, on constate des
modifications de leurs propriétés de luminescence essentiellement dans le milieu tampon
phosphate. Pour les complexes Lj.Ln, la présence d’ions phosphates se traduit par une
augmentation des durées de vie de luminescence (0,59 & 0,93 ms pour Li.Eu et 1,55 a 2,62 ms
pour L;.Tb). Les ions phosphates peuvent en effet déplacer partiellement les molécules d’cau
résiduelles de la sphére de coordination du lanthanide et réduire ainsi 1’effet désactivant des
molécules d’eau. On observe aussi une diminution de moiti¢ des surfaces d’émission de
luminescence, ce qui indique que le tampon phosphate entraine une dissociation partielle des
complexes Li.Ln.

Pour les complexes Lz.Ln, la présence d’ions phosphate se traduit par une chute des
surfaces d’émission de luminescence sans altérer les durées de vie ce qui est significatif d’une
dissociation importante des complexes dans ce milieu.

Les propriétés de luminescence des complexes L;.Ln et Ls.Ln sont conservées dans
les deux autres milieux (tampon Hepes et Tris + BSA a 5 mg/mL). A noter que I’interaction
éventuelle entre la BSA et les complexes du type L;.Ln ne peut étre évaluée. En effet,
I’albumine de sérum bovin utilisée en large exces ici est une protéine qui absorbe dans la
région d’absorption des complexes a base de pyridine (vers 260-280 nm) ce qui masque leur

photoluminescence.
Les complexes du type L,.Ln étant ceux présentant une plus grande inertie vis-a-vis

des autres milieux étudiés, nous avons poursuivi notre étude de stabilité avec le complexe

L,.Tb qui possede d’autre part les meilleures caractéristiques de luminescence.

1.3.4. Stabilité en milieu sérique

La figure 15 montre que I’intensité de fluorescence du complexe L. Th (3,2.10° M)
dans un mélange tampon Tris/sérum humain (1/3 a pH 7,3) reste constante aprés 48 heures

d’incubation. Nous n’observons pas de démétallation/transmétallation par les protéines ou les
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ions présents dans le sérum. La durée de vie reste inchangée ce qui suggere qu’il n’y a pas
d’interaction entre le complexe et les protéines du sérum. Toutes ces observations confirment

donc une stabilité elevée pour le complexe L,.Th.

T T N A T T B W |

Intensité (a.u.)

12 24 36 48h

o

Figure 15. Cinétique du complexe L,.Tb (3,2.10° M) pendant 48h dans le tampon Tris/sérum
humain 1/3 a pH 7,3 (Aexc = 319 nm).

L’utilisation de ce complexe comme sonde luminescente dans un milieu sérique est
donc possible. Nous rappelons ici que I'intérét d’une telle sonde a longue durée de vie permet
de s’affranchir de la fluorescence parasite du milieu biologique et améliore la spécificité du
signal. Ainsi, comme cela est illustré dans la figure 16, la détection non résolue dans le temps
du signal fluorescent de L,.Tb en milieu sérique conduit a un spectre complexe : les raies
d’émission de L,. Th sont « noyées » sous la fluorescence des protéines a laquelle se rajoutent
les bandes de diffusions Rayleigh. En appliquant un délai d’enregistrement de 100 ps, on
observe un signal temporellement stable, précis et exempt de toute perturbation induite par le
milieu biologique.

1000, F T 1000
__ 750 — .750
g g
= 2
@ N
Z 500 S 500
c c
g | g

250 ! 250 n
200 400 nm 600 800 200 400 ., 600 800
a) Mode fluo;Td=0ms ; Tg=0ms b) Mode phos;Td =0,1 ms ;Tg =0,6 ms

Figure 16. Spectres d’émission de luminescence de L,.Tb dans le tampon Tris/sérum sanguin
1/3 a pH 7,3 (ex.Jlem. 5/5 nm ; Xexe = 319 nm). a) Détection non resolue dans le temps; b)
détection résolue dans le temps : temps de délai = 0,1 ms ; temps d’acquisition = 0,6 ms.
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1.3.5. Comparaison avec leurs homologues macrocycliques a motif acide diéthyléne

triamine triacétique

Nous allons maintenant comparer les propriétés photophysiques des complexes L;.Ln,
Lo.Ln et Ls.Ln a celles de leurs homologues macrocycliques a motif acide diéthylene

triamine triacétique Lia.LN, Loa.LN et Lsa.Ln représentés figure 17.

Le tableau 12 compare les principales caractéristiques photophysiques des complexes
en solution dans le tampon Tris (50 mM, pH 7,3) pour la série L;.Ln, Lo.Ln et Ls.Ln et en
tampon Hepes (50 mM, pH 7,3) pour la série homologue Lia.Ln, Loa.LNn et Lza.LN. Bien que
les deux milieux tampons utilisés soient différents, nous avons vu dans le paragraphe 1.3.3 que
les propriétés de luminescence de la série L;.L.n, L,.Ln et Ls.Ln étaient comparables dans ces

deux tampons.

-ooc—" 1\IJ\/NCJN¥000-

COO

L;,.Ln

Figure 17. Structure des dérivés Lia.Ln, Loa.Ln et Ls,.Ln.
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Complexes Aexe (NM) | Ta2o (Ms) | N (H20) | @y (%) | DcisPer
(%)
L,® Eu? 268 0,67 0,8 0,6 1,8
Tb** 268 1,54 1,3 8,3 16
L™ Eus* 268 0,41 2 3 14
Tb3* 268 1,31 1,69 13 27
L,® Eu®* 309 1,13 0 5 9
Tb** 309 2,18 0 26 34
L,,™ Eu®* 310 0,56 1,2 10 33
Tb%* 310 1,28 1,2 21 42
L@ Eu®* 326 0,76 0,59 4,5 11
To3* 326 0,89 1,3 9,2 29
L™ Eu®* 335 1,08 0,1 17 27
Tb** 335 0,42 0,1 6 -

Tableau 12. Caractéristiques photophysiques des complexes L;.Ln, Lo.Ln et Ls.Ln et de
Lia.LN, Loa.LN et L3a.Ln. (2) dans le tampon TRIS, pH 7,4 ; (b) dans le tampon HEPES, pH
7,3.

Commengons par I’examen des durées de vie de luminescence et du nombre de
molécules d’eau. On observe que l’introduction du motif acide triéthyléne tétraamine
tétraacétique dans ces macrocycles a permis d’augmenter la durée de vie de luminescence et
d’améliorer la protection de I’ion dans le cas des structures a base de pyridine ou bipyridine.
En effet, on a supprimé une molécule d’eau résiduelle en passant des complexes Lia.Ln —
Li.Lnet Lya.Ln — Lo.Ln; et la durée de vie d’émission a été, en particulier, presque doublée
pour les complexes L,.L.n: t=0,56 msa 1,13 ms pour Ly,.Eu— Lo.Eu; t =128 msa 2,18
ms pour Lo,. Th — L. Th.

Pour les structures incorporant le chromophore terpyridine (L3 et Lsy), la situation est
plus complexe. La protection de 1’ion, qui était optimale avec Lz,, €St bien moins assurée avec
le ligand L3 (ny20 = 0,6-1,3). Alors que le ligand L3, utilisait ses neuf hétéroatomes pour
complexer 1’ion, ce nouveau ligand L3z avec ses onze sites de coordination potentiels ne
permet pas de saturer complétement la sphére de coordination de 1’ion. La cavité du
macrocycle Lj étant probablement beaucoup trop grande, elle ne peut s’ajuster
convenablement a la taille de I’ion. La comparaison des valeurs de Aexc Mmontre en effet une
interaction amoindrie entre le lanthanide et le chromophore pour les complexes du type
Ls.Ln.

La série des complexes a motif acide triéthyléne tétraamine tétraacétique présente pour

la plupart des rendements quantiques plus faibles. L’introduction de ce motif a en effet pour
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conséquence d’agrandir la taille du macrocycle de 3 chalnons par rapport a la série
homologue ce qui modifie I’interaction entre le chromophore et le métal et diminue ainsi
significativement le rendement de transfert d’énergie ligand —métal. A noter toutefois que
cette modification structurale n’affecte pas les propriétés luminescentes du complexe L,. Tb
qui se caractérise par une durée de vie d’émission particuliérement longue (t = 2,18 ms) et un

rendement quantique éleveé de 26 %.

Il Macrocycles incorporant un chromophore pyridine-pyrazole (Lg), pyridine-pyrazole-
pyridine (L;), pyrazole-pyridine-pyrazole (Ls)

Des rendements quantiques supérieurs a 29% ont été rapportés par Rodriguez-Ubis et
coll ® pour des complexes Th*" dérivés de ligands polyaminocarboxyliques intégrant dans
leurs structures soit le motif 2,6-bis (N-pyrazolyl) pyridine, soit le motif 1,3-bis(pyridin-2-
yl)pyrazole (Figure 18). L’excellent effet d’antenne de ces chromophores tridentés pour
photosensibiliser I’ion terbium a été reli¢ a la bonne position énergétique des états triplet

(23200 < Ej e < 26500 cm™) ©),

‘ N

/N7 N NN

/ \ N

N /N\COOH
N—\ > N"NcooH
< COOH HOOC coom HOOC
COOH
@ (Eu) =3 % ® (Eu) =17 %
® (Tb) =58 % | N ® (Tb) =42 %
/NN NN
HN ® (Eu)=2 %

;L f ® (Tb) =29 %
(L)

COOH k COOH
COOH

Figure 18. Rendements quantiques des complexes d’Eu®* et Tb* de ligands
polyaminocarboxyliques & motifs 2,6-bis (N-pyrazolyl) et 1,3-bis(pyridin-2-yl)pyrazole “©.
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Récemment, 1’émission sensibilisée de 1’ion Tb®" complexé par des ligands porteurs
du motif N,C-pyrazolylpyridine a été rapportée par plusieurs groupes ?*?2 y compris notre
équipe @) Bien que le motif N, C-pyrazolylpyridine ait fait I’objet de moins d’attention que
le motif bidenté 2,2’-bipyridine, il présente des propriétés particulierement intéressantes pour

collecter les photons et les transférer a 1I’ion terbium.

Ainsi, par exemple, le complexe Tb* du macrocycle & motif pyridine-pyrazole
(Figure 19) présente un rendement quantique de 49 % (une des valeurs les plus élevées de la
littérature © 252®) avec une efficacité de transfert ligand-métal de 84 %. Ces valeurs sont deux
fois plus grandes que celles de I’analogue macrocyclique a motif bipyridine (Figure 19) et
sont reliées a la position tout a fait appropriée de 1’état triplet du ligand par rapport a 1’état
émissif de I’ion Tb> (Eszrs = 26250 cm™ pour Lea.Gd @ et 22400 cm™ pour L2..Gd . Les
propriétés de luminescence du complexe Lg,. Th pourraient étre encore améliorées si la

molécule d’eau présente dans la premicre sphére de coordination de 1’ion était supprimée.

9%

\_/ \__/
K \\000-
oo
L,,.Tb Lg,-Th
d=21% D =49 %
CDISC‘CDET = 42 % q)ISC‘cDET = 84 %
n(H,0) = 1 n(H,0) = 1

Figure 19. Complexes Th** des macrocycles & motif bipyridine et N, C-pyrazolylpyridine.

C’est dans ce contexte que nous rapportons 1’évaluation des propriétés photophysiques
des complexes macrocycliques a motif acide triéthyléne tétraamine tétraacétique incorporant
les trois types de chromophores pyrazole-pyridine tridentés et bidenté précédemment cités. La
structure des ligands complexants est rappelée dans la figure 20 ci-dessous.
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Figure 20. Structure des ligands Lg, L7 et Ls.

I1.1. Propriétés d’absorption des ligands et de leurs complexes Eu®* et Tb**

Le tableau 13 rassemble les caractéristiques spectroscopiques UV des ligands et de

leurs complexes :

Ligand Ln%* Anm(e Mtem?)
- 255 (6200); 288 (6300)
Lg Eu® 255 (8100); 292 (7800)
Tb** 255 (7500); 292 (7450)
- 259% (6400); 302 (13700)
L, Eu® 257% (7720); 309 (13320)
Tb** 257% (7000); 308 (12320)
- 263 (8825); 302 (10800)
Lg Eu’* 269 (9970); 277 (9000); 307 (8800)
Tb* 269 (9290); 277 (8400); 307 (8200)

Tableau 13. Caractéristiques d’absorption des ligands L, L7 et Lg et de leurs complexes dans
un tampon Tris (50 mM pH 7,4).

Les spectres d’absorption des ligands Lg, L; et Lg présentent deux régions
d’absorption intenses centrées autour de 255-263 nm et de 288-302 nm attribuées aux
transitions n—mn* des chromophores (Figure 21) ; les coefficients d’extinction molaires les plus

élevés sont observés pour les macrocycles incorporant les chromophores tridentés. Ces
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transitions subissent un déplacement bathochrome de 4 a 7 nm lors de la complexation des
ions Eu**/Tb* ce qui permet de mettre évidence une interaction chromophore-métal dans ces

structures macrocycliques.

02207 260 300 340 380 420 460 500
A (nm)

Figure 21. Spectres d’absorption UV des ligands Lg (—), L7 ("), Lg (---) en tampon Tris (50
mM, pH 7,4). [Le] =4,6 10° M ; [L7] =2,6 10° M ; [Lg] =5 10° M.

11.2. Propriétés photophysiques des complexes Eu®* et Th**

L’excitation, au niveau des bandes d’absorption de plus faible énergie, pour des
solutions de complexes a des concentrations de 1’ordre de 10° M en tampon Tris, nous a
conduit a I’obtention des spectres d’émission de luminescence caractéristiques des ions Eu®*
ou Th*" complexés. De maniére qualitative, nous avons observé des émissions nettement plus
intenses avec les complexes Th*. Les spectres d’émission de luminescence des complexes
Eu®* ont montré des allures, au niveau de la raie *Do—'F, significativement différentes, ce
qui est en accord avec un environnement structural de 1’ion différent au sein de ces trois types
de ligands (Figure 22). Enfin, les spectres d’excitation de luminescence des complexes
reproduisent bien I’allure des bandes d’absorption UV ce qui démontre 1’effet d’antenne du

chromophore.
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Figure 22. Spectres d’émission de luminescence corrigés et normalisés des complexes LgEu
() (1,5 10° M; hex = 293 nm) ; L7EuU (.....) (31,3 10° M; Aex = 309 nm) ; LgEu (—) (2 10™
M; Aex =307 nm) en tampon Tris 50 mM pH 7,4. Fentes exc./em. = 5/5 nm. Mode
phosphorescence : temps de délai 0,1 ms/ temps d’acquisition 0,4 ms.

Les caractéristiques photophysiques des complexes ont été déterminées en tampon

Tris (50 mM, pH 7,3) et sont rassemblées dans le tableau 14 ci-dessous.

Complexes TH298K .= 298K TH??K = 77K nHZO(a) O (%) | Op (%)
(ms) (ms) (ms) (ms)

Eu®* 1,28 1,92 1,49 1,92 0 5 7
Le

T 2,53 3 2,53 3 0 31 31

Eu®* 0,93 1,66 1,14 1,74 0,26 4 7
L;

T 2,33 2,93 2,33 2,93 0,13 17 28

Eu®* 0,48 1,4 0,79 1,63 1,34 0,1 0,2
Ls

T 2 2.7 2,35 2.86 0,34 7 8

Tableau 14. Caractéristiques photophysiques des complexes d’Eu’* et Tb®" issus des ligands
Le, L7 et Lg. (a) Calculé selon la formule de Parker 9.

A la lecture de ce tableau, les commentaires suivants peuvent étre formulés :

173




Chapitre 11

(19 met en évidence ’absence de molécules

L’utilisation de la relation de Parker
d’eau coordonnées a 1’ion Eu®* ou Tb** dans les complexes dérivés des ligands Ls
et L;. Ces structures utilisent une partie de leurs 10 & 11 sites de coordination pour
assurer une protection efficace des ions Eu**, Tb*". Concernant le ligand Lg, un
nombre de molécules d’eau différent est calculé selon la nature du métal
complexé. Alors que pour Lg.Tb la sphére de coordination de 1’ion ne semble pas
présenter de molécules d’eau (ny0 = 0,34), nous observons une valeur de nyzo
égale a 1,34 pour Lg.Eu. Calculés a basse température, ces nombres de molécules
d’eau sont plus faibles et paraissent plus proches de la réalité: nyo0 = 0,08 pour
Lg. Th, nyo = 0,48 pour Lg.Eu. Ces différences pourraient s’expliquer par la

présence a température ambiante d’un équilibre entre différents états d’hydratation

des complexes.

Les durées de vie a température ambiante des complexes de terbium, supérieures a
2 ms, sont particulierement longues. La durée de vie du complexe Lg.Th en
solution aqueuse a température ambiante, égale a 2,53 ms, fait partie de celles qui
sont les plus élevées de la littérature ®?. Les durées de vie d’émission en milieu
deutéré varient peu lorsqu’on abaisse la température a 77K : les processus non

radiatifs activés thermiquement sont donc peu efficaces pour I’ensemble des

complexes (ko f(T) < 100 s™).

D’apres les valeurs de rendements quantiques, on constate que les trois types de
chromophore pyrazole-pyridine sensibilisent plus efficacement ’ion Tb** (7% <
@y < 31%) que I’ion Eu®* (dy < 5%). Le complexe Lg. Th est celui qui présente le
rendement quantique le plus élevé (31 %) ; comparé a son homologue a motif
acide diéthyléne triamine triacétique Lea.Th (®n = 49 %, 1y = 1,85 ms @) ; le
rendement quantique est plus faible mais la protection de 1’ion est mieux assuré ce
qui lui confére une durée de vie plus longue. Les complexes L;.Th et Lg.Th
présentent également des rendements quantiques bien moins élevés que ceux des
homologues acycliques ou macrocycliques décrits par Rodriguez-Ubis et coll ©©
(Figure 18). Afin de mieux comprendre le mécanisme de photoluminescence
impliqué dans ces complexes, nous avons déterminé les différents rendements du
processus A-TE-E ainsi que les valeurs des niveaux d’énergie d’état triplet

(tableau 15).
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Serx (cm™)

Complexes | ®@guH,0 (%) | @cisxer (%) | @n(%) | (AE Crnx —°Dy) cm™)
Eu* 5 7,2 69 26250
Lo Tb** 31 37 84 (5750)
Eu* 4 7,5 53 22900
o Tb** 17 21 79,5 (2400)
Eu* 0,1 0,3 29 25000
b Tb** 7 10 70 (4500)

Tableau 15. Valeurs des rendements @y, ®cs x et et @, des complexes d’europium et de
terbium des ligands L, L; et Lg. Niveaux d’énergie >mr* (cm™) déterminés & partir des
spectres de phosphorescence des complexes Ls.Gd, L;.Gd et Lg.Gd dans MeOH/EtOH 4/1 a
77K. AE (nmx —°D,) avec °D4a 20500 cm™ pour Th** est indiqué entre parenthéses.

Au niveau du processus A-TE-E, on peut observer que la désactivation radiative a
partir de I’état émissif de 1’ion Tb** s’effectue avec d’excellentes efficacités de luminescence :
@, > 70 %. Pour les complexes Eu*, ces efficacités sont moins élevées et en particulier pour
Ls.Eu ou la présence de vibrateurs O-H a température ambiante affecte le processus de
désactivation radiative a hauteur de 66 % (Kon / Kobs = 66 %).

Au niveau du rendement ®cs x e, les valeurs observées montrent que les processus de
transfert d’énergie ligand-Th* sont peu efficaces bien que les valeurs de niveaux d’énergie
d’état triplet sont correctement positionnées par rapport au niveau émissif de I’ion Tb*
(AECrn* —°Dg4) > 2000 cm™). Ces efficacités, comprises entre 10 et 37 %, décroissent selon
I’ordre Lg.Th — L;.Th — Lg.Th. L’augmentation de la taille du cycle (18 a 21 chainons)
ainsi que le passage d’un chromophore tridenté pyridine-pyrazole-pyridine a pyrazole-
pyridine-pyrazole (L7.Tb — Lg.Tb) se traduit par une diminution du transfert d’énergie
ligand-métal. Les macrocycles L; et Lg a motif acide triéthyléne tétraamine tétraacétique
apparaissent donc bien moins appropriés pour une photosensibilisation efficace de 1’ion Tb**
que leurs homologues acycliques décrits par Rodriguez-Ubis (Figure 18). La raison principale
est probablement liée a des facteurs géométriques: une distance ou une orientation inadéquate
entre le chromophore et le métal qui ne permet pas d’assurer un transfert d’énergie ligand-

métal performant.
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De cette nouvelle série de complexes a motifs pyrazole-pyridine, il ressort que le
complexe L. Th, avec un rendement quantique de 31 % et une durée de vie de luminescence
de 2,53 ms, posseéde des caractéristiques de luminescence tout a fait intéressantes et
compatibles pour une application comme par exemple en tant que fluorophore donneur dans
la technique de transfert d’énergie par résonance de luminescence. C’est ce que nous allons

montrer dans le paragraphe suivant.

11.3. Application de la technique de LRET au cas du complexe LgTh

Le transfert d’énergie par résonance de fluorescence appelée FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) est une technique d’analyse largement utilisée en biologie,
notamment pour étudier des interactions biologiques mettant en jeu des distances de I’ordre de
10 2 80 A. C’est une technique précieuse pour les biologistes car elle leurs offre la possibilité
d’effectuer des mesures d’interaction entre biomolécules dans des conditions physiologiques,
avec une résolution proche de 1’Angstrdom et la sensibilit¢ élevée d’une mesure de
fluorescence . Comme on I’a vu au cours du premier chapitre, le FRET repose sur
I’utilisation d’un composé donneur fluorescent et d’un composé accepteur, éventuellement
fluorescent, chacun couplé a une molécule biologique. Lorsque I’interaction biologique que
I’on veut étudier provoque le rapprochement des deux biomolécules, 1’excitation lumineuse
du composé donneur conduit a un transfert d’énergie du donneur vers 1’accepteur qui se

traduit par une modification de la luminescence émise dans le milieu de mesure.

L'efficacité du FRET est proportionnelle a l'inverse de la puissance 6 de la distance
entre les deux molécules donneur / accepteur selon 1’équation 24.
E=1/(1+ (R/Ry)® [24]

ou E est I’efficacité de transfert d’énergie définie comme le rapport entre 1’énergie
transférée du donneur a I’accepteur sur 1’énergie absorbée par le donneur ; R est la distance
effective qui sépare les deux molécules et R est le rayon de Forster ¢’est a dire la distance
entre le donneur et I’accepteur correspondant a une efficacité de transfert de 50%.

La distance Ry est une caractéristique spectrale du couple donneur-accepteur utilisé
qui est déterminée a 1’aide des équations suivantes :

J=[ea(n). Fo(L).A%dA /] F()dr (en M cm™nm?) [25]
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Ro=(8,78510°. ®p. k2. n™. ))® (en A) [26]

Dans I’équation [25], J représente l’intégrale de recouvrement entre les spectres
d’émission du donneur et d’absorption de I’accepteur; €4 est le coefficient d’extinction
molaire de 1’accepteur; Fp est I’intensit¢ de fluorescence du donneur exprimée en unité
arbitraire et A la longueur d’onde exprimée en nm.

Dans I’équation [26], @p est le rendement quantique du donneur en 1’absence de
I’accepteur, k” est un facteur géométrique en rapport avec I’orientation relative des dipdles de
transition du couple donneur-accepteur, J 1’intégrale de recouvrement et n I’indice de

réfraction du milieu.

L’efficacité¢ E est déterminée expérimentalement par des mesures d’intensités ou de
durées de vie d’émission de luminescence du donneur en 1’absence (Ip, Tp) et en présence de
I’accepteur (Ipa, Tpa) :

E=1- (TDA /‘ED) =1- (IDA /lD) [27]

Ainsi les équations [24] et [27] montrent que l’efficacité E augmente rapidement
lorsque la distance donneur — accepteur (R) diminue et cela se traduit aussi par une diminution
de la durée de vie du donneur en présence de 1’accepteur (tpa).

Les complexes de lanthanide sont des composés donneurs de FRET particulierement
intéressants car ils produisent, par rapport a un donneur conventionnel (fluorophore
organique), un transfert d’énergie conduisant a une variation spécifique de la luminescence
dans un milieu biologique. En effet, d’'une part, leur déplacement de Stokes élevé permet de
limiter I’excitation directe du composé accepteur. Et d’autre part, leur spectre d’émission sous
forme de raies fines associé a une longue durée de vie d’émission permet la mesure spécifique
d’un signal lumineux issu d’un milieu biologique en appliquant une résolution spectrale et
temporelle lors de la mesure du signal. L utilisation d’un donneur « complexe de lanthanide »
permet de plus de corriger 1’effet de filtre interne que peut générer 1’excitation d’un milieu
biologique dans le domaine UV (domaine d’excitation des complexes de lanthanide) ©. En
effet, ’effet de filtre interne, variable selon les milieux biologiques, induit une diminution de
I’intensité du signal émise par le donneur et par I’accepteur. La rationalisation du signal de
’accepteur par rapport a celui du donneur apporte une correction efficace du signal de FRET.
Cette technique conduite avec des composes donneurs « complexe de lanthanide », souvent

désignée par LRET (Luminescence Resonance Energy Transfer), est développée dans de
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nombreuses applications biologiques in vitro comme nous ’avons signalé au cours du premier
chapitre.

Plus récemment, le phénomeéne de transfert d’énergie entre deux composés donneur
(complexe de lanthanide) et accepteur en mode « dynamique », c'est-a-dire un transfert
d’énergie reposant sur la diffusion libre d’un ou des deux partenaires de FRET (technique
désignée par I’acronyme DEFRET pour Diffusion Enhanced Fluorescence Resonance Energy
Transfer), a été utilisé pour des études in cellulo. Par exemple, Zheng et al ®? ont synthétisé
une série de complexes Th®* macrocycliques lipophiles capables de s’insérer dans les
membranes lipidiques pour des applications de marquage cellulaire. La localisation cellulaire
des complexes Th*" lipophiles a été démontrée par la technique DEFRET en utilisant comme
accepteur une calcéine estérifiée (un dérivé de la fluorescéine) insérée a I’intérieure de la
cellule. En 2010, la Société Cis bio international a déposé un brevet pour détecter
I’internalisation des protéines membranaires basée sur 1’utilisation de cette technique
également 2. Ils utilisent des complexes Eu®** ou Tbh** pour marquer les protéines d’intérét.
Apres ajouts dans le milieu réactionnel d’un composé susceptible de provoquer
I’internalisation de la protéine et de I’accepteur qui va diffuser librement a la surface de la
cellule, ils détectent cette internalisation par la mesure du signal luminescent résultant du
DEFRET.

Sur la base de ces résultats récemment publiés, nous avons donc voulu tester le
potentiel du complexe Lg. Th a agir en tant que donneur dans une expérience de transfert

d’énergie en mode «dynamique» ou DEFRET avec comme partenaire accepteur, la

Q \/% HO
Th3 DEFRET

uk

fluorescéine :

“00C
L6.Tb Fluorescéine

La fluorescéine en solution aqueuse (pH 7,4) présente un spectre d’absorption, avec un
maximum situé & 491 nm (¢ = 76500 M™* cm™), qui recouvre partiellement le spectre

d’émission du complexe Lg. Th comme on peut le constater dans la figure 23(a). Le maximum
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du pic d’émission de la fluorescéine est a 518 nm soit situé entre deux raies d’émission du
complexe Le. Th (Figure 23(b)), ce qui permettra de mettre en évidence sans ambiguité une
¢mission sensibilisée de ce fluorophore, étant donné qu’il n’y a aucune €mission significative

de I’ion terbium a cette longueur d’onde.

a) b)

Intensité (u. a.)
Intensité (u. a.)

Dol

300 400 500 600 700 300 400 500 600 760
A (nm) A (hm)

Figure 23. a) Spectres normalisés d’absorption de la fluorescéine (---) et d’émission de Lg. Th
(—). b) Spectres normalisés d’émission de la fluorescéine (---) et de Lg.Tb (—) dans le
tampon TRIS pH 7,4.

Le recouvrement spectral du spectre d’absorption de la fluorescéine (accepteur) avec
le spectre d’émission du complexe Lg. Th (donneur) conduit a une intégrale de recouvrement J
calculée de 1,72 10™ M™* cm™ nm*. En considérant un rendement quantique ®p pour le
donneur Le.Th de 84 % (®., du tableau 15) et les valeurs suivantes pour le facteur
d’orientation du couple dipole-dipdle et I’indice de réfraction du milieu, k2=2/3etn= 1,334,
une valeur de 55 A est calculée pour Ry.

En considérant que les efficacités de FRET entre 10% et 90% peuvent étre
déterminées avec précision, des distances donneur-accepteur comprises entre 40 et 80 A
peuvent étre mesurées expérimentalement avec le couple Lg. Th / fluorescéine (Figure 24). Le
composé donneur présente une durée de vie d’émission de luminescence de 2,53 ms, cela
devrait se traduire par une variation théorique de la durée de vie du donneur tpa de 2,28 ms a
0,25 ms pour une variation de 1’efficacit¢ de FRET de 10 % a 90 %. De plus, la composante
temporelle du donneur étant transférée a I’accepteur en présence de FRET, le signal de
I’accepteur sensibilis¢é mesuré a 518 nm devrait donc présenter des durées de vie tap

équivalentes a celles du donneur tpa mesurées en présence de 1’accepteur.
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Figure 24. Influence de la distance de ’efficacité de FRET pour le couple LgTb/fluorescéine.
Les deux lignes pointillé délimitent la zone expérimentale accessible pour la détermination
des distances avec ce couple donneur-accepteur (10% < E< 90%).

L’expérience de DEFRET a consisté a additionner a une solution de donneur ([Lg.Tb]
= 0,48 uM) des solutions d’accepteur de concentrations croissantes ([fluorescéine] = 0,48 uM
a 4,32 uM) dans un tampon Tris (50 mM, pH 7.4). Les spectres d’émission ont été¢ enregistrés
(Figure 25), ainsi que les durées de vie d’émission du donneur (tpa) a différentes longueurs
d’onde caractéristiques (A = 491, 545 et 585 nm) et celles de 1’accepteur (tap) a sa longueur

d’onde caractéristique de 518 nm (tableau 16).

800+

)

(a.u
N N ()]
o o (@]
2 2 @

Intensité

o

600 700
Longueur d'onde (nm)

400

Figure 25. Spectres d’émission de luminescence du systéme LgTh / fluorescéine ou [LeTb]
(spectre 1, 0,48 uM) est mélangé avec 0,48 uM (spectre 2), 1,44 uM (spectre 3), 2,40 uM
(spectre 4), 3,36 uM (spectre 5) et 4,32 uM (spectre 6) de fluorescéine dans le tampon TRIS
pH 7,4. Fentes exc./em. = 5/5 nm. Mode phosphorescence : temps de délai 0,1 ms/ temps
d’acquisition 0,4 ms.
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Le spectre 1 correspond au spectre d’émission du donneur en I’absence d’accepteur,
obtenu aprés excitation a 292 nm (bande d’absorption caractéristique du complexe Lg. Th). On
constate que ce spectre est modifié par les ajouts successifs d’accepteur (spectres 2-6 obtenus
a dex = 292 nm): les intensités des raies d’émission caractéristiques du donneur Lg.Th
diminuent et I’intensité¢ de la bande d’émission caractéristique de la fluorescéine a 518 nm
augmente. La diminution et I’augmentation respectives de ces bandes caractérisent 1’émission
sensibilisée de la fluorescéine par un transfert d’énergie par diffusion.

L’enregistrement des spectres d’excitation a Aem = 518 nm (longueur d’onde
d’émission caractéristique de la fluorescéine) sont caractérisés par la présence des bandes
caractéristiques a 255 nm et 292 nm correspondant aux bandes d’absorption du chromophore
pyridine-pyrazole du partenaire donneur (Figure 26). Ceci constitue un indice supplémentaire
que I’émission de la fluorescéine est bien sensibilisée par un transfert d’énergie provenant du
partenaire donneur.

D’autre part, la durée de vie d’émission de L. Th (solution a 0,48 uM) passe de 2,76
ms en 1’absence de fluorescéine a 2 ms en présence de 3 équivalents de fluorescéine et
diminue jusqu’a 1 ms avec 9 équivalents de fluorescéine (tableau 16). Les durées de vie
d’émission mesurées a 491, 545 et 585 nm (raies caractéristiques de 1’émission du donneur
Ls.Th) sont comparables avec celles déterminées a 518 nm (tableau 16). La diminution de la
durée de vie du donneur en fonction du rapport [A] / [D] et la coincidence avec celles
mesurées au niveau de [’accepteur sont une preuve supplémentaire de l’existence d’un

transfert d’énergie par diffusion entre les deux partenaires.

17

o
(00]
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o
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Figure 26. Spectre d’excitation de luminescence & Aem = 518 nm (longueur d’onde d’émission
caractéristique de la fluorescéine) du systeme L. Tb/ fluorescéine pour un rapport [A]/ [D] =
3 dans le tampon Tris 50 mM pH 7,4. Fentes exc./em. = 5/5 nm. Mode phosphorescence :
temps de délai 0,1 ms/ temps d’acquisition 0,4 ms.
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Spectres [A)/ [D] Tpa (MS) Tpa (MS) Tpa (MS) Tap (MS) E %
(491 nm) (545 nm) (585 nm) (518 nm)

1 0 2,76 2,76 2,76 - -
2 1 2,30 2,31 2,28 2,12 23
3 3 2 2,02 2 1,72 38
4 5 1,64 1,63 1,61 1,51 45
5 7 1,22 1,22 1,22 1,26 54
6 9 1,11 1,05 1,02 0,95 66

Tableau 16. Variations des parameétres de fluorescence du couple LgTb / fluorescéine. E est
I’efficacité de transfert d’énergie calculée selon 1’équation : E = 1- (tpa /tp), tp la durée de
vie d’émission de LgTh en 1’absence de fluorescéine et tpa sa durée de vie d’émission en
présence de fluorescéine.

Pour un rapport [A] / [D] = 3, la durée de vie de la fluorescéine sensibilisée par Ls. Th
est de 1,72 ms, par contre la durée de vie d’émission de la fluorescéine seule est de 4,1 ns @4,
Cette augmentation d’un facteur de 4.10° permet ’utilisation de la technique de fluorescence

en temps résolu pour suivre I’émission de 1’accepteur sensibilisée.

111 Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons rapporté les propriétés photophysiques en milieu
aqueux des complexes Eu** et Th®* dérivés des ligands Li-Lj et Ls-Lg La figure 26 résume
sous forme de diagrammes les principales caractéristiques de fluorescence (duree de vie et
rendement quantique) ainsi que le nombre d’hydratation observés pour ces différents

complexes.
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Figure 26. Récapitulatif des nombres d’hydratation, durées de vie et rendements quantiques
de luminescence des différents complexes Eu® et Th** étudiés (tampon Tris , 50 mM, pH
7,4).
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L’étude de la sphére d’hydratation des complexes Ln®* a permis d’évaluer dans quelle
mesure ces systemes macrocycliques protegent le métal des interactions avec des molécules
d’eau, sources de « quenching » de fluorescence. Nous rappellerons a ce propos que chacun
des ligands étudiés dispose d’au moins 9 sites de coordination potentiels ; un nombre a priori
suffisant pour saturer la sphére de coordination du métal.

Il est clairement apparu que les macrocycles L, Ls, Lg @ 18 chainons dérivés de motifs
dihétérocycliques (bipyridine, pyrazolylpyridine) permettent d’exclure toute molécule d’eau
lie au métal. D’autre part, les résultats obtenus avec les complexes Eu®* et Th** dérivés des
macrocycles a 21 chainons intégrant dans leur structure un trihétérocycle (L3, L7, Lg)
permettent de suggérer que (i) ces deux ions peuvent présenter une chimie de coordination
differente bien que voisins dans le tableau de la classification périodique, (ii) que la nature du
trihétérocycle reste un facteur prépondérant dans la maitrise de la sphere de coordination du

métal, tout au moins dans le cas de macrocycles a 21 chainons.
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Un dernier point a souligner est que 1’utilisation de tels systémes macrocycliques dérivés d’un
squelette TTTA et d’un chromophore mono- ou di-hétérocyclique permet d’exclure une
molécule d’eau de la sphere de coordination du métal par rapport aux ligands correspondants
décrits dans la littérature : ligands acycliques (type bis(diaminoacétique)) ou macrocycliques
(type DTTA).

Les durées de vie d’émission des différents complexes s’étalent sur une plage
comprise entre 0,48 ms et 2,53 ms a température ambiante, valeurs compatibles avec
’utilisation de la technique de fluorescence en temps résolu. La plus longue durée de vie
observée pour un complexe d’europium est de 1,28 ms (Lg.Eu) et celle d’'un complexe de
terbium est de 2,53 ms (L¢. Th).

D’une manicre générale, pour un méme ligand, le complexe de terbium est plus
luminescent que le complexe d’europium, avec des rapports de rendements quantiques LTb /
LEu allant d’un facteur 2 (Ls.Ln) a un facteur 70 (Lg.Ln). Ces résultats peuvent étre reliés (i)
a la nature du chromophore impliqué dans le processus A.TE.E (cas des chromophores
caractérisés par un état triplet d’énergie supérieure a 25000 cm™), (ii) & la présence d’états
LMCT non accessibles thermiquement a partir de 1’état émissif "Dy de 1’europium
(notamment si des atomes d’azote du squelette TTTA ne participent pas a la complexation),
(iii) a une différence de structure entre le complexe LEu et LTh, impliquant entre autres un
état d’hydratation différent.

En ce qui concerne les complexes de terbium on peut relever les rendements quantiques des
complexes L,.Th (26%), LsTb (31%) et L. Tb (17%), rendements quantiques
particulierement élevés en regard des donnees de la littérature, pour des mesures réalisées en

milieu aqueux.

Lors de ces études photophysiques nous avons d’autre part recherché a appréhender
les différentes voies de désactivation non radiative intervenant dans ces complexes
notamment par des mesures a basse tempeérature et par la détermination de la position
énergétique de 1’état triplet du ligand. La figure 27 illustre a titre d’exemple le processus

général de désactivation impliqué dans la luminescence du complexe de terbium du ligand L.
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Figure 27. Processus de désactivation impliqués dans la luminescence du complexe Ls.Th.

Les expériences de compétition réalisées entre les complexes Ljs.Eu dérivés d’un
motif polypyridine et ’EDTA nous ont permis d’établir les premicres bases d’une relation
stabilité / taille du cycle dans cette famille de ligands macrocycliques. Cette étude a permis
notamment d’attribuer une constante de stabilité conditionnelle 2 pH 7,4 de 4 10*° pour le
complexe macrocyclique a 18 chainons. Cette valeur peut étre comparée favorablement a
celle établie pour un complexe de gadolinium utilisé de nos jours en examen clinique IRM
(Gd-DTPA-BMA ; Kcong & pH 7,4 = 8 10M).%® Cette valeur de Keong associée & une excellente
stabilité en milieu sérique des complexes L,.Ln suggérent que ces complexes peuvent étre
utilisés pour des applications biologiques. Ces résultats demandent a étre confirmés pour la

série de ligands dérivés d’un motif mixte pyridine-pyrazole.

Enfin nous avons engagé le complexe Lg.Th dans une expérience de transfert d’énergie en
mode dynamique. En utilisant la fluorescéine comme molécule accepteur, nous avons ainsi
montré que ce complexe pouvait jouer efficacement le réle de molécule donneur dans la
technique DEFRET ; le couple Lg. Th / fluorescéine étant susceptible de mesurer des distances

comprises entre 40 et 80 A.

185



Chapitre 11

IV Bibliographie

(1) Nakamoto, K. J. Phys. Chem. 1960, 64, 1420-1425.

(2) a) Kirby, A. F.; Richardson, F. S. J. Phys. Chem. 1983, 87, 2544-2556. b) Kirby,
A. F.; Foster, D.; Richardson, F. S. Chem. Phys. Lett. 1983, 95, 507-512.

(3) Richardson, F. S. Chem. Rev. 1982, 82, 541-552.

(4) Sarkar, A.; Chakravorti, S. J. Lum. 1995, 63, 143-148.

(5) Latva, M.; Takalo, H.; Mukkula, V.-M.; Matachescu, C.; Rodriguez-Ubis, J.-C.;
Kankare, J. J. Lum. 1997, 75, 149-169.

(6) Horroks, W.; Sudnick, D. R. Acc. Chem. Res. 1981, 14, 384-392.

(7) Kimura, T.; Kato, Y. J. Alloys Comp. 1998, 275-277, 806-810.

(8) Barthelemy, P. P.; Choppin, G. R. Inorg. Chem. 1989, 28, 3354-3357.

(9) Lis, S. Alloys Comp. 2002, 341, 45-50.

(10) Beeby, A.; Clarkson, I. M.; Dickins, R. S.; Faulkner, S.; Parker, D.; Royle, L.;
De Sousa, A. S.; Gareth Williams, J. A.; Woods, M. J. Chem. Soc., Perkin
Trans.2, 1999, 493-503.

(11) Supkowski, R. M.; W. Horroks, W. Inorg. Chim. Acta 2002, 340, 44-48.

(12) Steemers, F. J.; Verboom, W.; Reinhoudt, D. N.; van der Tol, E. B,;
Verhoeven, J. W. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 9408-9414.

(13) van der Tol, E. B.; van Ramesdonk, H. J.; Verhoeven, J. W.; Steemers, F. J.;
Kerver, E. G.; Verboom, W.; Reinhoudt, D. N. Chem. Eur. 1998, 4, 2315-2323.

(14) Terazima, M.; Azumi,T. Chem. Phys. Lett. 1988, 153, 27-32.

(15) Saini, R. D.; Dhanya, S.; Bhattacharyya, P. K. J. Photochem. Photobiol. 1988,
43A, 91-103.

(16) Isabelle NASSO, Doctorat, Université Paul Sabatier, 2006.

(17) Forster, T. H. Discussion Faraday Soc. 1959, 27, 7-17.

(18) Dexter, D. L. Chem. Phys. 1953, 21, 836-850.

(19) Martell, A. E.; Smith, R. M. Critical Stability Constants. 1974, Vol. 1, Plenum:

New York.

(20) Brunet, E.; Juanes, O.; Rodriguez-Ubis, J. C. Current Chemical Biology 2007,
1, 11-39.

(21) Bodar-Houillon F., Heck, R.; Bohnenkamp, W.; Marsura, A. J. Lum. 2002, 99,
335-341.

186



Chapitre 11

(22) Brunet, E.; Juanes, O.; Rodriguez-Blasco, M. A.; Vila-Nueva, S. P.; Garayalde,
D.; Rodriguez-Ubis, J.-C. Tetrahedron Lett. 2005, 46, 7801-7805.

(23) Nasso, I.; Bedel, S.; Galaup, C.; Picard, C. Eur. J. Inorg. Chem. 2008, 2064-
2074.

(24) Picard C.; Geum, N.; Nasso, I.; Mestre, B.; Tisnes, P.; Laurent, S.; Muller, R.
N.; Vander Elst, L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 5309-5312.

(25) Sabbatini, N.; Guardigli, M.; Lehn, J.-M. Coord. Chem. Rev. 1993, 123, 201-
228.

(26) Chatterton N.; Bretonniere, Y.; Pécaut, J.; Mazzanti, M. Angew.Chem. Int. Ed.
2005, 44, 7595-7598.

(27) Petoud, S.; Cohen, S. M.; Binzli, J.-C. G.; Raymond, K. N. J. Am. Chem. Soc.
2003, 125, 13324-13325.

(28) Brunet, E.; Juanes, O.; Sedano, R.; Rodriguez-Ubis, J.-C. Photochem.
Photobiol. Sci. 2002, 1, 613-618.

(29) Couchet, J.-M.; Galaup, C.; Tisnes, P.; Picard, C. Tetrahedron Lett. 2003, 44,
4869-4872.

(30) Selvin, P.R. IEEE J. Sel. Top. Quant. Electron. 1996, 2, 1077-1087.

(31) Vogel, K. W.; Vedik, K. L. J. Biomol. Screen. 2006, 11, 439-443.

(32) Zheng, Q.; Dai, H.; Merritt, M. E.; Malloy, C.; Pan, C. Y.; Li, W.-H. J. Am.
Chem. Soc. 2005, 127, 16178-16188.

(33) Zwier, J.; Poole, R.; Ansanay, H.; Fink, M.; Trinquet, E. WO 2010/ 012962 A,.
(34) http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Molecular-Probes.html

(35) Wedeking, P.; Kumar, K.; Tweedle, M. F. Magn. Reson. Imaging 1992, 10,
641-648.

187


http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Molecular-Probes.html

Chapitre 11

188



Chapitre IV

Chapitre IV : Synthése et propriétés
photophysiques de complexes Eu(III) et
Tb(III) dérivés du DOTA incorporant un
chromophore extracyclique a motif N,C-

pyrazolyl-pyridine
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Jusqu’a présent, le motif N,C- pyridine-pyrazole a été introduit dans plusieurs types de
structures: acyclique bis(aminodiacétate),” macrocyclique,”) et cryptand.® L’analyse des
propriétés de luminescence des complexes de terbium correspondants a permis de mettre en
avant des durées de vie d’émission comprises entre 1,30 et 1,85 ms et des rendements
quantiques de 1’ordre 38-49% en milieu aqueux. D’un autre coté, I’introduction de ce type de
chromophore dans des structures podands n’a pas conduit a des résultats probants. Ainsi trois
motifs N,C-pyridine-pyrazole-COOH ont été introduits soit sur une plateforme phloroglucinol
soit sur un atome d’azote (Schéma 1). Dans le premier cas, la trés faible solubilité du ligand
en milieu aqueux et organique n’a pas permis d’évaluer les propriétés photophysiques de son
complexe Th(I11).*) Le complexe de terbium dérivé du second ligand est caractérisé par des
propriétés de luminescence médiocres (@ < 0,1% , t = 0,9 ms en milieu méthanolique).® Il a
été suggéré que dans ce complexe seules les fonctions carboxylates intervenaient en tant que
fonctions bidentes dans la complexation du métal, laissant ainsi la place a 4 molécules d’eau

dans la premiére sphére de coordination de I’ion.©®

O_CHz‘R

Hy AN - A
R—C—0 N—R R =\ 7N
) =

O—CH,-R COOH
Schéma 1. Podands décrits dans la littérature.*>

Dans ce contexte, il nous a paru intéressant d’introduire ce chromophore N,C-pyridine-
pyrazole dans une autre structure, largement utilisée pour 1’élaboration de complexes Ln(III)
luminescents: une structure de type DOTA. Le schéma 2 rassemble les structures que nous

projetons d’étudier.

[N N] E ] [ ]

<L/ \_—COOH QJ \—cooH <\—/ \_cooH

COOH COOH COOH
Ly Ly | P

Schéma 2. Structure des ligands Lg, Lo €t L;.
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Le ligand Lg nous permettra de confirmer ou d’infirmer I’intérét de substituer un
chromophore 2,2’-bipyridine par un chromophore N,C- pyridine-pyrazole dans ce type de
structure DOTA.

L’étude du ligand L, devrait nous permettre d’établir si 1’introduction d’une fonction
carboxylate sur le noyau pyrazole perturbe les propriétés de luminescence des complexes
Ln(111)

Les structures Lg et L1 ne différent que par le mode de branchement du chromophore
sur la plateforme cycléne: soit au niveau du cycle pyridine (Lg), soit au niveau du cycle
pyrazole (Li1). A 'aide de ces deux exemples, il nous a paru intéressant d’évaluer 1’impact
d’une légere modification (a priori) du ligand sur les propriétés photophysiques de ses

complexes Ln(l1I).

Ce chapitre sera donc dévolu a la synthése de ces trois nouveaux ligands et a 1’étude des

propriétés luminescentes de leurs complexes Eu(l11) et Th(lll).

I Schéma de synthése

A priori deux schémas de synthése peuvent étre envisagés pour I’obtention des ligands cibles
Lo-L11 en prenant comme point de départ le cycléne, produit commercialement disponible
quoique relativement couteux (Schéma 3).
1) Soit on envisage en premier lieu I’introduction du chromophore au niveau du cycléne
et dans une seconde étape I’introduction des 3 groupements acétate de tertiobutyle.
2) Soit on suit la séquence inverse, tri-alkylation du cycléne par le bromoacétate de

tertiobutyle suivie de I’introduction de ’unité chromophorique.

L’analyse succincte que nous faisons ci-aprés de ces deux approches n’est pas exhaustive en
raison des trés nombreux travaux relatifs aux réactions de mono-, tri-alkylation / protection du
cycléne. Dans ce cadre, la microrevue récente de M. Suchy et R. H. E. Hudson intitulée
« Synthetic strategy toward N-functionalized cyclénes » peut apporter un certain nombre

d’autres informations.”)
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Yoie 1
o lchomophore]  guoc [ Lehromophore]
[NH HN] [NH N:| [N Nj
NH HN NH HN N N
tBUOZC J \—/ \_C02tBU

M = B, P=0,Cr(CO)s,

[ I j [N HN] Mo(CO)s, W(CO)s

Bis-aminal Cycléne tri-protégé
Yoie 2
. Bu0,c— [\ 800, [\ /—Lehromophore
NH HN N HN TN N
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NH HN N N
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Schéma 3. Voies de synthése des ligands Lg-L 1.

En ce qui concerne la premiére approche (Voie 1), plusieurs voies de mono-N-alkylation ont
été décrites, notamment :
a) Une alkylation directe en utilisant un excés du cyclene par rapport aux réactifs
d’alkylation : 1,5 équivalents du cycléne par Kruper et al.®), Chappell et al.® ; 2 équivalents
par Wong et al."? et récemment 4 équivalents par Gunnlaugsson et al.™. L’expérience
acquise au niveau de 1’équipe a montré en fait que [’utilisation de cette voie nécessitait
plusieurs purifications laborieuses afin d’isoler le produit monoalkylé avec une pureté
suffisante.
b) La deuxiéme voie consiste en la formation d’un bis aminal par réaction du cyclene
avec du glyoxal, mono-alkylation puis déprotection du bis aminal.*?
C) Une réaction de protection utilisant un réactif trifonctionnel qui bloque 3 des 4 atomes
d’azote du cycléne. Pour cette réaction de triprotection des dérivés du bore, ™3) du phosphore
(P=0)* ou des métaux carbonyles M(CO)s (M= Cr, Mo, W)™ ont été utilisés.
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Pour la mise en place de la seconde stratégie (Voie 2), une séquence monoprotection
/trialkylation /déprotection/ alkylation peut étre envisagée au vu des données disponibles dans
la littérature; cette méthodologie reste toutefois laborieuse. Aussi notre attention s’est portée
sur les travaux de P. G. Sammes et al. qui décrivent la synthése du cycléne fonctionnalisé par
3 chaines acétate de tertiobutyle en une seule étape a partir du cycléne et ceci avec un
rendement de 42% et sans nécessiter une purification du milieu réactionnel par
chromatographie sur colonne.“® Ces auteurs ont en effet montré que la trialkylation sélective
de 3 des 4 atomes du cycléne par le bromoacétate de tertiobutyle pouvait étre réalisée; le 4°™
atome d’azote étant relativement inerte vis-a-vis de la réaction d’alkylation si celle-Ci est
effectuée dans des conditions douces. De plus cette sélectivité d’alkylation est également
favorisée par la formation du sel de bromhydrate du produit tri-alkylé qui précipite du milieu
réactionnel dans les conditions utilisées. Un autre point important a souligner est que la
préparation de ce composé en utilisant le mode opératoire décrit par P.G. Sammes a été

rapportée par d’autres auteurs. (17-20)

Le schéma de synthese que nous avons retenu se base sur la réaction directe de tri-
alkylation du cycléne par le bromoacétate de tertiobutyle, suivie d’une alkylation par un

dérivé bromométhyle du motif chromophore.

Le second point de synthése a résoudre dans le cas de I’obtention des ligands Lg-L1
réside dans I’obtention des unités N,C-pyrazolylpyridine, c'est-a-dire dans la mise au point de
couplage carbone — azote entre deux noyaux hétérocycliques.

Dans le second chapitre, nous avons fait état de la préparation traditionnelle de 1’utilisation de
sel potassique de dérivés pyrazole pour la préparation de tels dihétérocycles. Cette
méthodologie reste d’actualité.® Cependant, afin de conforter notre stratégie pour la
préparation de tels dérivés pyridine-pyrazole, nous avons mis en ceuvre 1’utilisation de sels de
cuivre (Cul) et de trans 1,2-cyclohexanediamine comme ligand auxiliaire.

D’autre part, considérant que la bromation radicalaire est synonyme de la voie la plus directe
pour accéder a des dérivés bromométhyles d’hétérocycles azotés a partir de leurs analogues
méthyles, nous avons retenu ce type de réactions pour 1I’obtention de nos composés cibles. La
présence d’un seul groupe méthyle dans les composés cibles diminue le nombre de produits
multibromés susceptibles de se former lors de telle réaction de bromation radicalaire.

Cette séquence de réactions est résumée dans le schéma 4.
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o HN/j Cul T = bromatlon
Br + —_— N
\ N/ \N/ R \ N/ \N/ radlcalalre
RI RI R

R=H, R =CHj R=H,R =CHj R =H, R = CH,Br
R = CH; ou COOEt, R' = H R = CH3 ou COOEt, R' = H R =CH,Br, R =H
R = COOEt, R' = CHj R = COOEt, R' = CHj, R = COOEY, R' = CH,Br

Schéma 4. Voie de synthése des motifs chromophores N,C-pyrazolylpyridine.

Il Synthese des ligands
I1.1. Synthese des chromophores N,C-pyrazolylpyridine

11.1.1. Synthése du chromophore fonctionnalisé sur le cycle pyridine 77

Cette synthése se fait dans deux étapes : a) un couplage au cuivre selon®®, entre le 2-bromo-
6-méthylpyridine et le dérivé pyrazole dans du dioxanne au reflux en utilisant 1 équivalent de
Cul comme catalyseur, 2,4 équivalents de K,CO3; comme base et 1,2 équivalent de trans-1,2-
cyclohexanediamine (Schéma 5). La purification consiste a extraire le cuivre complexé par le
motif pyridine-pyrazole ; pour cela le brut réactionnel est lavé avec une solution saturée en
EDTA ; puis par chromatographie sur colonne de silice le produit de couplage attendu 76 est
isolé avec 85% de rendement. b) la 2°™ étape est une bromation radicalaire du groupe
méthyle de la pyridine en utilisant le NBS (activateur de brome) et le peroxyde de benzoyle

(initiateur) dans du CCl,a reflux. Le produit bromé 77 est isolé avec 51% de rendement.

QBHHNJ QNJ pg

Schéma 5. Réactifs et conditions. a) 1 éq. Cul, 1,2 éqg. trans-1,2-cyclohexanediamine, 2,4 éq.
K2COs, dioxanne, reflux, 85%; b) NBS, peroxyde de benzoyle, CCly, reflux, 51%.

11.1.2. Synthése du chromophore fonctionnalisé sur le cycle pyrazole 84

Nous avons utilisé dans un premier temps la méme démarche que celle utilisée pour la
préparation du composé 77 en mettant en jeu la 2-bromopyridine et le 3-méthylpyrazole
(Schéma 6). Le produit de couplage a été obtenu avec un excellent rendement ; cependant la

réaction de bromation radicalaire ne nous a pas permis d’isoler le produit attendu. Lors de
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cette réaction nous n’avons isolé uniquement un produit secondaire, résultant d’une bromation
sur 1’un des atomes de carbone du cycle pyrazole. De telles réactions parasites ont été déja

décrites dans la littérature.??

Br.
G T Ol QR Q]
/ 7™\ —
\ N — \ N78 —— \A —— N - Br

Schéma 6. Réactifs et conditions. a) Cul, K,COs, trans-1,2-cyclohexanediamine, dioxanne,
reflux, 86% ; b) NBS, peroxyde de benzoyle, CCly, reflux, 35%.

La structure du composé 79 a été établie par RMN *H, 3C et par spectrométrie de masse.
Notamment, sur le spectre RMN *H nous notons I’absence d’un doublet vers 6,24 ppm
correspondant au proton Hy- du pyrazole et la présence d’un singulet (au lieu d’un doublet)

vers 8,4 ppm correspondant au proton Hs- du pyrazole (Figure 1).

O(F
Vi
NIV

5 4'Br

H5'

(] 1

‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (1)

Figure 1. RMN *H (300 MHz ; CDCl3) du composé 79.
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Afin de pouvoir réaliser une réaction de bromation d’une fonction alcool et ainsi eviter la
substitution d’un proton du cycle pyrazole, nous avons dans un second temps opté pour
I’introduction d’une fonction ester d’éthyle en position 3 du pyrazole.

Cette fonctionnalisation du cycle pyrazole était décrite par Bunzli et al.?® Elle consiste en
I’oxydation du groupement méthyle du 3-méthylpyrazole a 1’aide de permanganate de
potassium, suivie d’une estérification de la fonction carboxylique en milieu acide avec de

I’éthanol (Schéma 7).

N N NQ_COOEt
e s
80 81

Schéma 7. Réactifs et conditions. a) KMnOy,, H,0, reflux 4h, 87% ; b) H,SO, conc., EtOH
absolu, reflux 5h, 23%.

A partir de cet ester 81, une synthése en 3 étapes nous a permis d’obtenir le dérivé bromé 84
avec un rendement global de 35% (schéma 8). Le couplage entre la 2-bromopyridine et 1’ester
81 est suivi d’une réduction du groupement ester du dihétérocycle par LiAlH4 dans le THF.
L’alcool 83 est alors isolé avec un rendement de 63% apres purification sur colonne de silice.
On termine cette séquence par une bromation de cet alcool par action de PBrs; dans
I’acétonitrile. Apres neutralisation du milieu réactionnel et une simple extraction au

dichlorométhane, le dérivé attendu 84 est isolé avec un rendement quantitatif.

— COOEt
Creonl SOl ~O@* Oﬁ

Schéma 8. Réactifs et conditions. a) Cul, K,COg, trans-1,2-cyclohexanediamine, dioxanne,
reflux 56%o ; b) LiAlH,4, THF, T.A., 3h, 63% ; ¢) PBr3, CH3CN, reflux, 3h, 100%.

11.1.3. Synthése du chromophore fonctionnalisé sur les cycles pyridine et pyrazole

On a appliqué la méme démarche que celle utilisée pour la synthese du chromophore 77:
couplage entre la 2-bromo-6-méthylpyridine et I’ester du pyrazole 81 suivie d’une bromation

radicalaire pour avoir le composé bromé 86 avec 41% de rendement (Schéma 9).
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_ N COOEt _ N COOEt — N. COOEt
Br + HN<j 4 N<j b \ 7 Nij
r I / — >
\ N/ — \ N — N —
81 85 86
Br

Schéma 9. Réactifs et conditions. a) Cul, K,COs, trans-1,2-cyclohexanediamine, dioxanne,
reflux, 54%; b) NBS, peroxyde de benzoyle, CCly, reflux, 41%.

11.1.4. Remarques générales

Le couplage au cuivre que nous avons mis en ceuvre nous a donc permis d’atteindre
quatre motifs N,C-pyrazolylpyridine avec des rendements de 1’ordre de 85 ou 55%. Les
rendements de 55% que nous avons obtenus lorsque le dérivé 3-pyrazole-carboxylate d’éthyle
est engagé dans la réaction de couplage peuvent étre vraisemblablement améliorés en utilisant

. . e - . 24
d’autres sels de cuivre et (ou) des ligands auxiliaires non commerciaux.?

Lors des réactions de couplage entre un dérivé 2-bromopyridine et un noyau pyrazole
substitué en position 3 (CH3, COOEt), nous n’avons pas mis en évidence la formation du
composé isomere dans lequel le cycle pyrazole est lié par I’intermédiaire de son atome
d’azote B au cycle pyridine.

En effet le pyrazole substitué en position 3 présente deux formes tautomeéres, mettant en jeu
un échange rapide du proton entre les deux atomes d’azote hétérocyclique : le 3-R-pyrazole
est donc en équilibre avec le 5-R-pyrazole (Schéma 10a).

L’attribution des structures des deux régioisomeéres possibles 78, 82, 85 d’une part et 78b,
82b, 85b (Schéma 10b) d’autre part peut se faire sans ambiguité sur la base des déplacements
chimiques et des constantes de couplage ®Jy des atomes d’hydrogéne du cycle pyrazole.*¥
Notamment, le proton H, (Schéma 10c) présente un déplacement chimique de I’ordre de 8,40
ppm dans une structure 3-R-pyrazole , alors qu’il résonne vers 7,60 ppm dans une structure 5-
R-pyrazole. Ceci peut s’expliquer par la conformation trans, induite par la répulsion des

doublets libres des atomes d’azote, dans laquelle doit se trouver le motif pyridine-pyrazole.
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A priori, ’encombrement stérique du substituant R (CH3, COOELt) permet de contrdler la

régiosélectivité de ces réactions de couplage.

a
) H H
H H
A /
HN, N
N~ N
R H R
Structure 3-R-pyrazole Structure 5-R-pyrazole
RI
b) . N ]
\ \N
\ /" R
A—
N —
R N
\ 7 R=Me, R =H 78b
R=Me, R'=H 78 R=COOEt,R'=H 82b
R =COOEt,R'=H 82 R' R = COOEt, R' = Me 85b
R = COOEt, R'=Me 85
c)

3Jpyn = 1,5-1,9 Hz

3 —
Jin = 2,4- 2,9 Hz
HH 0 ~ 7,60 ppm Hy

~ 8,40 ppm H, H 6 ~ 6,20 ppm

H6~620ppm N

Ot b

Schéma 10. a) Formes tautomeres du pyrazole substitué en position 3. b) Structures des
formes régioisoméres. c¢) Déplacements chimiques et constantes de couplage *Juy dans des
cycles 1-pyridinylpyrazole

11.2. Synthese du DO3AtBu (87)

La synthese directe du tris-tertbutyl ester de DO3A (acide 1,4,7,10-
tétraazacyclododécan-1,4,7- triacétique) a été réalisée selon la procédure de P. G. Sammes et
al.®® Ceci permet d’éviter la démarche initialement utilisée pour accéder aux dérivés du type
DO3A, qui exige la protection du quatriéme azote.®
A une solution du cycléne sont ajoutés lentement et a 0°C 3,3 équivalents de bromoacétate de

tertiobutyle et 3,3 équivalents de NaHCO3; dans 1’acétonitrile anhydre (Schéma 11). Apres
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48h d’agitation a température ambiante et évaporation, le triester attendu 87 est isolé avec

46% de rendement, apres une recristallisation dans le toluéne.

COOtBu

(/—\ /—COOtBu
NH HN
[NH HNj — [ j
QJ H HBr
COOtBu
Cyclene 87

Schéma 11. Réactifs et conditions. a) BrCH,COOtBu, NaHCO3;, CH3CN, T.A., 48 h, 46%.

11.3. Synthese des ligands Lg, Lo, L11

Les ligands Lo, Lo, L1 Ont été obtenus par I’alkylation du quatriéme atome d’azote du
DO3AtBu 87 a I’aide des trois dérivés bromés 77, 84 et 86, dans I’acétonitrile en utilisant
K>CO3; comme base (Schéma 12). Une purification sur alumine nous permet d’isoler les
produits attendus 88, 89 et 90 avec 47%, 94% et 71% de rendement, respectivement.

La déprotection des fonctions ester de tertio-butyle des précurseurs 88 et 90 par un mélange
TFA/ CH,CI,, permet d’accéder aux ligands Lg et Li; avec 99% de rendement pour chacun.
Dans le cas du dérivé 89 I’hydrolyse des fonctions ester de tertio-butyle et ester d’éthyle a été
effectuée dans un mélange NaOH/ MeOH en chauffant une nuit a reflux et on obtient le

ligand Lo avec 96% de rendement.

Les différents ligands ont été caractérisés par RMN *H, 3C et par spectrométrie de masse
haute résolution. Leur pureté a éte établie par une analyse HPLC (Figure 2).

nm
1.00 § , 4000 2000 2000 3000 3000 MO0D B0 000

/ <—284nm
< 0.50 M S \
i e ]
L e e e e e e e
0.00 200 4,00 6.00 8,00 10.00 1200 1400 1600 1800 2000
Minutes

Figure 2. Chromatogramme HPLC en phase inverse du ligand Ljo. Conditions : colonne :
C8 ; eluant : HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN, 100/0 & 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min.
L’insert représente le spectre UV du ligand.
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COOtBu

(/_\ /—COOtBu

L0
<\_/ H HBr

COOtBu

a)

77, 86 84

COOtBuﬁcy Q coom;@ O
o] C, o]

\ / \_COOtBU <L/ \_COOtBU
COOtBU COOtBu
R=H 88 (47%) R=COOEt 89 (94%) 90 (71%)
b) ) b)

COOH Q /j COOH Q /Q } coo /£> O
[N n [ n [ n

QJ \—cooH <L/ \—COOH <L/ \_coon
COOH COOH COOH
91 (L) (99%) 92 (Ly0) (96%) 93 (Lq;) (99%)

Schéma 12. Réactifs et conditions. a) CH3CN, K,COg, reflux, 24 h ; b) TFA/ CH,Cl,, T.A.,
24 h ; ¢) NaOH/ MeOH, reflux, 24 h.
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111 Propriétés photophysiques des ligands Lo, Lo et Li; et de leurs complexes Eu®* et
Tb**

Comme dans le chapitre précédent, la préparation des complexes d’ions lanthanides
Eu®* et Th®" a été réalisée in situ en ajoutant un léger excés d’un sel de lanthanide (LnCls, 6
H,0) dans une solution mere de ligand, puis dilution dans le tampon TRIS (50 mM, pH 7,4)
de maniére a avoir des solutions de concentrations de 1’ordre de 10° M pour leurs
caractérisations par HPLC analytique et des solutions de concentrations de 1’ordre de 10°-107
M afin d’étudier leurs propriétés d’émission de luminescence a pH physiologique.
Une analyse HPLC de ces différents complexes nous a permis de s’assurer que leur pureté

était supérieure a 95%.

II1.1. Spectres d’absorption des ligands Lo ;; et de leurs complexes.

Les spectres d’absorption des ligands libres sont caractérisés par deux bandes
d’absorption dans le domaine UV vers 250-260 et 280-285 nm attribuées aux transitions &= —
7* centrées sur les noyaux aromatiques. La bande d’absorption de plus faible énergie subit un

déplacement bathochrome et en général hypochrome lors de la complexation (tableau 1,

Figure 3).
Ligand Ln¥* A (nm) e (Mtem™)
- 251 ; 284 7490 ; 7960
Lo Eu®* 255 ; 298 6700 ; 7180
Tb** 255 ; 299 6540 ; 7340
- 259 ; 286 7090 ; 11020
L1o Eu®* 258 ; 297 7090 ; 7960
Tb** 260 ; 297 7090 ; 7960
- 250 ; 279 6500 ; 6666
L1 Eu®* 252 ; 282 6630 ; 6740
Tb* 252 ; 282 6210 ; 6570

Tableau 1. Caractéristiques d’absorption des ligands Lg, L1 et L; et de leurs complexes Eu’
et Th* (tampon TRIS, 50 mM, pH 7,4).
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06
— Ly
ABS .'.' Lg. EU
031
240 280 320 360
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Figure 3. Spectres d’absorption du ligand Lg (—) et du complexe Lg.Eu (---) en tampon Tris
(50 mM pH 7,4) & une concentration de 6,2 10” M.

Ce déplacement bathochrome peut étre relié a la participation des chromophores a la
coordination du métal, résultant du passage d’une conformation trans & une conformation cis.
Cet effet bathochrome est indépendant de la nature du lanthanide et est plus important dans le
cas des complexes Lo.Ln et Li.Ln (~1500 cm™) que pour Li.Ln (~ 400 cm™). Cette
derniére observation pourrait suggérer une plus forte interaction du chromophore avec le
métal dans le cas des ligands Lo, Lio. Nous n’observons pas de différence notable lors de

I’introduction d’une fonction acide sur le noyau pyrazole (Lig / Lo).

111.2 Propriétés de luminescence des ligands libres et de leurs complexes Gd**

L’excitation des ligands au niveau de leur bande d’absorption de plus faible énergie se
traduit par une large bande d’émission autour de 320-330 nm pour Lo, Lig et Ly
respectivement. Cette bande d’émission disparait dés qu’un délai de quelques ps est appliqué
a la mesure. 11 s’agit donc d’une bande de fluorescence a partir de 1’état singulet. La méme
bande d’émission est observée dans le cas des complexes de gadolinium (Figure 4).
L’enregistrement de spectres d’émission & basse température et en temps résolu nous a permis

d’accéder aux données relatives a 1’état triplet de ces ligands et de leurs complexes Gd*.

203



Chapitre IV
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Figure 4. Spectres de fluorescence du ligand Li; et de son complexe Gd** & température
ambiante (tampon Tris 50 mM pH 7,4).

Nous avons rassemblé dans le tableau 2 les principales caractéristiques de fluorescence
et de phosphorescence de ces différentes molécules. La position de 1’état singulet de plus
faible énergie a été évaluée en considérant le point d’intersection des spectres d’absorption et
de fluorescence (Figure 5a). La position de 1’état triplet a été¢ déterminée en tenant compte de

la raie d’émission située a plus haute énergie, c'est-a-dire a plus basse longueur d’onde
(Figure 5b).

(b)

S
c
e
L,.Gd % Ly-Gd
E
7 e e, s :\/”\,\/‘\,\/‘\/J\,h / ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ //‘\/\/‘\,\/\/V\\
220 300 3 (m) 400 500 250 300 400 3 (nm) 500 600

Figure 5. (a) Spectre d’absorption (—) et d’émission (.....) de fluorescence du complexe
Lo.Gd en tampon Tris 50 mM, pH 7,4. (b) Spectre de phosphorescence du complexe Lio.Gd a
77K dans un mélange tampon TRIS/glycérol (1/1).
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Fluorescence (‘mm*)? Phosphorescence (*rimx) "
Amax (NM) Lo-o (NM) Amax (NM) Lo-o (NM) T (ms) °
[cm ] [cm ']
Lo 328 3135 420 386 > 500
[31900] [25900]
Ly.Gd 348 318 430 410 26
[31450] [24400]
Lo 330 307 400 > 800
[32570]
L10.Gd 335 311 410 381 212
[32150] [26200]
L1 319 298
[33560]
L1;.Gd 327 300 403 381 24
[33330] [26200]

Tableau 2. Données de fluorescence et de phosphorescence des ligands Lo, Lig et Ly et de
leurs complexes de gadolinium.  dans tampon TRIS (pH 7,4) & 298K. ° dans un mélange
tampon TRIS / glycérol (1/1) & 77K. © durée de vie d’émission de 1état *rrs.

Si I’on considere 1’état singulet, celui-ci est faiblement déplacé vers les faibles
énergies lors de la complexation avec I’ion Gd**. L’effet de cet ion est plus significatif si I’on
considere les intensités de fluorescence (Figure 4). Celles-ci sont diminuées d’un facteur 2
lors de la complexation, indiquant qu’un ion lanthanide active de maniére efficace le passage
intersystéme *nn* — 3nn* (effet d’atome lourd).

La différence d’énergie entre 1’état singulet (‘Spo) et I’état triplet (‘Too) dans les
complexes de gadolinium est comparable pour les 3 complexes (AE ~ 6000-7000 cm™). Les
travaux de Reinhoudt et al. ont établi que le croisement intersystéeme est optimal lorsque la
différence d’énergie entre les états singulet et triplet se situe autour de 5000 cm™.® On peut
donc estimer que le croisement intersysteme de ces différents complexes est efficace et en
tout cas comparable.

Comme nous I’avons vu précédemment, le niveau d’énergie de 1’état triplet du ligand au sein
du complexe Ln®* constitue une caractéristique essentielle dans Defficacité de
photosensibilisation des ions Eu®* et Th**. L’¢énergie de ces états triplets se trouve bien au-
dessus de celui de ’état émissif °D, du terbium (20500 cm™). La différence énergétique est
supérieure & 3900 cm™, donc bien au dela de la valeur de 2000 cm™ établie par Latva et al ¢”
au dessous de laquelle on observe un transfert d’énergie en retour D, — nn*. D’autre part,
I’énergie du niveau °Ds de I’ion Tb>* étant supérieur & 26250 cm™, ’énergie ne peut étre
transférée qu’a son niveau émissif 5D4. Par contre, dans le cas de ’europium, cette valeur
¢levée de 1’énergie de I’état triplet des ligands peut impliquer un transfert d’énergie non pas
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directement vers I’état Dy (17300 cm™) de I’europium, mais vers des états excités Eu*
d’énergie supérieure a savoir les états Dy, °D,, °Djs situés respectivement a 19000, 21500, et
24500 cm™ respectivement. Le transfert de ces niveaux 5Dj vers le niveau émissif *Dy
s’effectue alors de maniére non radiative et en conséquence des pertes d’énergie appréciables

peuvent se produire lors de cette migration.
111.3. Propriétés de luminescence des complexes Eu®* et Th**

L’excitation des complexes a été effectuée au niveau de la bande d’absorption de plus
faible énergie du ligand : 298, 300 et 283 nm pour Lg.Ln, Lio.Ln et Li;.Ln respectivement.
L’émission caractéristique des ions Eu®* et Tb®" obtenue dans ces conditions ainsi que
I’enregistrement des spectres d’excitation permettent d’établir sans ambiguité que les états Dy
et °D, de ces ions sont peuplés par I'intermédiaire des états excités du ligand comme le

montre la figure 6 dans le cas des complexes d’europium.
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Figure 6. Spectres corrigés et normalisés d’excitation (—) et d’émission (....) des complexes

Lo.Eu (a) [ 10 M; hex = 298 nm], L1o.Eu (b) [2 10° M; Aex = 300 nm], L11.Eu (c) [ 10°° M;
hex = 283 nm] en tampon Tris 50 mM pH 7,4. Fentes exc./em. = 5/5 nm.
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Les spectres d’émission des complexes Lg.Eu et Li;.Eu sont similaires quant a la
répartition et a la forme des différentes raies d’émission. Le rapport des intensités des raies
',/ 7F1, indicateur d’un changement d’environnement de 1’ion Eu®*, est dans le cas de ces
deux complexes assez voisin: 1,97 et 1,59 pour Lo.Eu et Li;.Eu, respectivement. Le
complexe Lyo.Eu se distingue par un rapport 'F» / 'F1 de 2,86, ce qui suggére une distorsion
de symétrie plus importante autour de I’ion. Ce complexe se distingue également par une

allure différente de la transition °Dy — ‘F4 située vers 690 nm.

Les déclins de luminescence des différents complexes, obtenus apres excitation dans
les bandes d’absorption intra-ligand, sont monoexponentielles dans les deux solvants (H,O et
D,0) et aux deux températures (298K et 77K) étudiées (Tableau 3). Tous les complexes
présentent des durées de vie d’émission particuliérement longues dans H,O a température
ambiante : 0,8 < 1. gy < 1,1 ms pour les complexes d’europium et 2,3 < 1.1, < 3,1 ms pour
ceux de terbium. Dans cette série, les complexes Lio.Ln présentent les durées de vie

d’émission les plus faibles.

Complexes TH298K - 298K TH77K TD77K nHZO(a)
(ms) (ms) (ms) (ms)
Eu? 1,07 1,60 1,30 1,61 0,07
Lo o™ 2,94 3,20 2,98 3,20 -0,15
Eu? 0,84 1,63 1,08 1,68 0,40
L 1o To%* 2.30 3,00 2.49 3,05 0,20
Eu? 0,96 1,60 1,26 1,73 0,2
L To%* 3,08 3,34 3,10 3,36 -0,17

Tableau 3. Caractéristiques de luminescence des complexes Eu** et Tb** des ligands Lo, L1g
et Ly, en tampon TRIS 50 mM pH 7,4. (a) Calculé selon la relation de Parker et al.®®

La détermination des durées de vie de luminescence en milieu deuteré et ’utilisation
de la relation de Parker et al.®® indiquent sans ambiguité qu’aucune molécule d’eau est
coordonnée a I’ion métallique dans les complexes Lg.Eu et Li;.Eu. Ces résultats sont en
accord avec D’existence dans ces complexes d’un ion lanthanide nonacoordonné et des
structures nonadentate de ces deux ligands. La participation a la complexation du métal des
chromophores mixtes pyrazolylpyridine se trouve ainsi confirmée. Bien que le ligand L soit
potentiellement décadente, nous observons 0,4 (0,3 dans le cas de I’utilisation de la relation de
Horrocks)® et 0,2 molécule d’cau dans la sphére de coordination des ions Eu®* et Tbh™",

respectivement. Cela peut signifier I’existence dans ce cas d’un équilibre rapide a I’échelle du
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temps de la spectroscopie de luminescence entre un complexe « déshydraté » et un complexe
« monoaquo », le complexe sans molécule H,O liée étant toutefois prépondérant. On peut
noter d’autre part qu’a 77K le nombre d’hydratation du complexe Ljo.Eu est inférieur a 0,1

correspondant a la précision des mesures expérimentales et des relations empiriques utilisées.

Les mesures effectuées dans D,O a basse température permettent d’exclure tout effet

notable de la température sur ces durées de vie. La plus grande variation observée entre tp''<

et 1p 298K

est seulement de 8% (L11.Eu). On peut donc conclure que la luminescence de ces
complexes n’est pas affectée par un processus de désactivation tel qu’un transfert d’énergie en
retour métal — ligand, Ln* — 3nn*. Ces résultats sont en parfaite concordance avec la position

énergétique des états triplet des ligands que nous avons établie & partir des complexes Gd**.

Nous avons reporté dans le tableau 4 les rendements quantiques des différents
complexes Lg.31.LN. Nous y avons associé les données relatives aux différentes constantes de

vitesse radiatives et non radiatives, ainsi que les valeurs de 1’efficacité de transfert ®¢s x @gr.

Complexes Kr Koy | Knrm) | @un (%) | Ocisx Der | Py (%)
(%)
Eu’* 621 310 0 66,4 75 5
Lo o 313 28 0 96 50 48
Eu? 595 577 18 50 8 4
L 1o T 328 101 4 75,5 59,6 45
Eu’ 578 417 47 55,5 1,8 1
L T 298 25 0 92 30 28

Tableau 4. Constantes de vitesse k;, Ko, Knr () €n st et valeurs des rendements @y, Ocys x
Oet et @y des complexes d’europium et de terbium des ligands Lg, Ljg et Li;.

Un examen rapide des données du tableau 4 permet de mettre en évidence les faibles
rendements quantiques des complexes Eu®* (®y < 5%) par rapport aux complexes Th** (®y >
28%). Le nombre d’hydratation de ces différents complexes étant négligeable, les faibles
rendements quantiques observés pour les complexes Eu®* trouvent leur origine dans la
position énergétique de D’état triplet du ligand (cf paragraphe II1.2). Ce comportement
différent entre les complexes Eu®* et Tb®" est attribué a une différence énergétique plus

importante entre 1’état triplet du ligand et le niveau accepteur de 1’ion Eu(III), défavorisant le
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transfert énergétique intramoléculaire : 7100 < AE (3nn* - °Dg) < 8900 cm™ par rapport &
3900 < AE (3nn* - °Dy) < 5700 cm™.

Ces données sont en parfait accord avec les travaux de Latva et al.,®” en particulier avec leur
analyse des valeurs du rendement quantique (Eu) en fonction de I’énergie de 1’état triplet du
ligand (®(Eu) = f[ECrn*)]) dans le cas de chélates Eu(lll) dérivés de ligands de type
bis(iminodiacétate). Les énergies des états triplets de Lg.11.Gd (24400 et 26200 cm™)
correspondent aux deux minima de la courbe proposée par ces auteurs (Figure 7).
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a =N I s &
m Te) [Te)
>
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= !
£ 01f I [
)
: | /
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18000 20000 22000 24000 26000 28000
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Figure 7. Rendements quantiques de luminescence de chélates Eu(lll) en fonction de
I’énergie de I’état triplet du ligand. La courbe correspond a la dépendance proposée par les
auteurs. D’apres Latva et al.®"

Les rendements quantiques @y des complexes Lo Tbh et L. Tb (48 et 45%
respectivement) sont parmi les plus élevés observés en milieu aqueux d’apres les données de
la littérature.®® Le rendement quantique de L. Tb quoique notable (28%) est cependant
nettement plus faible.

L’analyse de Latva et al. (®(Tb) = f[E(3nn*)]) dans le cas de chélates Tb(III) (Figure 8) d’une
part et la similitude de I’énergie de 1’état triplet des complexes L10.Gd et L11.Gd d’autre part
permet d’exclure le facteur énergie ECrn*) comme facteur responsable de cette diminution

du rendement quantique observée pour L1;.Th.
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Figure 8. Rendements quantiques de luminescence de chélates Tb(lll) en fonction de
I’énergie de 1’état triplet du ligand. La courbe correspond a la dépendance proposée par les
auteurs. D’apres Latva et al.®”

Une analyse basée sur I’implication des différents termes intervenant dans I’expression
du rendement quantique (®y = D¢is x Det x P1p) permet d’apporter un élément de réponse.
Dans ce but nous opposerons les deux complexes Li;.Th et Lo. Tb de structure similaire, se
différenciant seulement par la nature du point d’attachement du chromophore au motif
complexant DO3A (unité pyrazole ou unité pyridine). On constate (Tableau 4) que pour ces
deux complexes la valeur du terme ®, est similaire (96 ou 92%) alors que le terme d¢js x
@t est nettement différencié : 50% pour Lo. Th et 30% pour Li;.Th. En ce qui concerne le
terme dcs, nos données expérimentales laissent penser que ce terme est semblable dans ces
deux complexes. Nous notons en effet une différence d’énergie AE (17c7c* - 37:7:*)
comparable et une activation du passage intersysttme sous I’effet d’un ion lanthanide
similaire (cf. paragraphe 111.2.).

Actuellement, avec les données expérimentales disponibles, nous émettrons comme hypothese
que le plus faible rendement quantique ®y observé avec le complexe L. Tb provient d’un
transfert d’énergie ®gr moins efficace. Ceci suggére une interaction chromophore —
lanthanide plus faible dans L;;.Th, en accord avec les données d’absorption. Dans le cas de ce
complexe, ’interaction chromophore — métal se traduit par un déplacement bathochrome de la
bande d’absorption de plus faible énergie de seulement 3 nm, a comparer a un déplacement de

15 nm observé pour Lo.Th.
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IV Cinétiques de complexation des ligands Lg.1; en tampon Tris, 50 mM pH 7,4

Cette étude sur la cinétique de formation des complexes a été realisée par
spectroscopie de luminescence. Aprés addition d’un équivalent de sel EuCl; ou ThCl3 a une
solution de ligand dans le tampon TRIS (pH 7,4), nous avons suivi I’intensité de la raie
d’émission °Dg —'F, & 615 nm (complexes Eu**) ou de la raie d’émission °Ds —'Fs & 545 nm
(complexes Tb*) en fonction du temps. La concentration des entités est de 1x10° M.

Quelques profils de cinétique de formation de ces complexes sont représentés dans la figure 9.
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Figure 9. Cinétiques de complexation des ligands Lo, L1; avec ’ion Tb>* et Lo avec I’ion
Eu*.

Cette étude permet de montrer que la cinétique de complexation est dépendante de la
structure des ligands. L’équilibre est atteint au bout de 2 h dans le cas du ligand Lo, 5 h et 28
h pour les ligands L; et Lg respectivement. La vitesse de complexation plus rapide observée
pour Lio par rapport a Lo est vraisemblablement due a la présence de la fonction acide
carboxylique présente sur le chromophore pyrazolylpyridine dans L. Cette fonction peut
jouer le role d’«ancre » permettant d’impliquer plus rapidement la participation du
chromophore dans la sphere de coordination du lanthanide. Nous pouvons suggerer la méme
hypothése en ce qui concerne les ligands Li; et Lo. L’unité pyridine, motif coordinant plus

efficace qu’une unité pyrazole (cf chapitre 2) jouerait le role d’ancre dans le cas du ligand L,
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assistant le motif pyrazole a adopter une conformation cis dans le dihétérocycle, conformation
favorable a une complexation du type bidente du dihétérocycle. Des études complémentaires
sont cependant nécessaires pour étayer ces hypothéses : par exemple 1’étude du ligand DO3A

comportant un chromophore 2,2’-bipyridine.

D’autre part nous observons aucune diminution de luminescence des complexes LgTh
et L3 Tb lorsque ceux-ci sont mis en compétition pendant plus de quatre jours avec 100
équivalents de DTPA dans un milieu tampon TRIS 50 mM pH 7,4. Ces complexes montrent

donc une stabilité cinétique élevée, en accord avec leur structure dérivée du motif DO3A.

V Etude comparative des propriétés luminescentes de complexes Tb(lll) dérivés de

ligands a motif N,C-pyrazolylpyridine

Nous avons rassemblé dans le tableau 5 les principales caractéristiques de
luminescence de complexes de terbium(lll) photosensibilisés par un chromophore N,C-
pyrazolylpyridine introduit d’une manicre extracyclique dans une structure dérivée du DO3A
(Lo et L11) ou bien intégré dans une structure macrocylique (L) ou acyclique (Lp). A des fins
de comparaison, nous avons également introduit dans ce tableau les données correspondantes
a un complexe Th(lll) photosensibilisé par un chromophore bipyridine dans une structure

DO3A (L.). La structure de ces différents ligands est rapportée dans la figure 10.

[ j [N Nj
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<L/ \—cooH < COOH COOH K \\COOH
COOH
COOH Lo COOH L, L,
_ A COOH W= N/
\ 7 [
N N= N N
> L]
N~ COOH HOOC/\N N N
j <L/ \—COoH
COOH  HoOC COOH L,

Figure 10. Structure des ligands Lg, L1 et L.
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Complexes | ™ | Mo | @csx et | Dua (%) | P (%)
(ms) (%)
Lo.Th 2,94 0 50 96 48
L. Th 3,08 0 30 92 28
L..Th 1,85 1 83 59 49
Ly.Tb 1,71 1 80 51 41
L. Th 0,59 0,36 30 24 7

Tableau 5. Caractéristiques de luminescence des complexes de terbium dérivés des ligands
Lo, L1z, La,@ Lp,® et LGV

L’introduction d’un chromophore N,C-pyrazolylpyridine dans un ligand de type
DO3A, macrocyclique ou acyclique se traduit au niveau de leurs complexes de terbium(lll)
par des rendements quantiques appréciables, supérieurs a 30%.

Par rapport aux dérivés macrocyclique ou acyclique, L,. Tb ou Ly.Th, I’introduction
d’un tel chromophore dans une structure de type DO3A assure une protection totale de 1’ion
lanthanide contre les interactions avec les molécules de solvant (H,O). Ceci est di a la
différence de dendicité des différents ligands engagés : structure octadentate (Lap.Tb) ou
structure nonadentate (Lo 1;. Tb). En conséquence les durées de vie d’émission sont améliorées
au moins par un facteur 1,5 et se situent dans le domaine des 3 millisecondes.

Cette absence de molécules d’eau liées au métal dans les complexes Lqo. Th et Ly;.Th
se traduit également par un meilleur rendement quantique intrinseque, ®t,, proche de 1’unité
dans le cas de ces complexes.

En revanche, si I’on considére que dans ces différents systemes le rendement du
passage intersystéme, ‘nn* — 3nn*, est similaire, le recours & un ligand type dérivé DO3A se
traduit par une efficacité de transfert ®gr moins performante. Par rapport aux complexes
Lap.Th, cette efficacité de transfert est de 40% (Lo.Tb) & 60% (L1.Tb) plus faible. Une
structure macrocyclique a 15 chainons ou une structure acyclique semble donc favoriser une
interaction chromophore-métal plus forte, c'est-a-dire a plus courte distance.

Nos résultats permettent également de confirmer que dans le cas d’une structure
dérivée du DO3A, la substitution d’un chromophore 2,2’-bipyridine par un chromophore N,C-
pyrazolylpyridine permet d’ameliorer sensiblement les propriétés luminescentes des
complexes Tb*. L’examen des données photophysiques indiquées dans le tableau 5 permet de
mettre en relief une augmentation de la durée de vie et du rendement quantique de

luminescence d’un facteur 5 et 7 respectivement.
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VI Conclusion

Ce chapitre a été consacré a la synthése de trois ligands macrocycliques dérivés du
motif DO3A (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécan-1,4,7- triacétique) comportant un
chromophore extracyclique N,C-pyrazolylpyridine et a 1’évaluation de leur capacité a

photosensibiliser la luminescence des ions Eu®* et Th** dans un milieu aqueux.

La synthése de ces ligands a été effectuée de maniere efficace par 1’introduction dans
une premiere étape de trois chaines acétate de tertiobutyle sur le motif cyclene, suivie de
I’introduction de la chaine dihétérocyclique. Lors de ces travaux, nous avons eu recours
comme méthodologie de couplage entre un noyau pyrazole et un noyau pyridine (liaison
azote-carbone) a celle utilisant un sel de cuivre (Cul) et la trans 1,2-cyclohexanediamine
comme ligand auxiliaire. Cette méthodologie s’est révélée étre une alternative intéressante par
rapport aux données de la littérature, conduisant a des rendements de couplage compris entre
54 et 86%.

L’étude de la sphére d’hydratation des complexes Eu®* et Th®* a permis de montrer
que les ligands saturent la sphere de coordination du métal. La détermination des énergies de
Iétat triplet des ligands a mis en évidence que leurs positions relatives par rapport aux
niveaux émetteurs des deux ions n’autorisait pas un transfert d’énergie en retour métal —
ligand. L’absence de ce processus de désactivation non radiative a été confirmée par la
détermination des durées de vie d’émission a basse température. En conséquence, tous les
complexes présentent des durées de vie d’émission particuliérement longues dans H,O a
température ambiante : 0,8 < 1t g, < 1,1 ms pour les complexes d’europium et 2,3 < 1 < 3,1

ms pour ceux de terbium.

Les complexes d’europium présentent des rendements quantiques de luminescence
relativement faibles (< 5%), en raison d’une énergie trop élevée de 1’état triplet des ligands.
Par contre les complexes de terbium sont caractérisés par des rendements quantiques de
luminescence particuliérement satisfaisants : 28% (L1;.Tb) et 45, 48% (L10.Th, Lo.Th). Le
plus faible rendement quantique observé pour le complexe L;1.Tb a été relié a une moindre
efficacité de transfert d’énergie état triplet du ligand — lanthanide (®gr), dl a une plus faible

interaction chromophore — métal par rapport aux complexes Lo. Th et L1o. Th.
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Bien que présentant des cinétiques de formation différentes, les complexes Th*" sont
caractérisés par une excellente stabilité cinétique, comme nous avons pu 1’observer lors de

réactions de compétition avec le DTPA (logKcong(Tb) = 18,3 a pH 7,3).
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Chapitre V : Partie expérimentale
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| Général

Toutes les manipulations effectuées avec des solvants anhydres ont été réalisées sous
atmosphére d’argon. L’acétonitrile a été distillé sur P,Os. Le tétrahydrofuranne a été distillé
sur sodium/benzophénone. La diisopropyléthylamine ainsi que la triéthylamine ont été
distillées sur KOH. Tous les autres réactifs ou solvants ont été utilisés sans purification

préalable.

Les purifications par chromatographies ont été effectuées avec du gel de silice 60
(Merck, 60-200 pm, porosité 60 A) ou du gel d’oxyde d’aluminium (Macherey-Nagel,
activité 1V, 50-200 pm).

La pureté des produits a été vérifiée par chromatographie sur couche mince sur plaque

d’alumine ou de silice Merck 150 Fs4 prétes a I’emploi.

Les analyses par HPLC ont été effectuées en phase inverse sur une chaine de type Alliance
Waters 2696 associée a un détecteur a barette de diodes (Waters PDA 2996) avec une

température de four de 30°C.
Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil Electrothermal 1A9200.

Les spectres RMN 'H ont été réalisés sur un spectrométre Bruker AC300 ; les
déplacements chimiques sont donnés en ppm en se calant sur le pic du solvant non deutéré
résiduel ; les multiplicités des signaux sont données comme suit: s pour singulet, t pour
triplet, g pour quadruplet et m pour multiplet. Les spectres RMN 3C ont été enregistrés en

mode J modulé sur un spectrometre Bruker AC300.

Les spectres infrarouge ont été enregistrés a partir de pastilles de KBr ou entre lames
de NaCl sur un spectrometre PerkinElmer FT/IR 1725X.

Les spectres de masse (ES) ont été obtenus sur un spectromeétre API 365 Perkin Elmer
Sciex équipé d’une source d’ionisation Electrospray. Les spectres de masse (DCI) ont éteé
obtenus sur un spectrometre TSQ 7000 Thermo Electron équipé d’une source d’ionisation
chimique. Les spectres de masse haute résolution ont été obtenus sur un spectromeétre Waters

équipé d’une source d’ionisation Electrospray.
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Chapitre V
Il Partie synthese des composés

1,10-Dibenzyl-1,4,7,10-tétraazadecane 2
PO "
NH NH xact Mass: ,
O/\NH/\/ ~TONHT O Mol. Wt.: 326,48

Une solution de 0,72 g (6,78 mmol) de benzaldéhyde et de 0,50 g de 1,4,7,10-tétraazadécane
(3,42 mmol) dans 50 mL de CHCI; est chauffée a reflux pendant 2h puis évaporée a sec.
L’huile jaune clair obtenue dissoute dans 50 mL de méthanol est additionnée goutte a goutte a
une solution de 0,43 g (11,36 mmol) de NaBH, dans 15 mL de méthanol. Le mélange
résultant est chauffé a reflux pendant 1,5 h puis laissé sous agitation une nuit a température
ambiante. Aprés évaporation a sec du milieu réactionnel, le résidu blanc obtenu est repris dans
75 mL de CHCI; et lavé avec 35 mL de NaOH 1M puis 140 mL de NaOH 1M. La phase
organique est traitée avec 4 mL de HCI 37% puis 30 mL d’eau y sont ajoutés : le précipité
blanc formé est isolé par filtration puis redissout dans un minimum d’eau. Cette solution
aqueuse est traitée par ajouts de pastilles de KOH jusqu’au pH > 11 puis extraite avec 6 x 20
mL de CH,Cl,. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SO,, filtrées et
évaporées a sec. On obtient 0,53 g de composé attendu sous la forme d’une huile jaune.

Rdt : 48 %.

Rf : 0,32 (Alumine, éther de pétrole).

RMN *H (300 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 1,82 (s, 4H, NH) ; 2,70 (s, 4H, -CH,-N) ; 2,74 (s,
8H, -CH,-N) ; 3,78 (s, 4H, -CH,-Ph) ; 7,20-7,32 (m, 10H, CH Ph).

RMN **C JMOD (75 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 48,60 (-CH,-N) : 49,20 (-CH,-N) ; 53,90 (-
CH»-Ph) ; 126,90 (CH Ph) ; 128,30 (CH Ph) ; 129,30 (CH Ph) ; 140,30 (Cq Ph).

SM (DCI/NH3) : m/z (%) = 349,4 [M+Na]" (100) ; 327,5 [M+H]" (70).

1,10-dibenzyl-1,4,7,10-tétra(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4,7,10-tétraazadécane 3

(1% voie)

tBuOOC tBuOOC
7\1 1\/@ Cy44H70N4Og
N/\/ V\N/\/ Exact Mass: 782,52

©/\ k k Mol. Wt.: 783,05
COOtBu COOtBu
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1,88 mL (10,8 mmol) de diisopropyléthylamine est ajouté a une solution de 2 (0,53 g; 1,62
mmol) dans 8§ mL du DMF anhydre sous flux d’argon. Aprés 1 h d’agitation a température
ambiante, 1,60 g (8,60 mmol) de bromoacétate de tertiobutyle est ajouté au mélange qui est
laissé sous agitation a température ambiante pendant 2 jours sous atmosphere inerte. Apres
évaporation a sec, le résidu marron obtenu est repris dans 100 mL de CHCI; et lavé avec 3 x
40 mL d’eau. La phase organique est séchée sur Na;SO,, filtrée puis évaporée a sec. L’huile
marron ainsi obtenue est préalablement purifiée sur colonne ouverte de silice
(CH2Cly/méthanol : 100/0 — 98/2) afin d’éliminer I’excés de bromoacétate de tertiobutyle
puis sur colonne d’alumine (éther de petrole/ CH,Cl,. 80/20 — 0/100) pour conduire a 247
mg de composé attendu sous la forme d’une huile jaune.

Rdt : 19 %.

Rf: 0,52 (Alumine, CH,Cl,/ éther de pétrole 8/2)

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,43 (s, 18H, CH; tBu) ; 1,45 (s, 18H, CHs tBu) ;
2,68 (m, 4H, -CH,-N) ; 2,75 (m, 8H, -CH,-N) ; 3,23 (s, 4H, -CH,-COOtBu) ; 3,29 (s, 4H, -
CH,-COOtBU) ; 3,78 (s, 4H, -CH,-Ph) ; 7,28-7,31 (m, 10H, CH Ph).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,20 (CH3 tBu) ; 52,10 (-CH,-N) ; 52,60 (-CH-N) ;
55,20 (-CH,-COOtBu) ; 56,10 (-CH,-COOtBuU) ; 58,40 (-CH,-Ph); 80,62 (Cq tBu) ; 80,67
(Cq tBu) ; 126,90 (CH Ph); 128,30 (CH Ph); 128,90 (CH Ph); 139,20 (Cq Ph); 170,87
(COOtBuU) ; 170,98 (COOtBuU).

IR (KBr) en cm™: 1733 (C=0 ester) ; 1455 (C=C aromatique) ; 700 (C-H aromatique hors du
plan) ; 733 (C-H aromatique hors du plan).

SM (DCI/NHs) : m/z (%) = 783,6 [M+H]" (100).

1,10-dibenzyl-1,4,7,10-tétra(tert-butoxycarbonylmeéthyl)-1,4,7,10-tétraazadécane 3
(2°™ voie)

tBuOOC tBuOOC

ﬁ w C,H-N,O
N N 44879N4Ug
N7 NN Exact Mass: 782,52
k k Mol. Wt.: 783,05
COOtBu COOtBu

A une suspension de 1,4-di(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4-diazabutane 5 (686 mg; 2,37
mmol) et de K,CO3; (3,3 g; 23,7 mmol) dans 85 mL de CH3CN anhydre portée a reflux
pendant 1 h sont ajoutés deux équivalents de 2-[N-benzyl, N-(2-bromoéthyl)]Jamino acétate de

tertiobutyle 6 (1,55 g ; 4,75 mmol). Le mélange résultant est chauffée a reflux pendant 24 h
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sous atmosphere inerte. Apres retour a temperature ambiante, le milieu réactionnel est filtré et
évaporé a sec. Le résidu ainsi obtenu est repris dans le CH,Cl, puis filtré & nouveau afin
d’éliminer les sels résiduels et évaporé a sec. L’huile jaune obtenue est purifiée sur colonne de
silice (CH,Cly/méthanol 100/0 — 98/2) pour conduire a 1,70 g de composé 3 attendu sous la
forme d’une huile jaune.

Rdt : 92 %.

Rf : 0,34 (silice, CH,Cl,/ méthanol 98/2).

1,4,7,10-tétra(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4,7,10-tétraazadécane 4

tBUOOC

11 NH_ _COOtB E C3(1)\I/1{58N46C())82 43

oSN o~ UNH u xact Mass: ,

tBuOOC™ NH '\L Mol. Wt.: 602,80
COOtBu

Du palladium sur charbon actif a 10% (106 mg) est ajouté a une solution de 1,10-dibenzyl-
1,4,7,10-tétra(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4,7,10-tétraazadécane 3 (319 mg; 0,40 mmol)
dans 14 mL de méthanol. La suspension résultante est agitée une nuit a température ambiante
sous 5 bars de dihydrogene. Apres filtration sur célite et rincage au méthanol, le filtrat est
évaporé a sec pour donner 241 mg d’une huile jaune.

Rdt : quantitatif

Rf : 0,4 (alumine ; CH,Cly/méthanol 98/2).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,44 (s, 18H, CH; tBu) ; 1,46 (s, 18H, CH; tBu) ;
2,81 (m, 4H, -CH,-N) ; 3,01 (m, 8H, -CH,-N) ; 3,40 (s, 4H, -CH,-COOtBu) ; 3,59 (s, 4H, -
CH,-COOtBuU).

RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) : & (ppm) = 28,15 (CH; tBu) ; 28,29 (CH; tBu) ; 45,46 (-CH,-
N); 49,04 (-CH,-N); 50,16 (-CH2-N); 51,32 (-CH,-COOtBuU); 55,27 (-CH,-COOtBU);
81,04 (Cq tBu) ; 82,53 (Cq tBu) ; 168,45 ( C=0) ; 171,25 (C=0).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 603,5 [M+H]" (100).

1,4-di(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4-diazabutane 5
(2°™ voie)
C14H3N,04

A~ _NH __COOtBu Exact Mass: 288,20
tBuOOC™  NH Mol. Wt.: 288,38
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A une solution refroidie a 0°C d’acide éthyléne diamine-N,N’-diacétique (3 g; 17 mmol) dans
135 mL d’acétate de tertiobutyle, sont ajoutés goutte a goutte 4,5 mL d’acide perchlorique a
70%. Aprés 12 jours d’agitation a température ambiante, le mélange réactionnel devenu
laiteux est refroidi a 0°C puis lavé avec 5 x 60 mL (HCI 0,5 N). Les phases aqueuses sont
neutralisées directement avec NaHCO;3; solide puis extraites par 6 x 100 mL d’éther
diéthylique. Les phases organiques sont séchées sur Na,SQO,, filtrées puis évaporées a sec.
L’huile jaune ainsi obtenue est solubilisée dans 100 mL d’éther diéthylique puis lavée par 3 x
15 mL d’eau distillée afin d’éliminer le tertiobutanol formé. Apres séchage, filtration et
évaporation a sec de la phase organique, on obtient 2,1 g de produit attendu sous forme d’une
huile jaune.

Rdt: 43 %

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,46 (s, 18H, CH3tBu); 2,71 (s, 4H, -CH,-N); 3,30
(s, 4H, -CH,-COOtBu).

RMN *¥C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,11 (CHj3 tBu); 48,90 (-CH»-N); 51,59 (-CH,-
COOtBu); 81,06 (Cq tBu); 171,81 (COOtBu).

IR (KBr) encm™: 1733 (C=0 ester).

SM (DCI/NHs) : m/z (%) = 289,5 [M+H]" (100).

1,4-di(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4-diazabutane 5
(3°™ voie)

NH COOtB E ClﬁlngZZ(g% 20
S~ NH u xact Mass: s
tBuOOC™ NH Mol. Wt.: 288,38

Du Palladium sur charbon actif a 10% (180 mg) est ajouté a une solution de 1,4-dibenzyl-1,4-
di(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4-diazabutane 9 (540 mg; 1,15 mmol) dans 20 mL de
méthanol. La suspension résultante est agitée une nuit a température ambiante sous 5 bars de
dihydrogéne. Apreés filtration sur célite et rincage au méthanol, le filtrat est évaporé a sec pour
donner 330 mg d’une huile jaune.

Rdt : quantitatif

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,46 (s, 18H, CH3 tBu) ; 2,73 (s, 4H, -CH,-N) ; 3,32
(s, 4H, -CH,-COOtBu).
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2-[N-benzyl, N-(2-bromoéthyl)Jamino acétate de tertiobutyle 6

Exact Mass: 327,08
k Mol. Wt.: 328,24

COOtBu

A une solution refroidie a 0°C de 11 (3,2 g ; 12 mmol) et de N-bromosuccinimide (2,5 g ;
14,3 mmol) dans 50 mL de CH,Cl,, est ajoutée par portions sur 1 h la triphénylphosphine (3,7
g; 14,3 mmol). Le milieu réactionnel est laissé 30 minutes sous agitation a 0°C puis 4 h a TA.
Apres évaporation a sec, le résidu jaunatre obtenu est purifié sur colonne de silice (éther de
pétrole/éther éthylique 95/5) pour conduire a 3,2 g de composé attendu sous la forme d’une
huile jaune claire.

Rdt : 82 %.

Rf : 0,42 (silice, éther de pétrole/éther diéthylique 95/05).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,47 (s, 9H, CH3 tBu) ; 3,16 (t, 2H, J= 6 Hz, -CH,-
N); 3,30 (s, 2H, -CH,-COOtBu) ; 3,38 (t, 2H, J= 6 Hz, -CH,-Br) ; 3,88 (s, 2H, -CH,-Ph) ;
7,29-7,34 (m, 5 H, CH Ph).

RMN *C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,21 (CHs tBu) ; 30,53 (CH,) ; 55,19 (CH,) ; 55,90
(CH,) ; 58,08 (CHy) ; 81,19 (Cq tBu) ; 127,32 (CH Ph) ; 128,39 (CH Ph) ; 128,83 (CH Ph) ;
138,72 (Cq Ph) ; 170,58 (COOtBu).

IR (KBr) en cm™: 1733 (C=0 ester) ; 1455 (C=C aromatique) ; 699 (C-H aromatique hors du
plan) ; 740 (C-H aromatique hors du plan).

SM (DCI/CH,) : m/z (%) = 330,1 (20) / 328,1 (25) [ M+H]"; 274,0 (80) / 272,0 (85) [(MH —
tBu) + H]" ; 248,2 [ M+H - HBr]" (100).

1,4-dibenzyl-1,4-di(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4-diazabutane 9

tBuOOCw
C,eH,N,O
N 28t440+ Y2V 4
N Exact Mass: 468,30
k Mol. Wt.: 468,63
COOtBu

A une suspension chauffée a reflux pendant 1 h de N,N’-dibenzyléthylenediamine (3 g ; 12,48
mmol) et de K,CO3; (17 g; 124 mmol) dans 300 mL d’acétonitrile anhydre, est ajouté le
bromoacétate de tertiobutyle (4,86 g; 25 mmol). Le mélange résultant est chauffé a reflux

pendant 24 h puis filtré et évaporé a sec. Le résidu blanc obtenu est repris dans CH,CI; et les
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restes de sels sont éliminés par filtration. Le filtrat évaporé a sec conduit a 5,8 g de produit
attendu sous forme d’un solide blanc.

Rdt : quantitatif

Pf:70-71°C

Rf : 0,24 (silice, CH,Cl,/MeOH 99/1).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,45 (s, 18H, CHstBu) ; 2,80 (s, 4H, -CH,-N) ; 3,25
(s, 4H, -CH,-COOtBuU) ; 3,78 (s, 4H, -CH,-Ph) ; 7,22-7,30 (m, 10H, CH Ph).

RMN C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,22 (CHj3 tBu) ; 51,72 (-CH2-N) ; 55,18 (-CH,-
COOtBU) ; 58,39 (-CH,-Ph) ; 80,68 (Cq tBu); 126,97 (CH Ph); 128,20 (CH Ph); 128,96
(CH Ph) ; 139,26 (Cq Ph) ; 170,96 (COOtBuU).

SM (ES, mode positif) : m/z (%) = 469,3 [M+H]" (100) ; 413,4 [M+H-tBu]* (16) ; 357,3
[M+H-2tBu]” (14) ; 491,4 [M+Na]" (7).

IR (KBr) encm™: 1718 (C=0 ester) ; 1456 (C=C aromatique).

2-[N-benzyl, N-(2-hydroxyéthyl)]Jamino acétate de tertiobutyle 11

k Exact Mass: 265,17

A une solution a 0°C de N-(2-hydroxyéthyl)benzylamine (500 mg; 3,3 mmol) et de
diisopropyléthylamine (426 mg ; 3,3 mmol) dans 4 mL de DMF anhydre, est ajouté goutte a
goutte le bromoacétate de tertiobutyle (644 mg ; 3,3 mmol). Le milieu réactionnel est laissé
24 h sous agitation a température ambiante puis évaporé a sec. Le résidu obtenu est repris
dans 50 mL de CH,Cl,, lavé avec 4 x 20 mL d’eau distillée. La phase organique est séchée sur
Na,SO,, filtrée et évaporée a sec pour conduire a une huile jaune clair correspondant a 875
mg de produit attendu.

Rdt : quantitatif

Rf : 0,44 (silice, CH,Cly/ méthanol 99/1).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,45 (s, 9H, CHs tBu) ; 2,92 (t, 2H, J= 6 Hz, -CH,-
N) ; 3,27 (s, 2H, -CH,-COOtBu) ; 3,63 (t, 2H, J= 6 Hz, -CH,-OH) ; 3,88 (s, 2H, -CH,-Ph) ;
7,29-7,35 (m, 5H, CH Ph).

RMN *3C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,11 (CHs tBu) ; 55,38 (CH,) ; 56,63 (CH,) ;
58,59 (CHy,) ; 58,95 (CH,) ; 81,41 (Cq tBu) ; 127,39 (CH Ph) ; 128,48 (CH Ph) ; 128,94 (CH
Ph) ; 138,36 (Cq Ph) ; 171,14 (COOtBu).
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SM (DCI/CHa) : m/z (%) = 210,1 [M+H-tBu]* (100) ; 266,2 [M+H]" (23).

N-Benzylmorpholin-2-one 12

CIIHISNOZ

N O
\ < Exact Mass: 191,09
9 Mol. Wt.: 191,23

A une suspension refroidie a 0°C de N-(2-hydroxyeéthyl)benzylamine (250 mg ; 1,70 mmol) et
de K,COj3 (250 mg ; 1,8 mmol) dans 7 mL de CH3CN anhydre, sont ajoutés des portions de
bromoacétate de méthyle (280 mg; 1,80 mmol). Le mélange résultant est agité 24 h a
température ambiante sous atmosphére inerte. Le milieu réactionnel est ensuite filtré,
concentré sous vide et repris dans le dichlorométhane, puis a nouveau filtré et évaporé sous
vide pour donner uniquement 314 mg de composé 10 non attendu sous la forme d’une huile
jaune.

Rdt : 97 %.

Rf : 0,19 (silice, CH,Cl,/éther de pétrole 1/1).

RMN *'H (300 MHz, CDCl): & (ppm)= 2,68 (t, 2H, J= 6 Hz, NCH,), 3,33 (s, 2H,
NCH,CO), 3,57 (s, 2H, CH,Ph), 4,39 (t, 2H, J= 6 Hz, CH,0), 7,28-7,36 (m, 5H, CH Ph).
RMN 3C (75MHz, CDCls): & (ppm) = 48,6 (NCH,) ; 55,7 (NCH,Ph) : 61,7 (NCH,CO) ;
68,8 (CH,0) ; 127,8 (CH Ph); 128,6 (CH Ph); 129,1 (CH Ph), 136,1 (Cq), 167,5 (CO).

2-[N-benzyl, N-(2-hydroxyéthyl)]Jaminoacétate de méthyle 13

N/\/ Exact Mass: 223,12
k Mol. Wt.: 223,27

COOMe

A une solution refroidie a 0°C de N-(2-hydroxyéthyl)benzylamine (1 g; 6,6 mmol) et de
diisopropyléthylamine (0,85 g ; 6,6 mmol) dans 7 mL de DMF anhydre, est ajouté goutte a
goutte du bromoacétate de méthyle (1 g ; 6,6 mmol). Le milieu réactionnel est laissé 24 h sous
agitation a température ambiante puis évaporé a sec. Le résidu est repris dans CH,Cl,, lavé
trois fois a I’eau distillée. La phase organique est séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée a sec
pour conduire a 1,1 g de produit attendu sous forme d’une huile jaune. Ce composé est utilisé
tel quel pour I’étape suivante.

Rf : 0,66 (silice, CH,Cl,/méthanol 99/1).
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RMN *H (300 MHz, CDCls) : § =2,87 (t, 2H, J= 5 Hz, NCH ); 3,35 (s, 2H, CH,CO); 3,60
(t, 2H J= 5 Hz, CH,0OH); 3,69 (s, 3H, CH3); 3,82 (s, 2H, PhNCH,), 7,26-7,33 (m, 5H, CH
Ph).

RMN *3C (75 MHz, CDCls) : & = 51,7 (CH3); 54,2 (NCH,CO); 56,5 (NCH,); 58,4 (PhCH;,N);
58,9 (CH,0OH); 127,5 (CH Ph); 128,5 (CH Ph); 128,9 (CH Ph); 138,1(Cq) ; 172,2 (CO).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 246 [M+Na]® (100); 224 [M+H]" (52); 262 [M+K]"
(12).

2-[N-benzyl, N-(2-hydroxyéthyl)]Jaminoacétate de benzyle 14

OH
N7 CisHyNO;3
0 Exact Mass: 299,15

Mol. Wt.: 299,36
O

A une solution refroidie a 0°C de N-(2-hydroxyéthyl)benzylamine (2 g ; 13,3 mmol) et de
diisopropyléthylamine (1,5 g ; 11,6 mmol) dans 15 mL de DMF anhydre, est ajouté goutte a
goutte du bromoacétate de benzyle (3,05 g ; 13,3 mmol). Le milieu réactionnel est laissé 24 h
sous agitation a température ambiante puis évaporé a sec. Le résidu est repris dans CH,Cl,
lavé trois fois a 1’eau distillée. La phase organique est séchée sur Na, SOy, filtrée et évaporée a
sec pour conduire a une huile jaune correspondant a 3,37 g de mélange suivant : composé
attendu 14 / lactone 12 (74/13). Ce mélange est utilisé tel quel pour 1’étape suivante.

RMN 'H (300 MHz, CDCly): & (ppm) =292 (t,2H,J= 6 Hz, CH,N); 342
(s, 2H, CH,COOBz); 3,62 (t,2H, J= 6 Hz, CH,OH); 3,86 (s, 2H, CH,Ph); 5,14
(s, 2H, OCH,Ph); 7,30-7,39 (m, 10H, CH Ph).

RMN *3C (75 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 54,1 (CH,) ; 56,5 (CH.) ; 58,4 (CH,) ; 58,8 (CHy) ;
66,5 (CH,) ; 127,6 (CH Ph) ; 128,3 (CH Ph); 128,4 (CH Ph); 128,5 (CH Ph); 128,6 (CH Ph);
129,0 (CH Ph); 135,4 (Cq) ; 138,0 (Cq) ; 171,5 (C=0).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 322,3 [M+Na]" (100), 300,4 [M+H]" (39).

2-[N-benzyl, N-(2-bromoéthyl)Jamino acétate de méthyle 15

Exact Mass: 285,04
k Mol. Wt.: 286,16

COOMe
A une solution refroidie a 0°C de 13 (1 g ; 4,5 mmol) et de triphénylphosphine (1,4 g; 5,2
mmol) dans 20 mL de CHClI,, est ajoutée par portions (environ 1/10 par minute) la N-

bromosuccinimide (1 g; 5,7 mmol). Le milieu réactionnel est laissé 16 h sous agitation a
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température ambiante. Apres eévaporation a sec, le résidu orangé est récupéré, puis broyé et
repris dans 1’éther diéthylique. La solution résultante est filtrée et le filtrat est évaporé a sec.
L’ajout d’éther diéthylique suivi d’une filtration et d’une concentration sous vide permet
d’¢liminer davantage d’oxyde de triphénylphosphine (précipité blanc insoluble dans 1’éther
diéthylique). Cette opération est réalisée trois fois en tout, puis une chromatographie sur
colonne de silice (éther diéthylique) permet d’obtenir 0,9 g d’une huile jaune correspondant
au produit attendu.

Rdt : 70 % (sur les deux étapes, calculé a partir de la N-(2-hydroxyéthyl)benzylamine).

Rf : 0,38 (silice, éther de pétrole/acétate d’éthyle 95/05).

RMN 'H (300MHz, CDCls): &=3,10-3,15 (m, 2H, NCH,), 3,34-3,39 (m, 2H, CH,Br),
3,44 (s, 2H, CH,CO), 3,70 (s, 3H, CHs), 3,90 (s, 2H, PhCHy), 7,24-7,33 (m, 5H, CH Ph).
RMN 3C (75 MHz, CDCls) : 6 = 30,3 (CH,Br), 51,4 (CHs), 54,0 (NCH,CO), 55,8
(BzNCH,), 58,1 (CH,Ph), 127,4 (CH Ph); 128,4 (CH Ph); 128,8 (CH Ph) ; 138,4(Cq) ; 171,6
(CO).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 288,0 (35) / 286,0 (44) [M+H]", 206,1 [M + H - HBr]"
(100).

2-[N-benzyl, N-(2-bromoéthyl)]Jamino acétate de benzyle 16

Br
NT C,gH,BrNO,
e} Exact Mass: 361,07
v@ Mol. Wt.: 362,26
o

A une solution refroidie a 0°C de 14 (2,15 g ; 7,2 mmol) et de triphénylphosphine (3,36 g ;
9,0 mmol) dans 50 mL de CH,Cl,, est ajoutée par portions (environ 1/10 par minute) la N-
bromosuccinimide (1,6 g; 9,0 mmol). Le milieu réactionnel est laissé 16 h sous agitation a
température ambiante. Aprées évaporation a sec, le résidu orangé est récupéré, puis broyé et
repris dans 1’éther diéthylique. La solution résultante est filtrée et le filtrat est évaporé a sec.
L’ajout d’éther diéthylique suivi d’une filtration et d’une concentration sous vide permet
d’¢liminer davantage d’oxyde de triphénylphosphine (précipité blanc insoluble dans 1’éther
diéthylique). Cette opération est réalisée trois fois en tout, puis une premiére chromatographie
sur colonne de silice (éther diéthylique) permet d’obtenir une huile jaune contenant le
composé attendu et du PPhs résiduel (13% en masse). Une seconde purification (colonne de
silice, éther de pétrole / éther diéthylique 95/5 — 90/10) permet d’isoler le composé 16 pur
(1,16 g, huile jaune pale).
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Rdt : 44% (sur les deux étapes, calculé a partir de la N-(2-hydroxyethyl)benzylamine).

Rf : 0,24 (silice, éther de pétrole/acétate d’éthyle 98/2).

RMNH (300MHz, CDCls) : & = 3,15 (t, 2H, J= 7 Hz, CH,N); 3,37 (t, 2H, J= 7Hz, CH,Br);
3,48 (s, 2H, CH,CO); 3,90 (s, 2H, CH,N); 5,15 (s, 2H, CH,0); 7,26-7,36 (m, 10H, CH Ph).
RMN C (75 MHz, CDCls): $=30,52 (CH,Br); 54,33 (CH,CO); 55,91 (BzNCHy);
58,07 (NCH,Ph); 66,25 (PhCH,0); 127,39 (CH Ph); 128,36 (CH Ph); 128,40 (CH Ph);
128,43 (CH Ph); 128,64 (CH Ph); 128,81 (CH Ph); 135,50 (Cq Ph); 136,54 (Cq Ph); 171,12
(CO).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 386,5 (100) / 384,4 (78) [M + Na]"; 364,1 (60) / 362,3
(65) [M + H]" ; 282,4 [M+H - HBr]" (80).

1,10-dibenzyl-1,10-di(méthoxycarbonylméthyl)-4,7-di(tert-butoxycarbonylméthyl)-
1,4,7,10-tétraazadécane 17

tBuOOC MeOOC
T\l 7\1 C3gHs5gN4Og
N~ O NN N Exact Mass: 698,43
k k Mol. Wt.: 698,89
COOMe COOtBu

Une suspension de 1,4-di(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4-diazabutane 5 (75 mg ; 0,26 mmol)
et de K,CO3 (0,36 g; 2,6 mmol) dans I’acétonitrile anhydre (20 mL) est chauffée a reflux
pendant 1 h; 2 équivalents de 2-[N-benzyl, N-(2-bromoéthyl)Jamino acétate de méthyle 15
(1,50 g; 0,52 mmol) sont ajoutés au mélange puis le chauffage est poursuivi durant 24 h.
Apres retour a température ambiante, le milieu réactionnel est filtré et évaporé a sec. Le résidu
est repris dans CH,Cly, filtré (afin d’éliminer les restes de sels) puis évaporé a sec. L huile
jaune obtenue est purifiée sur colonne de silice (CH.Cl,/éther de pétrole 1/1) pour conduire a
92 mg de composé 17 sous la forme d’une huile jaune.

Rdt : 50%.

Rf : 0,31 (silice, CH,Cly/ méthanol 95/05).

RMN *H (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 1,42 (s, 18H, CH3 tBu) ; 2,7-3,0 (m, 12H, -CH>-N) ;
3,37 (s, 4H, -CH,-COOtBuU) ; 3,42 (bs, 4H, -CH,-COOMe) ; 3,66 (s, 6H, Me) ; 3,79 (s, 4H, -
CH,-Ph) ; 7,28-7,31 (m, 10H, CH Ph).

RMN *3C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,06 (CH3 tBu); 28,14 (CHs tBu) ; 47,01 (CH,) ;
50,06 (CHy) ; 51,32 (CHg) ; 51,62 (CHy) ; 52,37 (CH,) ; 52,50 (CHy); 54,07 (CHy) ; 55,74
(CHy) ; 58,51 (CHy) ; 81,30 (Cq) ; 82,66 (Cq) ; 127,24 (CH) ; 128,33 (CH) ; 129,06 (CH) ;
138,40 (Cq) ; 169,75 (CO) ; 170,38 (CO) ; 171,86 (CO).
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IR (KBr) en cm™: 1738 (C=0 ester) ; 1455 (C=C aromatique) ; 701 (C-H aromatique hors du
plan) ; 754 (C-H aromatique hors du plan).
SM (ESI, mode positif) : 699,7 [M+H]" (100).

2-[N-(2-hydroxyethyl), N-méthyllamino acétate de tertiobutyle 19

\N/\/OH C9H]9NO3
Exact Mass: 189,14
k Mol. Wt.: 189,25

COOtBu
A un mélange refroidi a 0°C de N-(2-hydroxyéthyl)méthylamine 18 (1,5 g ; 20 mmol) et de
K2.CO3 (2,93 g ; 21,3 mmol) dans 80 mL de CH3CN anhydre est additionné le bromoacétate
de tertiobutyle (4,15 g; 21,3 mmol). Le milieu réactionnel est agité 48 h a température
ambiante, puis filtré et évaporé a sec. Le composé brut obtenu est utilisé tel quel pour 1’étape
suivante.
Rf : 0,25 (silice ; acétate d’éthyle)
RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm)= 1,41 (s, 9H, tBu); 2,35 (s, 3H, Me); 2,62(t, 2H, J=5
Hz, CH,0OH); 3,15 (s, 2H, CH,CO); 3,53 (t, 2H, J=5 Hz, CH;N).
RMN *3C (75 MHz, CDCls) : & (ppm)= 28,12 (tBu); 42,06 (Me): 58,52 (CH,); 58,73(CH>);
59,38 (CHy); 81,33 (Cq tBu); 170,72 (CO).
SM (DCI/NHs) : m/z (%) = 190,1 [M+H] * (100).

2-[N-(2-bromoéthyl), N-méthyl] amino acétate de tertiobutyle 20

\N/\/Br CnggBrNOz
k Exact Mass: 251,05
COOtBu Mol. Wt.: 252,15

A une solution refroidie a 0°C de composé 19 (0,380 g ; 2 mmoles) et de triphénylphosphine
(0,672 g ; 2,56 mmoles) dans 10 mL de CH,CI, anhydre est additionnée en 4 portions la N-
bromosuccinimide (0,455 g; 2,56 mmoles). Aprés 20 min. d’agitation a température
ambiante, le milieu est concentré sous vide. L’huile obtenue est reprise par 20 mL d’éther
diéthylique et le précipité d’oxyde de triphénylphosphine est éliminé par filtration. Le filtrat
est purifié sur colonne de silice (éther diéthylique) pour conduire a 330 mg de composé 20
(huile incolore).

Rdt : 65 % (sur les deux étapes, calculé a partir de la N-(2-hydroxyéthyl)méthylamine). .
RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,46 (s, 9H, tBu); 2,45 (s, 3H, NMe); 3,01 (t, 2H, J=
7 Hz, CH,Br); 3,26 (s, 2H, CH,CO); 3,42 (t, 2H, J= 7 Hz, CH;N).
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RMN C (75 MHz, CDCls): & (ppm) = 28,16 (tBu); 29,82 (NMe); 41,81 (CH,Br); 58,09
(CH.N); 58,88 (CH,CO); 81,21 (Cq tBu); 170,05 (CO).
SM (DCI/NHs) : m/z (%) = 252,1 (100) / 254,1 (80) [M+H] *.

1,10-diméthyl-1,4,7,10-tétra(tert-butoxycarbonylmethyl)-1,4,7,10-tétraazadécane 21
tBuOOC tBuOOC

w w C3,HgoN4Og
/N\/\N/\/N\/\N/ Exact Mass: 630,46
k k Mol. Wt.: 630,86
COOtBu COOtBu

Une suspension de 1,4-di(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4-diazabutane 5 (1 g ; 3,47 mmol) et
de K,CO3 (4,92 ; 35 mmol) dans I’acétonitrile anhydre (120 mL) est chauffée a reflux pendant

1 h; 2 équivalents de 2-[N-(2-bromoéthyl), N-méthyl] amino acétate de tertiobutyle 20 (1,74
g; 6,94 mmol) sont ajoutés au melange puis le chauffage est poursuivi durant 24 h. Apreés
retour a température ambiante, le milieu réactionnel est filtré et évaporé a sec. L’huile beige
obtenue est purifiée sur colonne de silice (acétate d’éthyle / MeOH 85/15) pour conduire a
1,43 g de composé 21 sous la forme d’une huile beige.

Rdt : 65 %.

Rf : 0,27 (silice ; acétate d’éthyle/ MeOH 85/15)

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm)= 1,42 (s, 18H, tBu); 1,43 (s, 18H, tBu); 2,34 (s, 6H,
NMe); 2,57-2,62 ( m, 4H, CH,N); 2,72 (s, 4H, CH3N); 2,72-2,77 (m, 4H, CH,N); 3,15 (s, 4H,
CH,COOtBuU); 3,30 (s, 4H, CH,COOtBu).

RMN *¥C (75 MHz, CDCls) : & (ppm)= 28,17 (tBu); 28,20 (tBu); 42,40 (Me); 52,34 (CHy);
52,95 (CH,); 55,03 (CH,) ; 56,19 (CH,); 59,50 (CH,); 80,69 (Cq tBu); 80,77 (Cq tBu); 170,28
(CO tBu); 170,92 (CO tBu).

IR (cm™) : 1733 (C=0).

SM (ESI, mode positif ) : 631,7 [M + H]" (100).

2,6 dibromométhylpyridine 22

X
| C;H,Br,N
N/ Exact Mass: 262,89
Mol. Wt.: 264,95
Br Br

A une solution de 2,6-dihydroxyméthylpyridine (400 mg, 2,88 mmol) dans 8 mL de CCl,
anhydre, est ajouté, lentement et a -10°C, le PBr3 (0,8 mL ; 8,5 mmol). Apres une nuit a reflux
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et retour a temperature ambiante, le milieu est hydrolysé par 8 mL d’eau distillée. La phase
aqueuse est neutralisée par NaHCO3 solide puis extraite au CHCI3. Les phases organiques
rassemblées sont séchées sur Na,SQO,, filtrées et évaporées a sec. Le résidu ainsi obtenu est
purifié sur silice (CH,Cl, / MeOH 98/2) pour conduire a 420 mg de cristaux incolores.

Rdt : 55 %.
Rf : 0,17 (CH,Cl, / MeOH 98/2).

RMN ‘H(300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 4,54 (s, 4H, CH,Br); 7,37 (d, 2H, J= 7,92 Hz, Hpy);
7,71 (t, 1H, 7,92 Hz, Hpy).
RMN 3C (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 34,09 (CH,); 123,51 (CH); 138,85 (CH); 157,37 (Cq).

6,6’-dimethyl-2,2’-bipyridine 23

CioH 5N,
Exact Mass: 184,10
Mol. Wt.: 184,24

Sous atmosphére inerte, sont introduits 13,8 g (58,2 mmol) de NiCl,.6H,0 et 60,8 g (232,7
mmol) de triphénylphosphine dans 270 mL DMF. Au bout de 1h d’agitation a 50°C, 3,79 g
(58,2 mmol) de Zn (s) sont ajoutés au mélange réactionnel et le chauffage est poursuivi 1 h de
plus. 1,13 g (58,2 mmol) de 2-bromo-6-méthylpyridine (1,13 g; 58,2 mmol) est alors
additionné et le milieu réactionnel est laissé sous agitation a 50°C pendant une nuit. Apres
retour a température ambiante, le mélange réactionnel est versé dans 400 mL NH;OH 15 % et
extrait par 3 x 400 mL d’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont lavées par 3 x 150 mL
d’une solution aqueuse saturée de NaCl, séchées sur Na,SO, et évaporées. La 6,6’-diméthyl-
2,2’-bipyridine est solubilisée sous forme de chlorhydrate par ajout de 150 mL de HCI (2 N)
(élimination de la triphénylphosphine insoluble). Le filtrat est basifié par addition de 300 mL
de NH4OH 15 % puis extrait par 3 x 200 mL d’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont
lavées par 3 x 100 mL d’une solution aqueuse saturée de NaCl, filtrées et évaporées a sec

pour conduire a 8,96 g du produit attendu sous forme de cristaux jaunes.
Rdt : 84 %.
RMN 'H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 2,63 (s, 6H, CHs) ; 7,15 (d, 2H, Hss, J= 7,6 Hz) ;

7,68 (t, 2H, Ha4, J= 7,8 Hz) ; 8,70 (d, 2H, Hs 3., J= 7,8 Hz).
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6,6’-diméthyl-2,2°-bipyridine-N,N’-dioxyde 24

43 A
s 5 Ci,H )N, 0,
N\ 7 N\ / Exact Mass: 216,09
T T Mol. Wt.: 216,24
(0] (0]

A une solution de 23 (3,2 g ; 17,3 mmol) dans 400 mL de CHCI; est ajoutée goutte a goutte
une solution de m-CPBA 70% (15,6 g ; 69,2 mmol) dans 400 mL de CHCI3. Le mélange
réactionnel, laissé sous agitation 24 h a température ambiante a 1’abri de la lumicére, est
ensuite successivement lavé par 5 x 100 mL de NaOH 2N, 3 x 40 mL de solution aqueuse
saturée de Na,COg3, 3 x 40 mL de solution aqueuse saturée de Na,S,03 puis extrait par 3 x 100
mL CH,Cl,. Les phases organiques sont séchées, filtrées et évaporées ; le résidu blanc obtenu
est purifié sur colonne d’alumine (CH,Cly/méthanol 100/0 — 98/02) pour conduire a 2,5 g de
produit sous la forme des cristaux blancs.

Rdt : 67 %.

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 2,50 (s, 6H, CHs) ; 7,18 (d, 2H, Hs5», J= 6 Hz) ; 7,23
(t, 2H, Hag, 3= 6 Hz) ; 7,34 (d, 2H, H3 3, J= 6 Hz).

6,6’-di(bromométhyl)-2,2’-bipyridine 26

CoH oBroN,
Exact Mass: 339,92
Mol. Wt.: 342,03

Sous atmospheére inerte, 24 (1 g ; 4,62 mmol) est mélangé a I’anhydride acétique (1,9 g ; 203
mmol) et le milieu est chauffé une nuit a 120°C. Apres évaporation a sec, 32 mL de HBr a
33% dans I’acide acétique sont ajoutés et le milieu est chauffé a 70°C pendant 7 h. Le milieu
réactionnel est dilu¢ dans 200 mL d’eau distillée et neutralis¢é par NaHCOg3(). La phase
aqueuse est extraite par 3 x 100 mL CHCI; et les phases organiques obtenues sont séchées
sur NaxSOy, filtrées et évaporées. La poudre marron obtenue est recristallisée dans CCl,. Les
cristaux sont lavés avec du dichlorométhane et de I’éther diéthylique pour conduire a 0,85 g
de produit attendu.

Rdt : 54 %.

Rf : 0,6 (silice, CH,CL,).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 4,66 (s, 4H, -CH,Br) ; 7,5 (d, 2H, Hs.5, %)= 7,6 Hz) ;
7,86 (t, 2H, Has, )= 7,7 Hz) ; 8,43 (d, 2H, Hs 3, %)= 7,8 H2).
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3-(diméthylamino)-1-(2-pyridyl)prop-2-en-1-one 27
X
| CoH N0
Z x _N(Me), Exact Mass: 176,09
N Mol. Wt.: 176,22
O

9,9 mL d’acétal de diméthyle de N,N’-diméthylformamide (0,074 mol) sont additionnés
goutte a goutte a une solution de 4,50 g de 2-acétylpyridine (0,037 mol) dans 12 mL de DMF
anhydre. Le mélange réactionnel est chauffé a reflux sous argon pendant 4 h. Apres
évaporation a sec, le solide obtenu est repris dans le cyclohexane puis filtré et lavé au
cyclohexane. Le produit attendu est obtenu sous la forme d'une poudre verte et séché a 1’étuve
a vide une nuit (5,78 g).

Rdt : 89 %.

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 3,0 (s, 3H), 3,2 (s, 3H), 6,4 (d, 1H, J= 12,6 Hz), 7.3
(ddd, 1H, J= 7,5 Hz, J= 4,8 Hz, J= 1,3 Hz), 7,7 (td, 1H, J= 7,7 Hz, J= 1,8 Hz), 7,8 (d, 1H, J=
12,6 Hz), 8,1 (dd, 1H, J=7,8 Hz, J= 1 Hz), 8,6 (ddd, 1H, J=4,8 Hz, J= 1,7 Hz, J= 0,9 Hz).

IR (KBr) encm™: 1639 (C=0 ester).

RMN C (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 37,5 (CHs), 45,2 (CH3), 91,2 (CH), 122,1 (CH),
125,5 (CH), 136,9 (CH), 148,1 (CH), 154,9 (CH), 156,1 (Cq), 186,6 (C=0).

2,2°:6°,2°-terpyridine 29

=
S ‘ CisH N3
X N X Exact Mass: 233,10
- | Mol. Wt.: 233,27
= N _~#

6,29 g (0,056 mol) de tBuOK sont dissous dans 100 mL de THF anhydre fraichement distillé.
A cette solution refroidie a 0°C, est ajoutée une solution de 3,45 g de 2-acétylpyridine (0,029
mol) dans 50 mL de THF anhydre. Au mélange réactionnel agité 45 min a température
ambiante, est additionnée une solution de 5,09 g (0,029 mol) de 27 dans 70 mL de THF
anhydre. Apres agitation du mélange réactionnel pendant 21 h a température ambiante, 22,41
g (0,29 mol) d’acétate d’ammonium et 70 mL d’acide acétique sont additionnés. Le mélange
résultant est chauffé a reflux pendant 2 h 30. Le résidu noir obtenu aprés évaporation a sec est
repris dans 200 mL d’eau distillée. La phase aqueuse est neutralisée avec NaHCO3 solide puis
extraite au CH,Cl,. Les phases organiques sont séchées sur Na,SO,, filtrées puis évaporées a
sec. L'huile noire obtenue est reprise dans 200 mL de toluéne et filtrée sur célite. Le filtrat est
évaporeé a sec et purifié sur colonne d'alumine (toluéne). Le compose attendu est obtenu sous

forme d’un solide verdatre (1,65 g)
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Rdt : 24 %.

RMN H (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 7,3 (ddd, 2H, J= 1,2 Hz, J= 4,8 Hz, J= 7,5 Hz), 7,85
(td, 2H, J= 1,8 Hz, J= 7,5 Hz), 7,95 (t, 1H, J= 7,8 Hz), 8,5 (d, 2H, J= 7,8 Hz), 8,6 (td, 2H, J=
1,1 Hz, J= 8,0 Hz) 8,7 (ddd, 2H, J= 0,9 Hz, J= 1,8 Hz, J= 4,8 Hz).

RMN *C (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 121,0 (CH), 121,2 (CH), 123,8 (CH), 136,9 (CH),
137,9 (CH), 149,1 (CH), 155,3 (Cq), 156,2 (Cq).

2,2°:6°,2°’-terpyridine-N,N’’-dioxyde 30

CisHi N30,
Exact Mass: 265,09
Mol. Wt.: 265,27

Une solution de 6,36 g (36,8 mmol) de m-CPBA a 70 % dans 50 mL de CHCl,,
préalablement séchée sur sulfate sodium, est additionnée goutte a goutte a une solution de 29
(1,95 g; 8,36 mmol) dans 70 mL de dichlorométhane. Le melange réactionnel est agité une
nuit a température ambiante. Le mélange résultant est dilué dans 100 mL de CH,CI; puis lavé
trois fois avec une solution aqueuse de carbonate de sodium a 5%. La phase organique est
séchée sur Na,SOq, filtrée puis évaporée a sec. Le composé attendu est obtenu sous forme
d’une poudre blanche (1,38 g).

Rdt : 62 %.

RMN *H (300 MHz, CDCl3) : 8 (ppm) = 7,3 (m, 2H), 7,4 (td, 2H, J=7,8 Hz, J= 1,3 Hz), 7,9
(t, 1H, J= 8 Hz), 8,1 (dd, 2H, J= 8 Hz, J= 2,1 Hz ), 8,35 (dd, 2H, J= 6,5 Hz, J= 0,9 Hz), 8,85
(d, 2H, J= 8 Hz).

6,6”’-dicarbonitrile-2,2°:6°,2°’-terpyridine 31

C,7HoN;
Exact Mass: 283,09
Mol. Wt.: 283,29

6,4 mL (51 mmol) de cyanure de triméthylsilyle sont additionnés a une solution de 30 (1,26 g,
4,75 mmol) dans 60 mL de CH,Cl,. Aprés 5 min d'agitation a température ambiante, 2,2 mL
de chlorure de benzoyle (19 mmol) sont ajoutés. Le mélange résultant est agité sous argon

pendant 60 h a température ambiante. Le milieu réactionnel, neutralis¢ par 130 mL d’une
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solution aqueuse de carbonate de potassium a 10 %, est extrait avec du CHCI3. Les phases

organiques sont séchées sur Na,SOq, filtrées et évaporées a sec. Le solide obtenu est repris
dans I’éther diéthylique puis filtré. Une poudre de couleur beige est obtenue (1,11 g).

Rdt : 82 %.

RMN *H (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7,75 (dd, 2H, J= 1,0 Hz, J= 7,6 Hz), 8,0 (t, 2H, J=
8,1 Hz), 8,05 (t, 1H, J= 7,9 Hz), 8,6 (d, 2H, J= 7,9 Hz), 8,8 (dd, 2H, J= 1,0 Hz, J= 8,1 Hz).
RMN **C (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 117,3 (CN), 122,6 (CH), 124,15 (CH), 128,35
(CH), 137,9 (CH), 138,6 (CH), 153,5 (Cq), 157,4 (Cq).

IR (KBr) en cm™: 2237 (CN).

6,6”-bis(carbamoyl)-2,2:6°,2>-terpyridine 32

]
N Ny AN C17H3N50,
| | Exact Mass: 319,11
=N N . _~ Mol. Wt.: 319,32
CONH; CONH,

700 mg (2,47 mmol) de 31 sont mis en suspension dans un mélange eau/éthanol (10 mL/45
mL). 1,4 g (25 mmol) de potasse en poudre sont ajoutés au milieu réactionnel qui est chauffé
a reflux une nuit. Aprés évaporation de I'éthanol, le milieu aqueux est acidifié a pH = 4 avec
une solution aqueuse de HCl 1M et le précipit¢ formé est filtré, lavé a 1’eau puis a
I’acétonitrile. La poudre blanche obtenue est séchée a I’étuve a vide (0,645 g).

Rdt : 82 %.

IR (KBr) encm™: 1669 (CO amide).

6,6°’-bis(carboxy)-2,2°:6°,2”’-terpyridine 33

Ci7H N304
Exact Mass: 321,07
Mol. Wt.: 321,29

615 mg (1,93 mmol) de 32 sont mis en solution dans un mélange acide acétique glacial / acide
sulfurique concentré (9 mL / 9 mL). La solution est chauffée a reflux pendant 5 h puis

refroidie a température ambiante. 90 mL d’eau glacée sont ajoutés au mélange réactionnel qui
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est agité 10 min. Le précipité formé est filtré, rincé a 1’eau glacée et a ’acétonitrile. Le
produit attendu est isolé sous forme d’une poudre blanche aprés un séchage a 1’étuve (580

mg).

Rdt : 94 %.

RMN *H (300 MHz, DMSO-d°) : & (ppm) = 8,2 (m, 5H), 8,65 (d, 2H, J= 7,8 Hz), 8,9 (dd, 2H,
J=1,2 Hz, )= 7,8 Hz).

IR (KBr) en cm™: 1708 (COOH).

6,6”’-bis(méthoxycarbonyl)-2,2°:6°,2*’-terpyridine 34

]
x CoH5N;0
X AN 194 1154Y3%Y4
| N Exact Mass: 349,11
_N N~ Mol Wt.: 349,34
COOMe COOMe

0,5 mL de SOCI, est additionné a 25 mL de méthanol anhydre a 0 °C. La solution est agitée
10 min a température ambiante puis 490 mg (1,52 mmol) de 33 sont ajoutés; le mélange
résultant est chauffé a reflux pendant 5 h. Apres évaporation a sec, le résidu est solubilisé
dans 40 mL de chloroforme et 5 mL de méthanol, neutralisé avec 40 mL d’une solution
aqueuse saturée en NaHCOg puis extrait au chloroforme. Les phases organiques sont séchées,
filtrées puis évaporées a sec. Un solide blanc est obtenu (430 mg).

Rdt : 81 %.

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 4,1 (s, 6H, CHs): 8,0 (t, 3H, J= 7,7 Hz) ; 8,2 (d, 2H,
J=7,7Hz), 8,6 (d, 2H, J=7,9 Hz), 8,8 (d, 2H, J=7,9 Hz).

IR (KBr) encm™: 1723 (COOMe).

6,6°’-bis(hydroxyméthyl)-2,2°:6°,2°-terpyridine 35

Cy7H5N;0,
Exact Mass: 293,12
Mol. Wt.: 293,32

CH,0OH CH,OH
200 mg (5,28 mmol) de NaBH, sont additionnés a une suspension de 400 mg (1,25 mmol) de
34 dans 15 mL d’éthanol. La solution est chauffée a reflux pendant 24 h. Apres évaporation a

sec, 15 mL d’une solution aqueuse de NaHCOj3 saturée sont ajoutés et le mélange résultant est
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porté a reflux pendant 10 min. Le milieu réactionnel est dilué avec 25 mL d’eau distillée et
neutralisé avec une solution aqueuse de HCI 1M. Le précipité blanc formé est filtre, lavé a
I’eau, a l'acétonitrile et a I'éther diéthylique. Le produit attendu est obtenu sous forme de
poudre blanche et séché a 1’¢étuve (156 mg).

Rdt : 43 %.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-d® : & (ppm) = 4,7 (d, 4H, J= 5,7 Hz), 5,5 (t, 2H, OH, J= 5,7
Hz), 7,6 (d, 2H, J= 7,4 Hz), 8,0 (t, 2H, J= 7,8 Hz), 8,1 (t, 1H, J= 7,7 Hz), 8,4 (d, 2H, J= 7,8
Hz), 8,5 (d, 2H, J= 7,5 Hz).

6,6”-bis(bromométhyl)-2,2°:6,2*>-terpyridine 36

/ ’
x
X N X
| | C17H3Br;N;
N N. _~ Exact Mass: 416,95
Mol. Wt.: 419,11

0,15 mL (1,58 mmol) de PBr3 sont mis en solution dans 9 mL de DMF anhydre. Apres 15

min d’agitation a température ambiante, 130 mg (0,44 mmol) de 35 sont ajoutés et le mélange
résultant est chauffé a 60 °C pendant 1 h puis laissé sous agitation a température ambiante une
nuit. Le milieu réactionnel est évaporé a sec, traité avec une solution aqueuse saturée de
NaHCOs. Le précipité formé est filtré puis lavé a I’eau froide et a 1’éther diéthylique (140
mg).

Rdt : 75 %.

RMN 1H (300 MHz, CDCI3) : & (ppm) = 4,6 (s, 4H), 7,5 (d, 2H, J= 9 Hz), 7,9 (t, 2H, J= 9
Hz), 8,0 (t, 1H, J= 9 Hz), 8,5 (d, 4H, J= 9 Hz).

Réactions de macrocyclisation avec le dérivé 1,4,7,10-tétra(tert-butoxycarbonylméthyl)-
1,4,7,10-tétraazadécane 4 : procédure générale

10 équivalents de carbonate de sodium sont ajoutés a une solution de 1,4,7,10-tétra(tert-
butoxycarbonylméthyl)-1,4,7,10-tétraazadécane 4 dans 1’acétonitrile anhydre ([4] ~ 2,8 107
mol. LY. La suspension est portée a reflux et chauffée pendant 1 h sous atmosphére inerte. 1
équivalent de derive bromé est ajouté et le mélange resultant est chauffé a reflux durant 24h.
Apres refroidissement du milieu réactionnel, les sels de sodium sont filtrés et le filtrat est

évaporé a sec. Celui-ci est repris dans le dichlorométhane et les restes de sels sont a nouveau
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¢liminés. Apres évaporation a sec, le résidu est purifié¢ sur colonne d’alumine (Act. IV) afin

d’obtenir le macrocycle désiré.

Macrocycle 37

C4r2HegsNgOg
Exact Mass: 782,49
Mol. Wt : 783,00

tBuooCc—/ —/ \_cootBu

4 (150 mg ; 0,25 mmol), Na,CO3 (260 mg ; 2,5 mmol) dans 90 mL d’acétonitrile anhydre puis
ajout de 85 mg (0,25 mmol) de 6,6’-dibromométhyl-2,2’-bipyridine 26. Le résidu obtenu est
purifié sur colonne d’alumine (CH,Cly/méthanol : 1/0 — 1/1) pour conduire a 113 mg d’un
mélange de macrocycle attendu sous forme « libre » / forme complexée avec Na* (55/45).
Une fraction de ce mélange (30 mg) est repris dans 10 mL de chloroforme et lavé avec une
solution saturée d’EDTA disodé (3 x 10 mL) et a I’ecau (2 x 10 mL). La phase organique est
séchée, filtrée et évaporée a sec pour conduire a 24 mg de macrocycle 37 sous forme « libre »
(huile jaune). Une autre fraction de mélange (30 mg) est reprise dans 3 mL d’acétonitrile,
chauffée a reflux %2 h en présence de 5 équiv. de NaCl, filtrée puis évaporée a sec pour
conduire & 26 mg de macrocycle sous forme complexée 37.Na".

Rdt : 58%.

Forme libre :

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,38 (s, 18H, CHs tBu) ; 1,49 (s, 18H, CH; tBu) ;
2,34-2,43 (m, 4H, -CH,;N-) ; 2,70-2,74 (m, 8H, -CH,N-); 3,0-3,30 (m, 4H, -CH,COOtBuU) ;
3,42 (s, 4H, -CH,COOtBu) ; 4,00 (s, 4H, -CH, bpy) ; 7,40 (d, 2H, Hs s, *J=7,5 Hz, H bpy) ;
7,75 (t, 2H, Ha 4, )= 7,6 Hz, H bpy) ; 7,86 (d, 2H, Hs3, %= 7,5 Hz, H bpy).

RMN *C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,06 (CHs) ; 28,19 (CHs) ; 51,40 (CH,) ; 52,49
(CHy) ; 52, 68 (CHy); 56,15 (CH,) ; 58,12 (CH,) ; 60,47 (CH,) ; 80,56 (Cq) ; 80,98 (Cq);
120,69 (CH bpy 3,3%); 124,00 (CH bpy 5,5”); 136,99 (CH bpy 4,4°); 156,55 (Cq bpy) ;
158,88 (Cq bpy) ; 170,77 (COOtBu).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 299,4 [M+K+H-4tBu]** (100) ; 805,6 [M+Na]* (67);
783,7 [M+H]" (19).

IR (CaF,) en cm™: 1733 (C=0 ester) ; 1573 (C=C, C=N pyridine).

UV (Acétonitrile) : & (e en M™*cm™) nm: 237 (13195) ; 289 (14920).
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Forme complexée:

Rt : 0,22 (alumine ; CH,Cl, / méthanol 98/2).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,24 (s, 18H, CHs tBu) ; 1,37 (s, 18H, CHs tBu) ;
2,6-2,8 (M, 8H, -CH;N-) ; 2,83-2,96 (m, 4H, -CH,N- ) ; 3,15-3,19 (m, 8H, -CH,COOtBu) ;
4,01 (s, 4H, -CH, bpy) ; 7,28 (d, 2H, Hss-, 2J= 7,5 Hz, H bpy) ; 7,87 (t, 2H, Hs4, 3J=7,5 Hz,
H bpy) ; 7,94 (d, 2H, Hs 3, *J= 7,5 H bpy).

RMN *C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,01 (CHs) ; 28,20 (CH3) : 52,04 (CH,) : 52,64
(CHy); 56,01 (CH,) ; 56,66 (CH>) ; 81,80 (Cq) ; 82,20 (Cq) ; 120,27 (CH bpy) ; 123,68 (CH
bpy) ; 138,48 (CH bpy) ; 154,74 (Cq bpy) ; 157,75 (Cq bpy) ; 170,78 (COOtBu) ; 171,42
(COOtBu).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 805,7 [M+Na]* (100) ; 411,6 [M+K+H]** (92) ; 299,5
[M+K+H-4tBu]?* (54) ; 355,5 [M+K+H-2tBu]** (25) ; 327,4 [M+K+H-3tBu]** (21) ; 383,6
[M+K+H-tBu]** (20) ;783,8 [M+H]" (17).

IR (CaF,) en cm™: 1728 (C=0 ester) ; 1576 (C=C aromatique).

UV (Acétonitrile) : & (e en M™cm™) nm: 242 (7814) ; 295 (9056).

Macrocycle 38
X

>

N C3-H ;N0
tBuOOC COOtBu 37H631N5VY8
S— N—" Exact Mass: 705,47

N
(; > Mol. Wt. : 705,92
N N

tBu0oC—/ \—/ \_cootBu

4 (150 mg ; 0,25 mmol), Na,CO3 (260 mg ; 2,5 mmol) dans 90 mL d’acétonitrile anhydre puis
ajout de 66 mg (0,25 mmol) de 6,6’-dibromométhylpyridine 22. Le résidu obtenu est purifié
sur colonne d’alumine (CH,Cly,/méthanol : 1/0 — 1/1) pour conduire a un mélange de
macrocycle attendu sous forme « libre » / forme complexée avec Na* (75/25). Ce mélange est
repris dans 50 mL de chloroforme et lavé avec une solution saturée d’EDTA disodé (2 x 50
mL) et a I’eau (2 x 50 mL). La phase organique est séchée, filtrée et évaporée a sec pour
conduire a 95 mg de macrocycle 38 sous forme « libre » (huile jaune).

Rdt : 54 %.

Brut de la Forme complexée :

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,38 (s, 18H, CHj; tBu); 1,41 (s, 18H, CHs tBu);
2,66 (m, 12H, -CH,N- ); 3,09 (s, 4H, -CH,COOtBu); 3,28 (s, 4H, -CH,COOtBu); 3,81 (m, 4H
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, -CH. py); 7,15 (d, 2H, %)= 7,7 Hz, H py); 7,65 (t, 1H, %)= 7,7 Hz, H py).

RMN “*C (75,4 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 27,9 (CHs); 28,1(CHs); 53,5 (CH,); 53,6 (CH,):
54,1 (CH,); 54,4 (CH,); 58,4 (CH,); 60,4 (CH,); 81,8 (Cq); 81,9 (Cq); 122,2 (CH py); 138,1
(CH py); 157,7 (Cq Py); 171,3 (COOtBu); 171,6 (COOtBU).

IR (KBr) en cm™:2975 ; 2922 ; 2841 ; 1728 ; 1455 ; 1368 ; 1157.

Forme libre :

Rt : 0,42 (Alumine ; CH,Cl, / méthanol 99/1).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,41 (s, 18H, CHs tBu); 1,47 (s, 18H, CHs tBu); 2,47
(s, 4H, -CH;N-); 2,50-2,80 (m, 8H, -CH,N-); 3,15 (s, 4H, -CH,COOtBu); 3,38 (s, 4H, -
CH,COOtBuU); 3,87 (s, 4H, -CH, py); 7,33 (d, 2H, %= 7,7 Hz, H py); 7,60 (t, 1H, %)=7,7 Hz,
H py).

RMN *3C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,1 (CH3); 28,2 (CHs); 50,8 (CH,); 51,8 (CH,);
51,9 (CH,); 57,5 (CH,); 57,7 (CH,); 60,4 (CH,); 80,7 (Cq); 80,9 (Cq); 123,0 (CH py); 136,6
(CH py); 158,4 (Cq py); 170,7 (COOtBu); 170,8 (COOtBu).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 260,5 [M+K+H-4tBu]?* (100) ; 728,8 [M+Na]" (28).

IR (KBr) en cm™: 1733 (C=0 ester); 1593 et 1577 (C=C, C=N pyridine); 733 (C-H

aromatique hors du plan).

Macrocycle 39

C47HgoN7Og
Exact Mass: 859,52
Mol. Wt. : 860,09

Buooc—' —/ \—cootBu

4 (199 mg; 0,33 mmol), Na,CO3 (350 mg ; 3,3 mmol) dans 120 mL d’acétonitrile anhydre
puis ajout de 138 mg (0,33 mmol) de 6,6”’-bis(bromométhyl)-2,2’:6°,2*’-terpyridine 36. Le
résidu brut obtenu est repris dans 100 mL de dichlorométhane et lavé a 1’eau (4 x 100 mL),
avec une solution saturée d’EDTA disodé (3 x 100 mL) et a ’eau (1 x 100 mL). La phase
organique est séchée, filtrée, évaporée a sec puis purifiée sur colonne d’alumine
(CH2Cly/méthanol : 1/0 — 1/1) pour conduire a 110 mg d’une huile jaune correspondant au
macrocycle 39 attendu (forme « libre »).

Rdt : 39 %.
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Rt : 0,3 (alumine ; CH,Cl, / méthanol 95/5).

RMN *H (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 1,36 (s, 9H, CH;tBu) ; 1,48 (s, 27H, CH3tBu) ; 2,47
(bs, 4H, -CHyN-) ; 2,67-2,76 (m, 4H, -CHyN-); 2,80-2,85 (m, 4H, -CH,N-) ; 3,10 (s, 2H, -
CH,COOtBU) ; 3,47 (bs, 6H, -CH,COOtBU) ; 4,09 (bs, 4H, -CH, Terpy) ; 7,48-7,54 (m, 2H) ;
7,77 -7,90 (m, 5H) ; 8,50 (bs, 2H).

RMN *C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,03 (CHs) ; 28,24 (CH3) : 51,63 (CH,) ; 52,34
(CHy) ; 52,71 (CHy) ; 55,85 (CH,) ; 56,87 (CH,) ; 59,74 (CH,) ; 80,53 (Cq) ; 80,91 (Cq) ;
120,82 (CH) ; 121,71 (CH) ; 123,11 (CH) ; 137,13 (CH) ; 137,37 (CH) ; 156,30 (Cq) ; 157,20
(Cq) ; 159,80 (Cq) ; 170,93 (COOtBu).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 882,5 [M+Na]" (100); 860,5 [M+H]" (80); 898,4
[M+K]" (20).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour C47HggN;Og + H* = 860,5286 ; exp.
860,5261 (100 %)

IR (KBr) en cm™: 1733 (C=0 ester) ; 1570 (C=C, C=N pyridine) ; 753 (C-H aromatique hors
du plan).

Réactions d’hydrolyse des fonctions COOtBu des ligands macrocycliques: procédures
générales.

Procédure 1 : déprotection a chaud par de I’acide formique.

Une solution de ligand macrocyclique (concentration de ’ordre de 0,025 M) dans I’acide
formique a 99% est chauffée 24 h a 60°C. Le ligand macrocyclique déprotégé est isolé apres
¢limination de 1’acide formique et coévaporation plusieurs fois avec du méthanol et de I’eau.
Procédure 2 : déprotection a température ambiante par de I’acide trifluoroacétique.

Une solution de ligand macrocyclique (concentration de 1’ordre de 0,025 M) dans un mélange
1/1 d’acide trifluoroacétique et de dichlorométhane est agitée 24 h a température ambiante.
Apres évaporation des solvants, le ligand macrocyclique déprotégé est isolé par précipitation,

solubilisé dans un minimun de méthanol puis précipité par ajout d’éther diéthylique.

Ligand L, (40)

X
| P C,1H3;N;5Og
N Exact Mass: 481,22
OOH .
HOOC | L Mol. Wt. : 481,50

Ly

Hooc— — \—CooH
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Le macrocycle 38 (35 mg ; 0,05 mmol) est hydrolysé selon la procédure 1 pour conduire a 24
mg de produit attendu sous forme d’une huile jaune.

Rdt: 100 %

RMN 'H (300 MHz, D,0) : & (ppm) = 3,42 (m, 4H, -CH,N- ) ; 3,55-3,66 (m, 8H, -CH:N) ;
3,71 (s, 4H, -CH,COOH) ; 3,87 (s, 4H, -CH,COOH) ; 4,67 (s, 4H, -CH, py) ; 7,58 (d, 2H,
%J=7,8 Hz, H py) ; 8,05 (t, 1H, *J= 7,8 Hz, H py).

RMN *3C (75,4 MHz, D,0) : & (ppm) = 50,99 (CH,) ; 51,63 (CH,) ; 53,02 (CH)) ; 54,84
(CH) ; 56,70 (CH,) ; 58,13 (CH,) ; 124,69 (CH py); 140,58 (CH py); 150,40 (Cq py) ;
170,27 (COOH) ; 172,28 (COOH).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 558,3 [M-H+2K]" (100) ; 542,3 [M-H+Na+K]" (59).
SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour CHa;NsOg + H' = 482,2251 ; exp.
= 482,2244 (100 %).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C18(2) 5 um 100A 150x4,6 mm ; gradient: 100/0
HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min ;
débit : 1 mL/min, A = 260 nm): Temps de rétention = 6,83 min.

Ligand L, (41)

Co6H34NOg
Exact Mass: 558,24
Mol. Wt. : 558,58

Le macrocycle 37 (40 mg ; 0,05 mmol) est hydrolysé selon la procédure 1 pour conduire a
27,5 mg de produit attendu sous forme d’une huile jaune.

Rdt : 98 %.

RMN 'H (300 MHz, D;O): & (ppm) = 3,20-3,40 (m, 8H, -CH,N-) ; 3,49-3,60 (m, 4H, -
CH2N) ; 3,63 (s, 4H, -CH,COOQH) ; 3,67 (s, 4H, -CH,COOH) ; 4,63 (s, 4H, -CH, bpy) ; 7,88
(d, 2H, %J=7,41 Hz, H bpy) ; 7,94 (t, 2H, 3J=7,36 Hz, H bpy) ; 8,49 (d, 2H, %J=7,82 Hz, H
bpy).

RMN *C (75,4 MHz, D,0) : & (ppm) = 50,99 (CH,) ; 51,20 (CH,) ; 51,92 (CH,) ; 54,51
(CHy) ; 55,64 (CHy) ; 57,07 (CHy) ; 123,73 (CH bpy) ; 127,96 (CH bpy) ; 147,85 (Cq bpy) ;
151,42 (Cq bpy) ; 165,68 (COOH) ; 172,62 (COOH).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 597,5 [M+K]" (100) ; 619,3 [M-H+Na+K]" (61).
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SM (ESI, mode négatif) : m/z (%) = 595,7 [M-2H+K] (100) ; 617,5 [M-3H+Na+K] (18).
SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour CsHzsNgOg + K = 597,2075 ; exp.
=597,2070 (50 %).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm ; gradient: 100/0
HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min ;
débit : 1 mL/min, A = 310 nm): Temps de rétention = 6,03 min.

Ligand L3 (42)

C31H37N;04

Exact Mass: 635,27
Mol. Wt. : 635,67

Hooc— — \—COooH

Le macrocycle 39 (65 mg; 0,075 mmol) est hydrolysé selon la procédure 2 pour conduire a
44 mg de produit attendu sous forme d’un solide blanc.

Rdt : 92 %.

RMN *H (300 MHz, DMSO) : & (ppm) = 2,60-3,30 (m, 12H, -CH,N- ) ; 3,30-3,70 (m, 8H, -
CH,COOH) ; 3,90-4,20 (m, 4H, -CH, tpy) ; 7,53 (m, 2H, tpy) ; 7,80-8,26 (m, 5H, tpy) ; 8,45
(m, 2H, tpy).

RMN **C (75,4 MHz, DMSO) : § (ppm) = 50,23 (CH,) ; 50,49 (CHy) ; 51,54 (CH,) ; 54,97
(CHy) ; 55,70 (CH,) ; 59,22 (CHy) ; 122,31 (CH tpy) ; 123,51 (CH tpy) ; 124,54 (CH tpy) ;
138,70 (CH tpy) ; 139,09 (CH tpy) ; 156,52 (Cq tpy) ; 157,29 (Cq tpy) ; 158,68 (Cq tpy) ;
170,78 (COOH) ; 172,56 (COOH).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 674,5 [M+K]" (100) ; 696,4 [M-H+Na+K]" (73) ; 658,5
[M+Na]" (36).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour Cs;1HsN;Og + H" = 636,2782 ; exp.
= 636,2754 (75 %).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm; gradient: 100/0
HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min ;
débit : 1 mL/min, A = 315 nm): Temps de rétention = 11,68 min.
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Sulfate de méthyle de 1-méthoxy-2,6-diméthylpyridinium 43

4
5 73 CoH,sNOsS
6 | o N2 Exact Mass: 249,07
NT Mol. Wt.: 249,28
(lj\ MeOSO5
Me

Sur 18,7 g (0,152 mol) de 2,6-lutidine-N-oxyde, sont ajoutés goutte a goutte 19,2 g (0,152
mol) de sulfate de diméthyle (la température du milieu réactionnel ne doit pas dépasser 80°C).
Aprés 3 h de chauffage a 80 °C, le milieu réactionnel est refroidi a température ambiante et
recristallisé dans 1’acétone pour conduire a 33 g de cristaux blancs hygroscopiques.

Rdt : 87 %.

Rf : 0,38 (silice, MeOH).

RMN *H (300 MHz ; DMSO-dg): & (ppm)= 2,76 (s, 6H, CH3) ; 3,29 (s, 3H, OCHs) ; 4,22 (s,
3H, CH30S03) ; 7,90 (d, 2H, H3-Hs, J3.4 = J45 = 7,8Hz) ; 8,29 (t, 1H, Hy, J3.4 = J45 = 7,8H2).
RMN *3C (75 MHz ; DMSO-dg): & (ppm) = 17,44 (CHs); 53,48 (CH30); 67,45 (CH30S053);
128,55 (C3-Cs Pyr); 144,35 (C4 Pyr); 153,60 (C,-Cg Pyr).

IR (KBr) encm ™ = 1266 (0SO3).

4-cyano-2,6-diméthylpyridine 44

CN

4 C8H8N2
5073 Exact Mass: 132,07
6 ‘ P 2 Mol. Wt.: 132,16

N

A une solution de 43 (0,133 mol ; 33 g) dans 35 mL d’eau, est additionnée goutte a goutte une
solution de KCN (0,4 mol ; 25,9 g) dans 55 mL d’eau distillée. Aprés 4 jours a température
ambiante sous agitation, le milieu réactionnel hétérogene est filtré et le précipité rose obtenu
est mis de coté. Le filtrat est extrait avec 3 x 50 mL d’éther diéthylique ; les phases éthérées
sont sechées sur MgSO,, filtrées et évaporées a sec. Le solide obtenu ainsi que le précipité
rose sont purifiés sur colonne de silice (CH,Cl,) pour conduire a 5,8 g de produit sous forme
d’un solide blanc.

Rdt : 33 %.

Rf : 0,22 (silice, CH,Cl,).

RMN *H (300 MHz ; CDCls): & (ppm)= 2,58 (s, 6H, CHs) ; 7,18 (s, 2H, pyridine).

RMN **C (75 MHz ; CDCls): & (ppm) = 24,31 (CH3); 118,84 (CN); 120,85 (C4 pyridine),
121,88 (Cs 5 pyridine); 159,38 (Cg, 2 pyridine).

IR (KBr) en cm™ = 2235 (CN).
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4-méthoxycarbonyl-2,6-diméthyl pyridine 46
COOMe

4 CoH INO;
573 Exact Mass: 165,08
6 ‘ 2 Mol. Wt.: 165,19

N/

Un mélange de composé 44 (3,78 mmol ; 0,5 g), de soude en solution aqueuse (2,5 M, 3 mL)
et d’éthanol (3 mL) est chauffé a 100 °C pendant 5 heures. Apres refroidissement a
température ambiante, la solution est concentrée puis acidifiée a pH = 3 par une solution
d’acide chlorhydrique a 10%. Aprés évaporation a sec, I’acide 2,6-diméthylisonicotinique (1,1
g) est obtenu sous forme d’un solide blanc qui est utilisé tel quel pour ’étape suivante. Un
mélange d’acide 2,6-diméthylisonicotinique (1,1 g), d’acide sulfurique 98 % (0,75 mL) et de
méthanol (75 mL) est chauffé a reflux pendant 24 h. Apres refroidissement, le milieu
réactionnel est neutralisé par une solution aqueuse saturée de NaHCOj3. Le méthanol est
évaporé et la phase aqueuse est extraite par 5 x 60 mL de CH,Cl,, Les phases organiques
rassemblées sont alors séchées sur MgSO, puis concentrées. Une chromatographie sur gel de
silice (dichlorométhane/acétate d’éthyle 8/2) permet d’obtenir 0,49 g de solide blanc.

Rdt = 78 %.

Rf : 0,52 (silice, dichlorométhane /acétate d’éthyle 7/3).

RMN *H (300 MHz ; CDCls): & (ppm)= 2,53 (s, 6H, CHs); 3,87 (s, 3H, COOCHs3); 7,45 (s,
2H, pyridine).

RMN 3C (75 MHz ; CDCls): & (ppm)= 24,48 (CHs); 52,53 (OCHj3); 119,48 (Cs s pyridine);
137,87 (C4 pyridine); 158,87 (C,, ¢ pyridine); 166,17 (C=0).

IR (KBr)encm™ = 1723 (C=0 ester).

2,6-dibromométhyl-4-méthoxycarbonyl pyridine 47

COOMe
4
5 X 3 C9H9BT2N02
6 | _ 2 Exact Mass: 320,90
N Mol. Wt.: 322,98
Br Br

A une solution de 46 (17,93 mmol ; 2,96 g) dans 200 mL de CCl,4, sont ajoutés la N-
bromosuccinimide (35,86 mmol ; 6,38g) et le peroxyde de benzoyle (100 mg). Le milieu
réactionnel est chauffé a reflux sous N, et sous irradiation d’une lampe halogéne (150 W)

pendant 2 h; sur ce milieu décoloré, sont additionnés a nouveau 5,18 g (29,11 mmol) de N-
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bromosuccinimide. La réaction, suivie par CCM, est arrétée apres 5 h 30 d’irradiation. Apres
retour & température ambiante, le milieu réactionnel est traitée par une solution aqueuse
saturée de NaHCOj3 (100 mL) puis extrait 3 fois avec du CH,Cl,. Les phases organiques sont
séchées sur MgSQ, et évaporées a sec pour donner un solide orange (10,5 g). A une solution
de ce solide orange dans 70 mL de THF anhydre a 0°C, sont additionnés sous atmosphere
inerte le diéthyl phosphite (0,079 mol; 10,2 mL) et la diisopropyléthylamine (0,079 mol; 13,8
mL). Le milieu réactionnel est agité %2 h a 0°C puis laissé a température ambiante pendant 18
h. Le milieu réactionnel blanc est vers¢ dans 100 mL d’eau glacée et extrait a I’éther
diéthylique. Les phases organiques sont sechées sur MgSQO,, filtrées et évaporées a sec.
L’huile marron foncé est purifiée sur colonne de silice (CH,Cl, / éther de pétrole, 50 / 50)
pour conduire a 3,3 g d’un solide blanc.

Rdt =57 %

Rf : 0,32 (Silice, éther de pétrole /CH,CI, 50/50).

Pf : 92°C.

RMN *H (CDCls; ; 300 MHz) & (ppm)= 3,97 (s, 3H, OCHjs ); 4,58 (s, 4H, CH,Br), 7,92 (s,
2H, Hopyridine)-

RMN C (CDCls ; 75 MHz) & (ppm)= 32,85 (CH.Br); 52,97 (OCHs); 122,25 (Cs, 5 Pyr) ;
139,79 (C4Pyr) ; 157, 96 (C,, 6 Pyr) ; 164,76 (C=0).

6,6’-bis(bromométhyl)-4-méthoxycarbonyl-2,2°-bipyridine 52 ¢?
COOMe
C14H2BroN>O,

Exact Mass: 397,93
Mol. Wt.: 400,07

Ce composé a été préparé selon &2,

Macrocycle 53

COOMe
X
| _ C39HesNsOqg
N COOIB Exact Mass: 763,47
BuOOC | N Y Mol. Wt. : 763,96

Ly W

tBuooc—' — \—cootBu
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La réaction de macrocyclisation est réalisée selon la procédure genérale décrite page 230.

4 (150 mg ; 0,25 mmol), Na,COs3 (260 mg ; 2,5 mmol) dans 90 mL d’acétonitrile anhydre puis
ajout de 80 mg (0,25 mmol) de 4-méthoxycarbonyl-2,6-bis(bromométhyl)pyridine 47. Le
résidu obtenu est purifié sur colonne d’alumine (CH,Cl,/méthanol : 1/0 — 1/1) pour conduire
a 107 mg d’une huile jaune correspondant au macrocycle attendu 53 sous forme « libre ».

Rdt : 56%.

Rt : 0,18 (alumine ; CH,CIy).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,43 (s, 18H, CHs3 tBu) ; 1,50 (s, 18H, CHs tBu) ;
2,50-2,90 (m, 12H, -CH;N-) ; 3,20-3,34 (m, 4H, -CH,COOtBu); 3,40 (s, 4H, -
CH,COOtBuU) ; 3,94 (s, 3H, CH3) ; 3,99 (s, 4H, -CH2 py) ; 7,86 (s, 2H, H35 py).

RMN **C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,16 (CHs); 50,91 (CH,) ; 51,87 (CH,) ; 52,01
(CHy) ; 52,53 (CHs) ; 56,11 (CHy) ; 57,37 (CHy) ; 57,51 (CHy,) ; 60,14 (CH,) ; 80,89 (Cq) ;
81,14 (Cq) ; 122,14 (CH py) ; 138,24 (Cq py) ; 159,86 (Cq py) ; 165,87 (COOMe) ; 170,59
(COOtBuU).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 786,8 [M+Na]" (43) ; 764,9 [M+H]" (100).

IR (KBr) en cm™: 1733 (C=0 ester) ; 1572 (C=C, C=N pyridine) ; 755 (C-H aromatique hors
du plan).

Macrocycle 54

C46H74NgO1g
Exact Mass: 870,55
Mol. Wt. : 871,11

tBuOOC¥N N _/COOtBu
Ly W
tBu00C— \— \—cootBu

La réaction de macrocyclisation est réalisée selon la procédure générale décrite page 230.
4 (150 mg ; 0,25 mmol), Na,CO3 (260 mg ; 2,5 mmol) dans 90 mL d’acétonitrile anhydre puis
ajout de 100 mg (0,25 mmol) de 4-méthoxycarbonyl-6,6’-bis(bromométhyl)-2,2’-bipyridine
52. Le résidu obtenu est purifié sur colonne d’alumine (CH,Cl/méthanol : 1/0 — 1/1) pour
conduire a 100 mg d’un mélange de macrocycle attendu sous forme « libre » / forme
complexée avec Na* (30/70). Ce mélange est repris dans 9 mL d’acétonitrile, chauffé a reflux
% h en présence de 5 équiv. de NaCl, filtré puis évaporé a sec pour conduire a 90 mg de
macrocycle sous forme complexée 54.Na".
Rdt : 40%.
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Rt : 0,26 (alumine ; CH2Cl, / méthanol 98 / 02).

Forme complexée:

RMN *H (300 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 1,22 (s, 9H, CH3tBu) ; 1,23 (s, 9H, CH3 tBu) ; 1,36
(s, 9H, CH3 tBu) ; 1,37 (s, 9H, CH3 tBu) ; 2,60-2,80 (m, 8H, -CH,N-) ; 2,90-3,10 (m, 4H, -
CH,N-); 3,10-3,30 (m, 8H, -CH,COOtBuU) ; 4,01 (s, 3H, CH3) ;4,04 (s, 2H, -CH; bpy) ; 4,12
(s, 2H, -CH; bpy) ; 7,35 (d, 1H, %)= 7,8 Hz, H(5")bpy) ; 7,80 (s, 1H, H(5)bpy) ; 7,92 (t, 1H,
%)= 7,8 Hz, H(4")bpy) ; 7,96 (d, 1H, %)= 7,5 Hz, H(3’)bpy) ; 8,41 (s, 1H, H(3) bpy ).

RMN *3C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 27,92 (CHs) ; 27,94 (CHs) ; 52,10 (CH,) ; 52,89
(CHs) ; 55,87 (CHy) ; 56,04 (CHy); 56,89 (CHy) ; 81,81 (Cq) ; 81,88 (Cq) ; 82,26 (Cq); 119,35
(CH) ; 120,37 (CH) ; 122,68 (CH) ; 124,29 (CH) ; 138,61 (CH) ; 139,69 (Cq) ; 153,89 (Cq) ;
155,95 (Cq); 158,19 (Cq); 159,35 (Cq); 165,08 (COOMe); 170,43 (COOtBu); 170,70
(COOtBu) ; 171,84 (COOtBuU).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 863,5 [M+Na]* (100) ; 328,1 [M+K+H-4tBu]** (65) ;
841,6 [M+H]" (7).

IR (KBr) encm™: 1729 (C=0 ester) ; 1568 (C=C,C=N pyridine) ; 753 (C-H aromatique hors
du plan).

Ligand L4 (54 bis)

COOMe
AN
| C3H33N50,
NT Exact Mass: 539,22
HoOC__ N_/COOH Mol. Wt. 539,53

Ly W

Hooc— — \—cooH

Le macrocycle 53 (50 mg ; 0,065 mmol) est hydrolysé selon la procédure 2 décrite page 234
pour conduire a 35 mg du produit attendu sous forme d’une poudre jaune pale.

Rdt : 100 %.

RMN 'H (300 MHz, D;0O) : & (ppm) = 3,34 (s, 4H, -CH,N-) ; 3,49 (m, 4H, -CH,N-) ; 3,60
(m, 4H, -CH,N-) ; 3,70 (s, 4H, -CH,COOH) ; 3,90 (s, 4H, -CH,COOQOH) ; 3,92 (s, 3H, CH3) ;
4,62 (s, 4H, -CH; py) ; 7,95 (s, 2H, Hs 5 py).

RMN *C (75,4 MHz, D,0) : & (ppm) = 50,72 (CH,) ; 51,55 (CH,) ; 52,47 (CH,) ; 53,45
(CH3) ; 53,70 (CHy) ; 55,37 (CH,) ; 57,98 (CHy) ; 123,69 (CH py) ; 140,61 (Cq py) ; 152,36
(Cq py) ; 165,92 (COOMe) ; 169,76 (COOH) ; 171,50 (COOH).
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SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour C3HasNsO19 + H = 540,2306 ;
exp. = 540,2304 (100%).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm; gradient: 100/0
HCOONH,4 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH,4 10 mM pH 4 / CH3CN en 20 min ;
débit : 1 mL/min, A = 280 nm): Temps de rétention = 6,68 min.

Ligand Ls (55)

CysH36NGO
Exact Mass: 616,25
Mol. Wt. : 616,62

Hooc—/ /' \__cooH

Le macrocycle 54 (30 mg ; 0,035 mmol) est hydrolysé selon la procédure 1 décrite page 234

pour conduire a 19,5 mg du produit attendu sous forme d’une huile jaune.

Rdt : 90 %.

RMN *H (300 MHz, D;0) : & (ppm) = 3,00-3,24 (m, 4H, -CHyN-) : 3,26-3,43 (m, 4H, -

CHyN) ; 3,44-3,58 (m, 4H, -CH;N) ; 3,63 (s, 2H, -CH,COOH) ; 3,70 (s, 2H, -CH,COOH) ;

3,75-3,93 (m, 4H, -CH,COOH) ; 4,04 (s, 3H, CH3) ; 4,52 (s, 2H, -CH, bpy) ; 4,87 (s, 2H, -

CH; bpy) ; 7,90 (d, 1H, *J=5,1 Hz, H bpy) ; 8,20 (bs, 1H, H bpy) ; 8,51 (bs, 2H, H bpy) ;

8,77 (bs, 1H, H bpy).

RMN C (75,4 MHz, D,0) : & (ppm) = 50,15 (CH,) ; 50,94 (CH,) ; 52,04 (CH,); 52,52

(CHy) ; 53,55 (CHs3) ; 53,77 (CH,) ; 54,62 (CHy) ; 55,12 (CH,) ; 55,47 (CH,) ; 55,93 (CHy) ;

57,11 (CHy,) ; 58,23 (CHy) ; 63,56 (CH,) ; 122,46 (CH bpy) ; 123,98 (CH bpy) ; 125,94 (CH

bpy) ; 127,33 (CH bpy); 129,72 (CH bpy) ; 141,15 (Cq bpy) ; 152,18 (Cq bpy ) ; 152,28 (Cq

bpy ) ;162, 85 (COOH) ; 163,12 (COOH) ; 165,74 (COOMe) ; 170,65 (COOH) ; 174,17

(COORH).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 617,3 [M+H]" (100) ; 639,3 [M+Na]" (80).

SM (ESI, mode négatif) : m/z (%) = 615,5 [M-H] (100).

SM (ESI, mode négatif ; haute résolution) : m/z calculé pour CygH3NgO10- H = 615,2420 ;

exp. = 615,2136 (100 %).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour CagHzsNgO10 + Na* = 639,2391 ;

exp. = 639,2374 (100%).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm ; gradient: H,O + TFA
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0,1%/ CH3OH 95/5 a 80/20 en 35 min; débit: 1 mL/min, A = 310 nm):Temps de

rétention = 9,54 min.

2-(3’-méthyl-pyrazol-1’-yl)-6-méthyl-pyridine 56

4 3
— N CioH N3

5\ p, N<j/ Exact Mass: 173,10
N 5'/4' Mol. Wt.: 173,21

6,62 g (34,8 mmol) de Cul, 11,5 g (93,5 mmol) de K,CO3 et 2,85 g (34,8 mmol) de 3-méthyl
pyrazole sont mis en solution dans 120 mL de dioxanne dégazé. La 2-bromo-6-
méthylpyridine (6g ; 34,8 mmol) et la trans-1,2-cyclohexanediamine (4,75 g ; 41,76 mmol)
sont ensuite ajoutées. Aprés 6 jours a reflux (110 °C) puis retour a température ambiante, le
milieu réactionnel est dilué avec de I’acétate d’éthyle, lavé avec une solution aqueuse saturée
d’EDTA disodé, séché sur Na,SO,4 et évaporé. L’huile marron obtenue est purifiée sur
colonne de silice (CH,Cl/éther de pétrole 80/20 — 100/0) pour conduire a 3,54 g de produit
sous la forme d’une huile jaune pale.

Rdt : 59 %.

Rf : 0,35 (silice, CH,Cl,/éther de pétrole 8/2).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 2,37 (s, 3H, CHs) ; 2,53 (s, 3H, CH3) ; 6,23 (d, 1H,
Hy, %)= 2,52 Hz) ; 6,97 (d, 1H, Hs, %)= 6,94 Hz) ; 7,61-7,70 (M, 2H, Ha,4) ; 8,45 (d, 1H, Hs,
%)= 2,52 Hz).

6-bromométhyl-2(3’-bromométhyl-pyrazol-1°-yl) pyridine 57

Br
4_3
5 N/N\ C1oHoBr;N3
\ / Exact Mass: 328,92
N 4 Mol. Wt.: 331,01
Br

A une solution du composé 56 (400 mg; 2,3 mmol) dans le CCl,, sont ajoutés la N-
bromosuccinimide (820 mg ; 4,6 mmol) et 1’azoisobutyronitrile (20 mg; 0,12 mmol). Le
milieu est mis a reflux a I’aide d’une lampe halogéne (150 W) jusqu’a la décoloration du
milieu. Aprés évaporation a sec, le résidu obtenu est purifié sur colonne de silice (éther de
pétrole/CH,Cl, 60/40) pour donner 150 mg de produit attendu sous la forme de cristaux
blancs.

Rdt : 20%.
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Rf : 0,30 (silice, CH,Cl,/éther de pétrole 4/6).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 4,52 (s, 2H, -CH,Br) ; 4,56 (s, 2H, -CHBr) ; 6,52
(d, 1H, Hy, 3= 2,5 Hz) ; 7,31 (d, 1H, Hs, 3= 7,2 Hz) ; 7,79-7,87 (m, 2H, Hs4) ; 8,55 (d, 1H,
Hs:, 3J= 2,5 Hz).

3’-(pyridin-2-yl) pyrazole 58

— ~ CgH,N;
Q Exact Mass: 145,06
\_/ \NH Mol Wt 145,16

A une solution de 3-(diméthylamino)-1-(2-pyridyl)prop-2-én-1-one 27 (21,9 g; 0,12 mol)
dans 135 mL d’éthanol est additionnée 1’hydrazine monohydratée (20,2 g; 0,40 mol). Le
mélange résultant est agité 24 h a température ambiante puis évapore a sec pour donner 17,2 ¢
de composé attendu sous la forme d’un solide marron.

Rdt : 99 %.

Rf : 0,29 (silice, CH,Cly/acétate d’éthyle 1/9).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 6,83 (d, 1H, J = 2,3 Hz); 7,22-7,28 (m, 1H); 7,68 (d,
1H, J=2,3 Hz); 7,77 (m, 2H); 8,66 (d, 1H, J= 4,6 Hz).

1,3-bis(pyridin-2-yl) pyrazole 59

(VLN e ot 2209

=N N N Mol. Wt.: 222,25

Voie A : couplage catalysé par le cuivre

A un mélange de Cul (0,26 g ; 1,38 mmol), de K,CO;3 (0,46 g ; 3,31 mmol) et de 3’-(pyridin-
2-yl) pyrazole 58 (0,22 g; 1,38 mmol) dans le dioxanne, sont ajoutées la 2-bromopyridine
(0,219 g ; 1,66 mmol) et la trans-1,2-cyclohexanediamine (0,19 g ; 1,66 mmol). La solution est
portée a reflux pendant 6 jours jusqu’a ce que le mélange devienne marron. Aprés retour a
température ambiante, le milieu réactionnel est dilué avec de 1’acétate d’éthyle, lavé avec une
solution aqueuse saturée d’EDTA disodé et séché sur Na,SO,. Le filtrat est évaporé sous
pression réduite. Une chromatographie sur colonne de silice (CH,Cl,/acétate d’éthyle 1/9)
permet d’obtenir 93 mg de solide jaune correspondant au composé attendu.

Rdt : 30%

Voie B : voie thermique

Un melange de 3’-(pyridin-2-yl) pyrazole (9 g; 62 mmol) et de 17,4 g (108 mmol) de 2-
bromopyridine est chauffé a 190°C pendant 70 heures. Apreés retour a température ambiante,

le milieu réactionnel est dissous dans I’eau et amené a pH basique avec du Na,COj solide. Le
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précipité ainsi obtenu est filtré et lavé a 1’eau froide. Une purification par sublimation permet
d’obtenir 11,5 g d’un solide blanc correspondant au composé attendu.

Rdt : 83%

Rf : 0,58 (silice, CH,Cly/acétate d’éthyle 1/9).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 7,11 (d, 1H, J = 2,7 Hz); 7,19 (ddd, 1H, J= 0,9 Hz,
J=48Hz,J=5,7Hz); 7,26 (ddd, 1H, J=1,2 Hz, J=4,8 Hz, J =6 Hz); 7,76 (id, 1H, J=1,8
Hz, J= 7,5 Hz); 7,83 (ddd, 1H, J= 1,8 Hz, J= 7,5 Hz, J = 8,4 Hz); 8,11 (dt, 1H,J=0,9 Hz,J =
3,6 Hz); 8,13 (dt, 1H, J = 0,9 Hz, J = 3,9 Hz); 8,42 (ddd, 1H, J= 0,9 Hz, J= 1,8 Hz, J = 4,8
Hz); 8,62 (d, 1H, J= 2,4 Hz); 8,67 (ddd, 1H, J=0,9 Hz, J= 1,8 Hz, J = 5,1 Hz).

RMN *¥C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 106,63 (CH); 112,58 (CH); 120,45 (CH); 121,52
(CH); 122,92 (CH); 128,45 (CH); 136,59 (CH); 138,63 (CH); 148,05 (CH); 149,52 (CH);
151,47 (Cq); 151,84 (Cq), 154,00 (Cq).

IR (KBr) encm™: 1578 (CN).

1,3-bis (N-oxyde pyridin-2-yl) pyrazole 60

(AN onact s sshos
=N N N Mol. Wt.: 254,24
o) o]
48,4 g (216 mmol) de m-CPBA divisés en 7 portions (6,9 g dans 60 mL CH,Cl,) sont ajoutés
goutte a goutte a une solution de 1,3-bis (pyridin-2-yl) pyrazole 59 (3 g ; 13,4 mmol) dans 50
mL de CH,Cl,. Aprés 27 jours d’agitation a température ambiante, 220 mL d’eau distillée
sont ajoutés et le milieu est basifié a pH = 10 par ajout de Na,COs (s). La phase aqueuse est
extraite par un mélange CHCIS/EtOH 3/1 (3 x 200 mL puis 6 x 100 mL) et les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SO, puis filtrées et évaporées a sec. Le solide
blanc obtenu est redissout dans 500 mL CH,ClI; et lavé par 3 x 200 mL de solution aqueuse
saturée de Na,S,03, par 4 x 200 mL de solution aqueuse saturée de NaHCO3 et par 2 x 100
mL d’eau distillée. La phase organique est séchée, filtrée et évaporée. Le solide obtenu est
purifié sur alumine (CH,Cl,/méthanol 100/0 — 98/2) pour conduire a 1,6 g de produit attendu
sous la forme d’un solide jaune.
Rdt: 47 %.
Pf: 195°C
Rf: 0,48 (alumine, CH,Cl,/ MeOH 98/2).
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RMN H (300 MHz, CDCls) :5(ppm) = 7,18-7,25 (m, 2H): 7,27-7,35 (m, 1H): 7,36-7,45 (m,
1H): 7,83 (d, J= 3,7 Hz, 1H); 8,18 (dd, J= 1,8 Hz, J= 8,4 Hz, 1H): 8,25 (dd, J= 2,1 Hz, J= 8,1
Hz, 1H); 8,34 (td, J= 0,9 Hz, J= 6,6 Hz, 2H); 9,42 (d, J= 3 Hz, 1H).

SM (ES, MeOH, mode positif) : m/z (%) = 276,5 [M+Na]" (100) ; 255,1 [M+H]" (23).

1,3-bis(6-cyanopyridin-2-yl) pyrazole 61

Q—QN \ Exactcl\l/lsig\12672,08

N N Mol. Wt.: 272,26

NC CN

Un mélange de composé 60 (1,6 g; 6,29 mmol) et de cyanure de triméthylsilyle (8,3 mL ;
62,9 mmol) dans 65 mL CHCI, est agité pendant 15 min puis 2,9 mL (25,16 mmol) de
chlorure de benzoyle sont ajoutés. Aprés une nuit d’agitation a température ambiante, le
mélange est concentré a moitié et 80 mL d’une solution aqueuse de K,CO3; a 10% sont
ajoutés. Apres 2 h d’agitation, le précipité est filtré puis purifié par sublimation. On obtient 1
g de produit attendu sous forme d’un solide beige.

Rdt : 58 %.

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) :8(ppm) = 7,25 (d, J= 2,7 Hz, 1H) ; 8,08 (d, J= 7,9 Hz, 2H) ;
8,21 (t, J="7,9 Hz, 1H) ; 8,31 (t, J= 7,9 Hz, 1H) ; 8,40 (d, J= 7,9 Hz, 1H) ; 8,44 (d, J= 7,9 Hz,
1H); 8,80 (d, J= 2,7 Hz, 1H).

SM (ES, MeOH, mode positif) : m/z (%) = 295 [M+Na]" (100) ; 273 [M+H]" (71).

1,3-bis(6-méthoxycarbonylpyridin-2-yl) pyrazole 62

/' \ N C7H14N4O4
—n N \N / Exact Mass: 338,10
Mol. Wt.: 338,32
MeOOC COOMe
Un mélange de composé 61 (1 g; 3,6 mmol), d’acide acétique glacial (15 mL) et d’acide
sulfurique concentré (15 mL) est porté 2 h a reflux. Apres retour a température ambiante, 120
mL d’H,O froide sont ajoutés et le précipité blanc (diacide) ainsi formé est filtré, rincé et
séché a I’étuve. A un mélange de 0,8 mL (11,88 mmol) de SOCI, dans 65 mL de MeOH a
0°C est additionné 0,67 g (2,16 mmol) de diacide obtenu ci-dessus. Le milieu réactionnel est
chauffé 4,5 h a reflux. Apres concentration du milieu réactionnel a moitié, celui-ci est dilué

dans 65 mL de CHCI3. Le mélange est neutralisé par une solution aqueuse de NaHCOj3 sature

(20 mL) puis la phase aqueuse est extraite par 3 x 30 mL de CHCIs;. Les phases organiques
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sont séchées, filtrées et évaporées. On obtient 1,12 g de produit attendu sous forme d’une
poudre blanche.

Rdt : 92 %.

RMN *H (300 MHz, CDCls) :8(ppm) = 4,03 (s, 3 H) ; 4,04 (s, 3H) ; 7,28 (d, J= 2,7 Hz, 1H) ;
7,92 (t, J= 7,8 Hz, 1H) ; 8,00 (t, J= 7,6 Hz, 1H) ; 8,04 (dd, J= 1,5 Hz, J= 7,6 Hz, 1H) ; 8,10
(dd, J=0,9 Hz, J= 7,5 Hz, 1H) ; 8,31 (dd, J= 0,9 Hz, J= 7,8 Hz, 1H) ; 8,33 (dd, J= 1,8 Hz, J=
7,2Hz, 1H) ; 8,79 (d, J= 2,7 Hz, 1H).

1,3-bis(6-hydroxyméthylpyridin-2-yl) pyrazole 63

Q_QN \_/ Exact ﬁégyétz%zn

Mol. Wt.: 282,30

HOH,C CH,OH

A une suspension de composé 62 (1,1 g ; 3,25 mmol) dans 30 mL d’éthanol absolu est ajouté
0,51 g (13,5 mmol) de NaBH,. Apres 3 h d’agitation a température ambiante, le milieu
réactionnel est chauffé 1 h a reflux puis évaporé a sec. Le solide brut est hydrolysé en
présence d’une solution aqueuse saturée de NaHCOj3 (25 mL) par chauffage a reflux pendant
10 minutes ; la solution est refroidie a 0°C et le précipité formé est filtré. On obtient 0,62 g de
produit attendu sous forme d’un solide blanc.
Rdt : 68 %.
RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) : 8(ppm) = 4,63 (d, J= 5,4 Hz, 4 H) ; 5,46 (t, J= 5,7 Hz, 1 H)
;5,54 (t, J=57Hz, 1 H); 7,09 (d, J= 2,4 Hz, 1L H) ; 7,46 (t, J= 6,6 Hz, 2 H) ; 7,91(t, )= 7,8
Hz,2H) ;797 (d,J=7,2Hz,1H);8,04(t J=78Hz 1H);8,68(d, J=2,7 Hz, 1 H).

1,3-bis(6-bromométhylpyridin-2-yl) pyrazole 64

/ \_ /| T CysH BNy
\N/N \ / Exact Mass: 405,94
—N N Mol. Wt.: 408,09
BrH,C CH,Br

25 mL de HBr a 48% dans 1’eau sont ajoutés a 0,61 g (2,16 mmol) de 63. Le mélange obtenu
est mis une nuit a reflux et laissé 2 jours a tempeérature ambiante. Apres refroidissement a
0°C, le milieu réactionnel est neutralisé par Na,COs (s) puis filtré. On obtient 0,71 g de
produit attendu sous forme d’un solide blanc.

Rdt : 81 %.
Rf : 0,4 (silice, CH,CIy).
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RMN H (300 MHz, CDCls) : 8(ppm) = 4,56 (s, 2H) ; 4,63 (s, 2H) ; 7,16 (d, J= 2,7 Hz, 1H) ;
7,34 (d, J= 7,5 Hz, 1H) : 7,43 (dd, J= 7,7 Hz, J= 0,9 Hz, 1H) ; 7,78 (t, J= 7,8 Hz, 1H) : 7,84 (t,
J=75Hz, 1H) ; 8,04 (d, J=7,8 Hz, 2H) ; 8,67 (d, J= 2,7 Hz, 1H).

RMN 2C (75,4 MHz, CDCly) : § (ppm) = 33,23 (CH,Br) ; 34,12 (CH,Br) ; 107,06 (CH) ;
111,84 (CH) : 119,59 (CH) ; 120,97 (CH) ; 122,72 (CH) : 128,64 (CH) ; 137,55 (CH) ; 139,66
(CH) : 151,01 (Cq) ; 151,49 (Cq) ; 153,92 (Cq) ; 155,52 (Cq) ; 156,61 (Cq).

SM (ES, MeOH, mode positif) : m/z (%) = 409 [M+H]" (79) ; 431 [M+Na]" (34).

2,6-bis(3-bromométhylpyrazol-1-yl) pyridine 65

| X
Z C;H,Br,N
N N N 1334112524 Y5
4 / \ N M= 394,94
BrH2C CHzBr

Ce composé était disponible au laboratoire. Il peut étre préparé selon Rodriguez-Ubis et al. ©

Macrocycle 66

A
\ 7 C4oHgsN7Og
N N= Exact Mass: 771,49
Mol. Wt. : 771,99
tBuOOC¥ COOtBu Y >

N

_Z

pd

N N
/

S

-

tBuOOC COOtBu

La réaction de macrocyclisation est réalisée selon la procédure générale décrite page 230.

4 (220 mg ; 0,36 mmol), Na,CO3 (387 mg ; 3,65 mmol) dans 130 mL d’acétonitrile anhydre
puis ajout de 120 mg (0,36 mmol) de 6-bromométhyl-2-(3-bromomethylpyrazol-1-yl) 57.
L’huile jaune obtenue est solubilisée dans 50 mL de CH,Cl,, lavée a I’eau (2 x 50 mL), avec
une solution aqueuse saturée d’EDTA disodé (3 x 50 mL) et a I’eau ((2 x 50 mL). La phase
organique est séchée, filtrée, évaporée a sec puis purifiée sur colonne d’alumine
(CHCly/méthanol : 1/0 — 1/1) pour conduire a 113 mg de macrocycle attendu (huile jaune)
sous forme « libre ».

Rdt : 40 %.

Rt : 0,28 (alumine ; CH,Cl, / méthanol 99/1).
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RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,40 (s, 18H, CHs tBu); 1,49 (s, 18H, CH; tBu);
2,34-2,89 (m, 12H, -CH,N-); 3,15 (bs, 2H, -CH,COOtBu); 3,29-3,35 (m, 2H, -
CH,COOtBuU) ; 3,40 (s, 2H, -CH,COOtBu); 3,39 (s, 2H, -CH,COOtBu) ; 3,90 (s, 2H, -CH,
pzpy); 3,95 (s, 2H, -CH, pzpy) ; 6,46 (d, 1H, %)= 2,40 Hz) ; 7,24 (d, 1H, *)= 7,68 Hz) ; 7,6 (d,
1H,3=7,68 Hz ) ; 7,78 (t, 1H, %)= 7,68 Hz) ; 8,30 (d, 1H, 3J= 2,40 Hz).

RMN *C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,16 (CHs) ; 28,23 (CHs) ; 51,05 (CH,) ; 51,36
(CH,) ; 52,14 (CH,) ; 52,94 (CH,) ; 56,01 (CHy) ; 56,41 (CH,) ; 58,04 (CH,) ; 58,57 (CH,) ;
59,70 (CH,); 80,60 (Cq); 81,01 (Cq) : 81,10 (Cq) ; 108,94 (CH); 111,63 (CH): 122,02
(CH); 128,53 (CH); 139,04 (CH); 150,84 (Cq); 153,15 (Cq) ; 158,13 (Cq) ; 170,63
(COOtBu) ; 170,67 (COOtBu) ; 170,89 (COOtBU).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 794,4 [M+Na]® (100) ; 772,5 [M+H]" (42); 810,5
[M+K]* (18).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour C4HgsN;Og + H™ = 772,4973 ; exp.
= 772,4942 (100 %).

IR (KBr) en cm™: 1728 (C=0O ester) ; 1598 ; 1578 (C=C, C=N aromatique) ; 753 (C-H

aromatique hors du plan).

Macrocycle 67

7 N/ NN
NN/
N N n Monomere (n=1) 67  Dimére (n =2) 67d
Cy4sHggNgOg CooH136N16016
tBuOOC >N N—/COOtBu Exact Mass: 848,52 Exact Mass: 1697,03

[ J Mol. Wt.: 849,07  Mol. Wt. : 1698,14
N N

tBuooCc—/ —/ \__cootBu

La réaction de macrocyclisation est réalisée selon la procédure générale décrite page 230.

4 (270 mg ; 0,44 mmol), Na,CO3 (475 mg ; 4,48 mmol) dans 135 mL d’acétonitrile anhydre
puis ajout de 182 mg (0,44 mmol) de 1,3-bis(6-bromométhylpyridin-2-yl)pyrazole 64.
L’huile jaune obtenue est solubilisée dans 100 mL de CH,Cl,, lavée successivement a 1’eau (2
x 100 mL), avec une solution aqueuse saturée d’EDTA disod¢ (2 x 100 mL) et a I’eau (2 x
100 mL). La phase organique est séchée, filtrée, évaporée a sec puis purifiee sur colonne
d’alumine (CH,Cly/méthanol : 1/0 — 1/1) pour conduire a 29 mg de macrocycle dimeére 67d

(impur) et a 150 mg de macrocycle monomeére attendu 67 (forme « libre »).
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Rdt : 40 % (monomeére 67) ; 8% (dimere 67d).

Monomeére 67 :

Rt : 0,26 (alumine ; CH,Cl, / méthanol 98/02).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,36 (s, 9H, CH3 tBu) ; 1,40 (s, 9H, CH; tBu) ; 1,44
(s, 9H, CH3 tBu) ; 1,47 (s, 9H, CH3 tBu) ; 2,57-2,81 (m, 12H, -CH,N- ) ; 3,04-3,24 (m, 2H, -
CH,COOtBu) ; 3,30 (bs, 2H, -CH,COOtBu) ; 3,34-3,46 (m, 4H, -CH,COOtBu) ; 4,01 (s, 2H,
-CH, pypzpy); 4,02 (s, 2H, -CH, pypzpy) ; 6,89 (d, 1H, 3J= 2,56 Hz) ; 7,28 (bs, 1H) ; 7,33 (d,
1H,%=7,16 Hz ) ; 7,48 (d, 1H, *J= 7,86 Hz) ; 7,57 (d, 1H, 3= 7,28 Hz) ; 7,69 (t, 1H, %)= 7,63
Hz) ; 7,78 (t, 1H, %)= 7,63 Hz) ; 8,17 (d, 1H, 3J= 2,53 Hz).

RMN *C (75,4 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 28,09 (CHs) ; 28,11 (CHs) ; 28,18 (CHs) ; 28,23
(CHs) ;51,28 (CHy) ; 51,56 (CHy) ; 52,47 (CHy) ; 52,81 (CH>) ; 52,99 (CH,) ; 56,02 (CHy) ;
56,08 (CH,) ; 56,54 (CH,) ; 56,83 (CH,) ; 59,32 (CH,) ; 59,82 (CH,) ; 60,42 (CH,) ; 80,63
(Cq) ; 80,85 (Cq) ; 80,91 (Cq) ; 80,98 (Cq) ; 107,04 (CH) ; 110,44 (Cs) ; 121,90 (CH); 122,40
(CH); 122,91 (CH); 128,31 (CH) ; 136,94 (CH) ; 139,01 (CH) ; 150,87 (Cq) ; 150,99 (Cq) ;
153,57 (Cq) ; 158,97 (Cq); 159,22 (Cq) ; 170,72 (COOtBu) ; 170,87 (COOtBu) ; 170,93
(COOtBu).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 849,4 [M+H]" (100) ; 871,4 [M+Na]® (42) ; 887,4
[M+K]* (12).

IR (KBr) en cm™:1729 (C=0O ester); 1599,1577 (C=C, C=N aromatique) ; 756 (C-H
aromatique hors du plan).

Dimere 67d :

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 1720,1 [M+Na]" (20) ; 872,0 [M+2Na]** (75).

Macrocycle 68

’ X
/NN
n Monomere (n=1) 68 Dimere (n =2) 68d
C43H-NoO CgcH 34N O
tBUOO COOtBu 43H67N9Ug 8611134N18V16
! C\/N N—" Exact Mass: 837,51  Exact Mass: 1675,02
{ J Mol. Wt. : 838,05 Mol. Wt. : 1676,10
N N

tBu0oC—/ /" \_cootBu

La réaction de macrocyclisation est réalisée selon la procédure générale décrite page 230.
4 (228 mg ; 0,37 mmol), Na,COs3 (400 mg ; 3,7 mmol) dans 140 mL d’acétonitrile anhydre
puis ajout de 150 mg (0,37 mmol) de 2,6-bis(3-bromométhylpyrazol-1-yl) pyridine 65.
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L’huile jaune obtenue est purifiée sur colonne d’alumine (CH,Cly/méthanol : 1/0 — 1/1) pour
conduire a 57 mg de macrocycle monomere attendu 68 sous forme d’une huile jaune et a 43
mg de macrocycle dimere 68d (impur).

Rdt : 18 % (monomeére 68) ; 14% (dimére 68d)

Monomeére 68 :

Rt : 0,22 (alumine ; CH,ClI, / méthanol 99/01).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,36 (s, 9H, CH3tBu) ; 1,41-1,43 (m, 9H, CH; tBu);
1,46-1,47 (m, 9H, CH3 tBu) ; 1,49 (s, 9H, CHs tBu); 2,54 (bs, 4H, -CH,N-) ; 2,50-2,90 (m,
8H, -CH,N-) ; 3,16 (s, 2H, -CH,COOtBU) ; 3,28-3,45 (m, 6H, -CH,COOtBuU) ; 3,92 (bs, 2H, -
CH, pzpypz); 3,98 (s, 2H, -CH, pzpypz) ; 6,44 (d, 2H, %J=2,54 Hz) ; 7,37 (d, 2H, %=7,86
Hz) ; 7,88 (t, 1H, %)= 7,86 Hz) ; 8,16 (d, 2H, 3J= 2,54 Hz).

RMN *3C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 28,07 (CHs) ; 28,19 (CHs) ; 50,93 (CH,) ; 51,66
(CHy) ; 52,87 (CH,) ; 55,84 (CHy) ; 55,89 (CHy); 57,03 (CHy) ; 80,63 (Cq) ; 81,04 (Cq) ;
109,06 (CH) ; 109,65 (CH) ; 128,86 (CH) ; 141,22 (CH) ; 150,32 (Cq) ; 153,00 (Cq) ; 170,68
(COOtBu) ; 170,93 (COOtBuU).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour C43Hg7NgOg + H = 838,5191 ; exp.
=838,5214 (100 %).

IR (KBr) en cm™: 1729 (C=0 ester).

Dimeére 68d :

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 838,8 [M+2H]** (100) ; 1677,2 [M+H]" (12).

Réactions de macrocyclisation avec le dérivé 1,4,7-tri(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4,7-
triazaheptane 69 : procédure générale

10 équivalents de carbonate de sodium sont ajoutés a une solution de 1,4,7-tri(tert-
butoxycarbonylméthyl)-1,4,7-triazaheptane 69 dans I’acétonitrile anhydre ([réactif] ~ 2.8 107
mol. L™). La suspension est portée a reflux et chauffée pendant 1 h sous atmosphére inerte. 1
équivalent de dérivé bromé est ajouté et le mélange résultant est chauffé a reflux durant 24 h.
Apres refroidissement du milieu réactionnel, les sels de sodium sont filtrés et le filtrat est
évaporé a sec. Celui-ci est repris dans le dichlorométhane et les restes de sels sont a nouveau
¢liminés. Apres évaporation a sec, le résidu est purifié sur colonne d’alumine (Act. IV) afin

d’obtenir le macrocycle désiré.
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Dimere 71d
~ N/
/N NN/ C74H 106N 14012
—N N Exact Mass: 1382,81
2> Mol. Wt. : 1383,72
uauooc\/NL JN\/COOtBu
N
kCOOtBu

Triamine 69 (171 mg ; 0,38 mmol), Na,CO3 (406 mg ; 3,83 mmol) dans 140 mL d’acétonitrile
anhydre puis ajout de 163 mg (0,38 mmol) de 1,3-bis(6-bromométhylpyridin-2-yl)pyrazole
64. L’huile jaune obtenue est purifiée sur colonne d’alumine (CH,Cl,/méthanol : 1/0 — 1/1)
puis sur silice (CH2Cly/méthanol : 98/02 — 90/10) pour conduire a 96 mg de macrocycle
dimere 71d sous forme d’une huile jaune.

Rdt: 36 %

R¢ : 0,37 (alumine ; CH,Cl, / méthanol 98/2).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,39-1,43 (m, 54H, CHj; tBu); 2,58-3,05 (m, 16H, -
CHyN-) ; 3,17-3,59 (m, 12H, -CH,COOtBuU) ; 3,82-4,18 (m, 8H, -CH; pypzpy) ; 7,07 (bs,
2H) ; 7,40 (bs, 2H) ; 7,56-7,86 (m, 6H) ; 7,95 (bs, 4H) ; 8,60 (bs, 2H).

RMN *3C (75,4 MHz, CDCls) : § (ppm) = 28,18 (CHs) ; 52,36 (CHy) ; 55,94 (CH,) ; 56,11
(CH,) ; 59,67 (CHy) ; 63,89 (CH,) ; 64,19 (CH,) ; 81,01 (Cq) ; 103,26 (CH) ; 106,55 (CH) ;
110,49 (CH) ; 118,75 (CH) ; 122,13 (CH) ; 128,23 (CH) ; 137,02 (CH) ; 139,08 (CH) ; 150,61
(Cq) ; 151,08 (Cq) ; 153,50 (Cq) ; 154,07 (Cq) ; 158,51 (Cq) ; 170,64 (COOtBu).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 1384,4 [M+H]" (100) ; 1406,4 [M+Na]" (42) ; 1328,3
[M-tBu+H]" (19).

IR (KBr) en cm™: 1734 (C=0 ester) ; 1599, 1577 (C=C, C=N aromatique) ; 756 (C-H

aromatique hors du plan).

Dimere 72d
| X
=
/ ’/“ N ’\\‘ A\ C70H104N16012
—N N= Exact Mass: 1360,80
7 Mol. Wt. : 1361,67
tBuOOC__N N~ —COOtBu
.
kCOO’[BU
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Triamine 69 (173 mg ; 0,38 mmol), Na,CO3 (412 mg ; 3,88 mmol) dans 180 mL d’acétonitrile
anhydre puis ajout de 154 mg (0,38 mmol) de 2,6-bis(3-bromométhylpyrazol-1-yl)pyridine
65. L’huile jaune obtenue est purifiée sur colonne d’alumine (CH,Cl,/méthanol : 1/0 — 1/1)
pour conduire a 144 mg de macrocycle dimere 72d sous forme d’une huile incolore.

Rdt : 55 %.

Rt : 0,20 (alumine ; CH,Cl, / méthanol 95/5).

RMN 'H (300 MHz, CDCl5) : & (ppm) = 1,39 (s, 9H , CHstBu); 1,44 (s, 45H, CH3tBu); 2,60-
2,90 (m, 16H, -CH,N-); 3,10-3,31 (m, 12H, -CH,COOtBu); 3,78-3,90 (m, 8H, -CH, pzpypz);
6,31 (d, 2H, J=2,4 Hz) ; 6,41 (d, 2H, %J=2,7 Hz); 7,59 (d, 2H, %)= 7,5 Hz) ; 7,70 (m, 4H);
8,16 (d, 2H, )= 2,4 Hz); 8,39 (d, 2H, %)= 2,4 Hz).

RMN *¥C (75,4 MHz, CDCls): § (ppm) = 28,03 (CHs); 28,09 (CHs) ; 51,06 (CH,) ; 51,31
(CH,) ; 51,40 (CH,) ; 51,69 (CH,) ; 52,20 (CH,) ; 52,26 (CH,) ; 55,53 (CH5) ; 55,69 (CH,) ;
56,09 (CH,) ; 80,83 (Cq); 80,89 (Cq); 108,17 (CH); 108,23 (CH); 108,49 (CH); 108,81 (CH);
127,23 (CH); 127,50 (CH); 140,71 (CH); 140,97 (CH); 149,40 (Cq); 149,69 (Cq); 152,76
(Cq); 170,42 (COOtBuU).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 1362,4 [M+H]" (15) ; 681,7 [M+2H]** (100).

N
\ /N
N N=
C4H33N704
HOOC N /" SCOOH Exact Mass: 547,24

N

& \ Mol. Wt. : 547,56
N N

Hooc— — \—COoOH

Ligand Lg (73)

Le macrocycle 66 (52 mg ; 0,067 mmol) est hydrolysé selon la procédure 2 décrite page 234
pour conduire a 35,5 mg du produit attendu sous forme d’un solide blanc.

Rdt: 97 %

RMN *H (300 MHz, D;0) : & (ppm) = 3,07-3,28 (m, 4H, -CH,N-) ; 3,36-3,43 (m, 6H, -
CH;N- et -CH,COOH); 3,51-3,70 (m, 6H, -CH,N- et -CH,COOH); 3,90 (s, 2H, -
CH,COOH) ; 3,94 (s, 2H, -CH,COOH) ; 4,51 (s, 2H, -CH,pz) ; 4,67 (s, 2H, -CH,py) ; 6,81
(d, 1H, pz, %)= 2,4 Hz) ; 7,52 (d, 1H, py, %)= 7,5 Hz) ; 7,79 (d, 1H, py, %= 8,1 Hz) ; 8,12 (t,
1H, py, %J=8,1 Hz) ; 8,46 (d, 1H, pz, *J= 2,1 Hz).

RMN *C (75,4 MHz, D,0) : & (ppm) = 49,50 (CH,) ; 49,85 (CH,) ; 50,19 (CH,) ; 50,32
(CH,) ; 51,15 (CH,) ; 51,38 (CH>) ; 51,50 (CH,) ; 53,38 (CH,) ; 54,72 (CH>) ; 56,11 (CHy) ;
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56,48 (CH,) ; 58,49 (CH,) ; 110,63 (CHpz); 114,40 (CHpy); 123,09 (CHpy); 131,554
(CHpz) ; 141, 76 (CHpy) ; 146,02 (Cq) ; 149,80 (Cq) ; 149,89 (Cq) ; 170,28 (COOH) ; 170,64
(COOH) ; 171,45 (COOH) ; 172,42 (COOH).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 586,2 [M+K]" (100) ; 608,2 [M-H+Na+K]" (50) ; 570,2
[M+Na]* (25).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour C4H33N;Og + K = 586,2028 ; exp.
=586,1997 (50 %).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm ; gradient: 100/0
HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min ;
débit : 1 mL/min, A = 315 nm): Temps de rétention = 8,12 min.

/ \ NN
/ coon Cy9H36NgOg

HOOC_ Exact Mass: 624,27
Mol. Wt.: 624,64

Ligand L; (74)

N N
Hooc— — \—CooH

Le macrocycle 67 (45 mg ; 0,053 mmol) est hydrolysé selon la procédure 2 décrite page 234
pour conduire a 25 mg du produit attendu sous forme d’un solide blanc.

Rdt: 76 %

RMN *H (300 MHz, D,O): & (ppm) = 3,00-3,12 (m, 2H, -CH,N-) ; 3,15-3,32 (m, 4H, -
CHN-); 3,34 (s, 2H, -CH,COOH) ;3,49 (bs, 6H, -CH,;N-) ; 3,56 (s, 2H, -CH,COOH) ; 3,84
(s, 2H, -CH,COOH) ; 3,94 (s, 2H, -CH,COOH) ; 4,59 (s, 2H, -CH; pypzpy) ; 4,69 (s, 2H, -
CH, pypzpy) ; 7,15 (bs, 1H, pz) ; 7,53 (d, 1H, py, %J=7,51 Hz) ; 7,64 (d, 1H, py, 3J=7,72 Hz) ;
7,76 (d, 1H, py, %1=8,20 Hz) ; 8,02 (d, 1H, py, 3J=7,37 Hz) ; 8,09 (t, 1H, py, 3J=7,31 Hz) ;
8,19 (t, 1H, py, %J=7,73 Hz) ; 8,45 (bs, 1H, pz).

RMN *2C (75,4 MHz, D,0) : & (ppm) = 49,32 (CH,) ; 49,78 (CH,) ; 50,55 (CH,) ; 51,04
(CH,) ; 51,06 (CH,) ; 51,16 (CH,) ; 54,12 (CH,) ; 54,54 (CH,) ; 55,87 (CH,) ; 56,14 (CH,) ;
57,75 (CH,) ; 58,41 (CH,) ; 108,50 (CH) ; 114,79 (CH) ; 123,39 (CH) ; 123,65 (CH) ; 124,98
(CH) ; 131,95 (CH) ; 141,54 (CH) ; 142,10 (CH) ; 148,70 (Cq) ; 150,17 (Cq) ; 150,24 (Cq) ;
150,43 (Cq) ; 150,99 (Cq) ; 170,34 (COOH) ; 171,06 (COOH) ; 171,59 (COCH) ; 173,00
(COOH).
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SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 647,3 [M+Na]® (100) ; 625,3 [M+H]" (65); 663,3
[M+K]" (50).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour CogHzsNgOg + K* = 663,2293 ; exp.
=663,2274 (100 %).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm ; gradient: 100/0
HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min ;
débit : 1 mL/min, A = 315 nm): Temps de rétention = 11,07 min.

Ligand Lg (75)

7

—

A\

N N
/ \
N N=

Cy7H35NoOg
HOOC.__N N_/COOH Exact Mass: 613,26

< Mol. Wt. : 613,62
N N

Hooc— — \—CcooH

Le macrocycle 68 (49 mg ; 0,058 mmol) est hydrolysé selon la procédure 2 décrite page 234
pour conduire a 30,5 mg de produit attendu sous forme d’une huile jaune.

Rdt : 86 %.

RMN 'H (300 MHz, D;0) : & (ppm) = 3,35 (bs, 4H, -CH;N- ) ; 3,40-3,60 (m, 8H, -CH,N- );
3,71 (s, 4H, -CH,COOH) ; 4,02 (s, 4H, -CH,COOH) ; 4,54 (s, 4H, -CH, pzpypz) ; 6,73 (d,
2H, %)= 2,48 Hz) ; 7,58 (d, 2H, %J= 8,10 Hz) ; 8,08 (t, 1H, 3J= 7,88 Hz) ; 8,37(d, 2H, )= 2,48
Hz).

RMN *C (75,4 MHz, D,0) : & (ppm) = 49,59 (CH,) ; 51,03 (CH,) ; 54,15 (CH,) ; 55,24
(CHy) ; 110,79 (CHpz); 112,24 (CHpy); 131,62 (CHpz); 143,11 (CHpy); 145,17 (Cq);
149,06 (Cq) ; 169,64 (COOH) ; 171,58 (COOH).

SM (ESI, mode positif) : m/z (%) = 326,6 [M+H+K]** (100) ; 652,2 [M+K]" (90) ; 614,3
[M+H]" (35) ; 636,3 [M+Na]" (30).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour C7H3sNgOg + H' = 614,2687 ; exp.
= 614,2680 (100 %).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 pum 100A 150x4,6 mm ; gradient: 100/0
HCOONH,; 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH,4 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min;
débit : 1 mL/min, A = 315 nm): Temps de rétention = 10,48 min.
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6-méthyl-2-(pyrazol-1°-yl)-pyridine 76

43 N 3
S N CoHgN;
Q 5\;4' Exact Mass: 159,08
Mol. Wt. : 159,19

1,30 g (5,82 mmol) de Cul, 1,92 g (13,94 mmol) de K,CO3; et 395 mg (5,81 mmol) de
pyrazole sont mis en solution dans 20 mL de dioxanne dégazé. La 2-bromo-6-méthylpyridine
(1,0 g; 5,81 mmol) et la trans-1,2-cyclohexanediamine (795 mg ; 6,97 mmol) sont ensuite
ajoutées. Apres 5 jours a reflux (110 °C) puis retour a température ambiante, le milieu
réactionnel est dilué avec de l’acétate d’éthyle, lavé avec une solution aqueuse saturée
d’EDTA disodé, séché sur MgSQO, et évaporé a sec. L huile marron obtenue est purifiée sur
colonne de silice (CH,CIy) pour conduire a 717 mg de produit attendu sous la forme d’une
huile jaune.
Rdt = 85%
Rf : 0,24 (silice, CH,CI,).
RMN *H (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 2,59 (s, 3H, CHs py) ; 6,47 (d, 1H, ) = 3 Hz, Hy') ;
7,04 (d, 1H, ) = 9 Hz, H3) ; 7,69-7,81 (m, 3H, Hus3) ; 8,64 (d, 1H, %) = 3 Hz, Hs)).
RMN *¥C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 24,17 (CHs) ; 107,50 (CH) ; 109,27 (CH) ; 120,83
(CH) ; 127,10 (CH) ; 138,93 (CH) ; 141,89 (CH) ; 150,90 (Cq) ; 157,34 (Cq).

6-bromométhyl-2(pyrazol-1’-yl)-pyridine 77

4 3
5 /N\3

N
/2 N, CoHgBrN;
5" 4" Exact Mass: 236,99
Mol. Wt. : 238,08
Br

A une solution de composé 76 (135 mg ; 0,84 mmol) dans 30 mL de CCly, sont ajoutés la N-
bromosuccinimide (150 mg ; 0,84 mmol) et le peroxyde de benzoyle (10 mg ; 0,04 mmol). Le
milieu réactionnel est mis a reflux a 1’aide d’une lampe halogéne (150 W) jusqu’a
décoloration du milieu. Aprés évaporation a sec, le résidu obtenu est purifie sur gel de silice
(CHCIy) pour donner 103,5 mg de produit attendu sous la forme d’une huile jaune.
Rdt = 51 %.
Rf : 0,36 (silice, CH2C|2)
RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 4,53 (s, 2H, CH,-Br) ; 6,46 (dd, 1H, 31 = 2,4; 1,6 Hz,
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) ;7,30 (dd, 1H, 31 = 7,5 Hz, %) = 0,9 Hz, H3) ; 7,73 (m, 1H, Hs") ; 7,80 (t, 1H, ) = 8,1 Hz, H,)
£ 7,90 (dd, 1H, %1 =8,1 Hz,*J = 0,9 Hz, Hs) ; 8,60 (dd, 1H, 3J = 2,4 Hz, %) = 0,6 Hz, Hs).
RMN *C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 33,28 (CH,) ; 107,83 (CH) : 111,69 (CH) ; 120,78
(CH) ; 127,25 (CH) ; 139,68 (CH) ; 142,22 (CH) ; 151,15 (Cq) ; 155,46 (Cq).

SM (DCI*, NHa) : m/z (%) = 238 [M+H]" (100) ; 255 [M+NH.]* (67)

2-(3’-méthylpyrazol-1°-yl)-pyridine 78

4 3 N
6 N =y Exact Mass: 159,08

Mol. Wt. : 159,19

A un mélange de Cul (3,6 g; 18,98 mmol), de K,CO3 (6,28 g; 45,54 mmol) et de 3-
méthylpyrazole (1,57 g; 18,98 mmol) dans du dioxanne dégazé (66 mL), sont ajoutés le 2-
bromopyridine (3 g; 18,98 mmol) et la trans-1,2-cyclohexanediamine (2,59 mg; 22,68
mmol). La solution est portée a reflux pendant cing jours. Aprés retour a température
ambiante, le milieu réactionnel est dilué avec de 1’acétate d’éthyle, lavé avec une solution
aqueuse saturée en EDTA disodé et séché sur MgSO,. Le filtrat est évaporé sous pression
réduite et chromatographié sur colonne de silice (CH,Cl, — Acétate d’éthyle 8/2) pour
donner 2,6 g du produit attendu sous forme d’une huile jaune.

Rdt : 86%.

Rf : 0,45 (silice, éther de pétrole / Ether 8/2).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 2,27 (s, 3H, CHs) ; 6,13 (d, 1H, Hy, %)= 3 Hz) ; 6,97
(t, 1H, Hs, 3= 4,3) ; 7,62 (t, 1H, H4, 2=18,6) ; 7,80 (d, 1H, Hs, %1 = 6,4 Hz) : 8,25 (d, 1H, Hg,
%)=4,3) ;8,35 (d, 1H, Hs-, %) = 3 Hz).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 13,88 (CH3) ; 107,96 (CH) ; 112,08 (CH) ; 120,79
(CH) ; 127,66 (CH) ; 138,52 (CH) ; 147,99 (CH) ; 151,55 (Cq) ; 151,66 (Cq).

2-(3’-méthyl-4’-bromo-pyrazol-1°-yl) pyridine 79
4 3
o /N\
S \ /2 N C9H8BTN3
6Y—N = Exact Mass: 236,99
Br Mol. Wt. : 238,08

A une solution du composé 78 (400 mg ; 2,51 mmol) dans 80 mL de CCl,, sont ajoutés la N-
bromosuccinimide (447 mg ; 2,51 mmol) et le peroxyde de benzoyle (30 mg ; 0,12 mmol). Le

milieu réactionnel est mis a reflux a ’aide d’une lampe halogeéne (150 W) jusqu’a
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décoloration du milieu. Aprés évaporation a sec, le résidu obtenu est purifié sur gel de silice
(éther de pétrole / acétate d’éthyle 98/02) pour donner 210 mg du composé 79 sous forme
d’un solide blanc.

Rdt : 35%.

Rf : 0,33 (silice, éther de pétrole / acétate d’éthyle 98/02).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 2,33 (s, 3H, CH3) ; 7,16 (t, 1H, Hs, )= 3 Hz) ; 7,78
(t, 1H, Ha, 3J= 6 Hz) ; 7,87 (d, 1H, Hs, ) = 9 Hz) ; 8,37 (d, 1H, He, %)= 3 Hz) ; 8,35 (s, 1H,
Hs:).

RMN **C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 12,26 (CHs) ; 97,62 (Cq) ; 111,60 (CH) ; 121,31
(CH) ; 127,57 (CH) ; 138,72 (CH) ; 148,09 (CH) ; 150,34 (Cq) ; 150,89 (Cq).

SM (DCI", NH3) : m/z (%) = 238,2 (98) / 240,2 (100) [M+H]" ; 255,2 (20) / 257,2 (18)
[M+NH.]*.

Acide 3-pyrazole carboxylique 80

HN\/_Nj/COOH C4H4N,0,
— Exact Mass: 112,03

Mol. Wt. : 112,09
A une solution de 3-méthylpyrazole (59 ; 60 mmol) dans 230 mL d’eau, est ajoutée lentement
une solution aqueuse de KMnO,4 (21,17 g dans 420 mL d’eau; 133 mmol). Le mélange
réactionnel violet est porté a reflux 4 h. Apreés filtration et concentration du filtrat (jusqu’a
1/10 du volume), celui-ci est acidifié par une solution de HC1 37 % jusqu’a pH = 2. Apres
refroidissement une nuit a 4°C, un précipité blanc correspondant au produit attendu est filtré
et séché a I’étuve (5,85 g).
Rdt : 87%.
RMN *H (300 MHz, D;0) : & (ppm) = 6,89 (d, 1H, *J= 2,4 Hz) ; 7,77 (d, 1H, 3= 2,4 Hz).

Ethyl 3-pyrazole carboxylate 81
N\_-COOEt

HN\_\7/ C¢HgN,0,

— Exact Mass: 140,06

Mol. Wt. : 140,14

Sous atmosphére inerte, un mélange de 5,5 g d’acide 3-pyrazole carboxylique 80 (49 mmol)
en solution dans 110 mL d’éthanol absolu et 8 mL de H,SO,4 concentré est chauffé a reflux
durant 5 h puis évaporé a sec. Le résidu obtenu est solubilisé dans 200 mL d’eau et neutralisé

par NaHCOs (s). La phase aqueuse est extraite avec 4 x 100 mL d’acétate d’éthyle, les phases
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organiques obtenues sont séchées sur Na,SO,4 anhydre, filtrées et évaporées a sec. Apres une
recristallisation dans 1’éther de pétrole (20 mL), le composé 81 est isolé sous la forme de
cristaux jaunes (1,6 g).

Rdt : 23%.

RMN H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,41 (t, 3H, CHs, %)= 7,1 Hz) ; 4,41 (q, 2H, CH,, %)=
7,1 Hz) ;6,85 (d, 1H, *J=2,3 Hz) ; 7,81 (d, 1H, *J= 2,3 Hz).

Ethyl 1-(pyridin-2-yl)-pyrazole-3-carboxylate 82

49— N_ _COOEt
S N Ci1H N30,
6\<jN>T 5\;4'/ Exact Mass: 217,09
Mol. Wt. : 217,22
A un mélange de 0,683 g (3,59 mmol) de Cul, 1,18 g (8,61mmol) de K,CO;3 et 0,6 g (4,28
mmol) d’éthyl 3-pyrazole carboxylate 81 en solution dans 15 mL de dioxanne dégazé, sont
ajoutés 0,566 g (3,59 mmol) de 2-bromopyridine et 0,408 g (3,59 mmol) de trans-1,2-
cyclohexanediamine. Apres deux jours a reflux, le mélange jaune est dilué avec 60 mL
d’acétate d’éthyle puis lavé avec 20 mL d’une solution aqueuse saturée en EDTA disodé. La
phase aqueuse est séparée puis extraite avec 3 x 50 mL d’acétate d’éthyle. Les phases
organiques sont séchées sur MgSQ,, filtrées et évaporées a sec. L’huile marron obtenue est
purifiée sur colonne de silice (CH,Cly) pour conduire a 0,44 g de produit sous la forme d’une
huile jaune.
Rdt : 56%.
Rf : 0,48 (silice, CH.CIy).
RMN *H (300 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 1,43 (t, 3H, CHg ester, %)= 7,1 Hz) ; 4,44 (q, 2H,
CHjy ester, )= 7,1 Hz) ; 6,96 (d, 1H, Hy, )= 2,7 Hz) ; 7,25 (td, 1H, Hs, %J= 7,5 Hz, 4J= 0,9
Hz) ; 7,84 (td, 1H, H,, %)= 7,5 Hz, *J= 1,8 Hz) ; 8,13 (d, 1H, Hs, %)= 8,2 Hz) ; 8,44 (dd, 1H,
He, 2J= 4,8 Hz, *J= 0,9 Hz) ; 8,60 (d, 1H, Hs-, %= 2,7 Hz).
RMN C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 14,34 (CHs Et) ; 61,23 (CH, Et) ; 110,11 (CH);
113,21 (CH) ; 122,50 (CH) ; 128,34 (CH) ; 138,85 (CH) ; 145,91 (Cq) ; 148,06 (CH) ; 150,95
(Cq) ; 162,20 (-COOE).
SM (DCI", NHs) : m/z (%) = 235 [M+NH,]" (100) ; 218 [M+H]" (12).
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2-(3’-hydroxyméthylpyrazol-1’-yl) pyridine 83

3
4 CH,OH

5 T /N\
\ /2 N C9H9N3O
6 —N = Exact Mass: 175,07

5 4
Mol. Wt. : 175,19

Une solution de LiAIH,4 (0,39 g ; 10,3 mmol) dans 40 mL de THF anhydre est ajoutée a une
solution d’ester 82 (1,12 g ; 5,15 mmol) dans 370 mL de THF anhydre. Le mélange est agité
3 h a température ambiante puis traité successivement par de 1’eau (0,38 mL), une solution
aqueuse de NaOH a 15% (0,38 mL) et de I’eau (1,14 mL). Le milieu réactionnel est filtré et
évaporé a sec. Le solide jaunatre obtenu est purifié sur colonne de silice (CH,Cl,/méthanol
100/0 — 98/2) pour conduire a 0,57 g de produit sous forme de cristaux blancs.

Rdt: 63%

Pf: 62-63 °C

Rf: 0,34 (silice, CH,Cl,/méthanol 98/02).

RMN *H (300 MHz, CDCl5) : & (ppm) = 3,05 (t, 1H, OH, )= 4,9 Hz); 4,78 (d, 2H, CH,OH,
%)= 4,6 Hz); 6,45 (d, 1H, H, %)= 2,6 Hz); 7,16 (ddd, 1H, Hs, “J=0,94 Hz, )= 7,4 Hz, )= 7,5
Hz); 7,78 (td, 1H, Hy, 2J=8,1 Hz, *J= 1,9 Hz); 7,90 (dt, 1H, Hs, 3J= 8,1 Hz, “J= 0,9 Hz); 8,38
(dd, 1H, Hs, 3J= 4,90 Hz, *J= 0,9 Hz); 8,49 (d, 1H, Hs:, *J= 2,6 Hz).

RMN C (75 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 59,01 (CH,OH) ; 106,40 (CH 4°) ; 112,29 (CH 3) ;
121,32 (CH 5) ; 128,14 (CH 5°) ; 138,70 (CH 4) ; 148,00 (CH 6) ; 151,28 (Cq 2) ; 155,01 (Cq
3%).

SM (ES, MeOH, mode positif) : m/z (%) = 158 [M+H-H,0]" (100) ; 198 [M+Na]" (93).

2-(3’-bromométhylpyrazol-1’-yl) pyridine 84

4_3 N CHzBr
SQNQ/ CoHgBrN,
/2
6\ N o=y Exact Mass: 236,99
Mol. Wt. : 238,08

A une solution de 83 (0,5 g ; 2,85 mmol) dans 120 mL de CH3CN anhydre est ajouté le PBr;
(0,37 mL ; 4 mmol). La solution jaune claire est chauffée 3 h a reflux puis agitée une nuit a
température ambiante; aprés évaporation a sec, le résidu solide obtenu est neutralise par une
solution aqueuse saturée en Na,COjs, extrait par 6 x 100 mL de CH,Cl,. Les phases
organiques sont séchées sur Na SOy, filtrées et évaporées a sec. On obtient 0,68 g de produit
attendu sous la forme d’une poudre jaunatre.

Rdt : quantitatif
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Pf:79-81°C

Rf : 0,39 (silice, CH,Cl,/éther de pétrole 50/50).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 4,56 (s, 2H,CH, Br) ; 6,51 (d, 1H, Hy, %)= 2,6 Hz);
7,18 (ddd, 1H, Hs, *J= 0,75 Hz, %= 7,2 Hz, ®J= 7,36 Hz); 7,80 ( td, 1H, H4, 3J=8,5 Hz, J=1,9
Hz) ; 7,93 (d, 1H, Hs, J=8,4 Hz) ; 8,40 (dd, 1H, He, )= 5,1 Hz, “J= 0,9 Hz) ; 8,50 (d, 1H,
Hs-, 3= 2,6 Hz).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 24,98 (CH, Br) ; 107,89 (CH 4°) ; 112,49 (CH 3) ;
121,60 (CH 5) ; 128,39 (CH 5°) ; 138,70 (CH 4) ; 148,05 (CH 6) ; 151,15 (Cq 2) ; 151,55 (Cq
3%).

SM (ES, MeOH, mode positif) : m/z (%) = 262 (100) / 260 (97) [M+Na]".

6-méthyl-2-(3’-éthoxycarbonyl pyrazol-1’-yl)-pyridine 85

3

5 4 NiNj/COOEt CLH NSO,

Q = Exact Mass: 231,10

Mol. Wt. : 231,25

A un mélange de Cul (1,12 g; 5,95 mmol), de K,CO3 (1,97 g; 14,28 mmol) et d’éthyl3-
pyrazole carboxylate 81 (1 g; 7,14 mmol) dans du dioxanne (20 mL), sont ajoutées la 2-
bromo-6-méthyl pyridine (1,02 g ; 5,95 mmol) et la trans-1,2-cyclohexanediamine (0,68 g ;
5,95 mmol). La solution est portée a reflux pendant deux jours. Apres retour a température
ambiante, le milieu réactionnel est dilué¢ avec de I’acétate d’éthyle, lavé avec une solution
aqueuse saturée en EDTA disodé et séché sur MgSO,. Le filtrat est évaporé sous pression
réduite et chromatographié sur colonne de silice (CH,Cl,) pour donner 739 mg du produit
attendu sous forme d’une huile jaune.
Rdt = 54%
Rf : 0,5 (silice, éther de pétrole / AcOEt 98/02)
RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,37 (t, 3H, %)= 6 Hz, CH,-CHs) ; 2,51 (s, 3H, CH3s
py) ; 4,39 (q, 2H, 3J= 6 Hz, CH,-CHs) ; 6,90 (d, 1H, %)= 3 Hz, H,) ; 7,04 (d, 1H, %)= 9 Hz,
Hs) ; 7,66 (t, 1H, %)= 9 Hz, Hy) ; 7,86 (d, 1H, )= 9 Hz, Hs) ; 8,57 (d, 1H, *J= 3 Hz, Hs).
RMN *C (75 MHz, CDCls): & (ppm) = 14,35 (CHs Et) ; 24,16 (CH3 py) ; 61,19 (CHy) ;
109,85 (CH) ; 110,00 (CH) ; 121,94 (CH) ; 128,31 (CH) ; 138,94 (CH) ; 145,72 (Cq) ; 150, 34
(Cq) ; 157,53 (Cq) ; 162,30 (CO).
SM (ES) : m/z (%) = 270 [M+K]" (49) ; 254 [M+Na]" (100) ; 232 [M+H]" (36).
IR : v (cm™) = 1738 (C=0 ester).
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6-bromométhyl-2(3’-éthoxycarbonyl pyrazol-1’-yl)-pyridine 86
4 3

— N COOEt
AN C,H ,BN;0,
5T 4 Exact Mass: 309,01
. Mol. Wt. : 310,15
r

A une solution de composé 85 (100 mg ; 0,43 mmol) dans 15 mL de CCl,, sont ajoutes la N-
bromosuccinimide (77 mg; 0,433 mg) et le peroxyde de benzoyle (5 mg; 0,02 mmol). Le
milieu est porté a reflux a I’aide d’une lampe halogéne (150 W) jusqu’a décoloration (= 3h).
Apres évaporation a sec, le résidu obtenu est purifié sur gel de silice (éther de pétrole / AcOEt
8/2) pour donner 55 mg de composé 86 sous forme d’une huile jaune.

Rdt = 41%

Rf : 0,28 (silice, éther de pétrole / AcOEt 8/2).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,47 (t, 3H, *J= 6 Hz, CH,-CHs) ; 4,48 (q, 2H, %)= 6
Hz, CH,-CHs) ; 4,58 (s, 2H, CH»-Br) ; 7,01 (d, 1H, *J= 3 Hz, Hy) ; 7,42 (d, 1H, %)= 6 Hz,
Hs) ; 7,88 (t, 1H, %)= 6 Hz, H,) : 8,10 (d, 1H, %)= 6 Hz, Hs) ; 8,67 (d, 1H, %J= 3 Hz, Hs").

RMN *¥C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) = 14,37 (CHs) ; 32,96 (CH,) ; 61,30 (CH,) ; 110,15
(CH); 112,48 (CH) ; 121,99 (CH) ; 128,59 (CH) ; 139,93 (CH) ; 146,10 (Cq) ; 150,49 (Cq) ;
155,63 (Cq) ; 162,14 (CO).

SM (DCI*, NH3): m/z (%) = 310 [M+H]" (5) ; 327 [M+NH3+H]" (100).

Tris-1,4,7-(tert-butoxycarbonylméthyl)-1,4,7,10-tétraazacyclododécane 87

COOtBu
(/_\ /—COOtBu

[N Nj
C,«H:,BrN,O
N N 261151 DNy Ug

\ / \H HBr Exact Mass: 594,30

Mol. Wt. : 595,61
COOtBu

A un mélange refroidi a 0°C de 2,5 g (14,51 mmol) de 1,4,7,10-tétraazacyclododécane et 4,02
g (47,89 mmol) de NaHCO3 dans 85 mL de CH3CN anhydre, sont ajoutés goutte a goutte 9,34
g (47,89 mmol) de bromoacétate de tertiobutyle (durée de 1’addition : 40 min. environ). Apres
2 jours d’agitation a température ambiante, le mélange réactionnel est filtré puis évaporé a
sec ; le résidu jaunatre obtenu est recristalliseé dans le toluéne pour conduire a 4 g de composé
87 sous la forme d’un solide blanc.
Rdt : 46%
Rf : 0,39 (silice, CH,Cl,/MeOH 95/05).
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RMN *H (300 MHz, CDCls) : 5 (ppm) = 1,44 (s, 9H, CH3 tBu) ; 1,45 (s, 18H, CH3tBu) ; 2,88
(bs, 4H, -CHy-N); 2,91 (bs, 8H, -CH,-N); 3,23 (bs, 4H, -CHy-N); 3,28 (s, 2H, -CH,-
COOLtBuU) ; 3,37 (5, 4H, -CH,-COOtBUY); 10,02 (bs, 1H, NH).

Tris-1,4,7-(tert-butoxycarbonylméthyl)-10-[6-méthyl-(2(pyrazol-1°-yl)-pyridine)]-
1,4,7,10-tétraazacyclododécane 88

4 __3 5
COOtBu 5 \ 7 N\ N 4
(i S &)

N N

[ j C35Hs57N704
N N Exact Mass: 671,44
\_/\_cootBu Mol. Wt.: 671,87
COOtBu

A un mélange de composé 87 (98,9 mg ; 0,166 mmol) et de K,CO3 (114,5 mg ; 0,830 mmol)
dans 1’acétonitrile anhydre (10 mL), est ajouté le composé 77 (39,6 mg; 0,166 mmol). La
solution est portée a reflux pendant une nuit. Apres retour a température ambiante, le milieu
est évaporé a sec puis repris dans le CH,Cl,. Les sels de potassium sont filtrés puis le filtrat
est évaporé a sec. Le résidu est purifié sur colonne de silice (CH,Cl,/MeOH 97/3) pour
donner 53 mg de produit attendu sous forme d’une huile jaune.

Rdt =47%

Rf : 0,26 (silice, CH,Cl,/MeOH 97/3).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,41 (s, 9H, CHs tBu) ; 1,43 (s, 18H, CHj; tBu) ;
2,06-3,10 (m, 24H, CH, cycléne, CH,COOtBu, CH; py) ; 6,24 (dd, 1H, %)= 2,4 Hz, %)= 1,6
Hz, Hy) ; 7,18 (d, 1H, %= 7,6 Hz, H3) ; 7,56 (d, 1H, *J= 1,6 Hz, H3) ; 7,80 (t, 1H, %)= 7,6 Hz,
H.) ; 7,89 (d, 1H, %)= 7,6 Hz, Hs) ; 9,13 (d, 1H, %)= 2,4 Hz, Hs").

RMN C (75 MHz, CDCls) : § (ppm) = 27,74 (CHs); 27,85 (CHs3) ; 28,05 (CHs); 55,62
(CHy); 55,88 (CH,) ; 56,27 (CH,); 60,18 (CH,) ; 81,93 (Cq tBu); 82,13 (Cq tBu) ; 82,34 (Cq
tBu); 107,95 (CH); 111,34 (CH); 123,18 (CH); 128,36 (CH); 139,54 (CH); 141,77 (CH);
152,26 (Cq); 156,54 (Cq); 172,41 (COOtBu); 172,56 (COOtBu); 172,86 (COOtBuU).

SM (ESI) : m/z (%) = 672,7 [M+H]" (43) ; 694,7 [M+Na]" (100).

Tris-1,4,7-(tert-butoxycarbonylmethyl)-10-[6-méthyl-(2(3’-éthoxycarbonylpyrazol-1°-yl)-
pyridine)]-1,4,7,10-tétraazacyclododécane 89
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4
coom@ ? ,

[ :| COOEt
N N C35Hg N0y

/ \—COOtBu Exact Mass: 743,46
COOtBU Mol. Wt. : 743,93

A un mélange de composé 87 (101 mg ; 0,169 mmol) et de K,CO3 (116,57 mg ; 0,845 mmol)
dans I’acétonitrile anhydre (10 mL), est ajouté le composé 86 (52,2 mg; 0,169 mmol). La
solution est portée a reflux pendant une nuit. Apres retour a température ambiante, le milieu
est évaporé a sec puis repris dans le CH,Cl,. Les sels de potassium sont filtrés puis le filtrat
est évaporé a sec. Le résidu est purifié sur colonne d’alumine (CH,Cl,/MeOH 1/0 — 96/4)
pour donner 118 mg du produit attendu sous forme d’une huile jaune.

Rdt = 94%

Rf : 0,26 (silice, CH,Cl,/MeOH 96/4).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,36-1,45 (m, 30H, CH,-CHs, CH3 tBu) ; 2,14-2,94
(m, 24H, CH, cycléne, CH,COOtBuU, CH, py) ; 4,40 (quadr., 2H, *J= 6 Hz, CH,-CHs) ; 6,76
(d, 1H, 3= 3 Hz, H4) ; 7,29 (d, 1H, *J= 9 Hz, H3) ; 7,86 (t, 1H, %)= 9 Hz, H,) ; 8,06 (d, 1H, 3J
=9 Hz, Hs) ;9,12 (d, 1H, 3J = 3 Hz, Hs).

RMN *C (75 MHz, CDCls): & (ppm) = 14,35 (CHs); 27,73 (CHs); 27,87 (CHa); 28,05
(CHs3); 29,65 (CH,); 49,20 (CHy); 50,18 (CHy); 51,30 (CH,); 52,33(CHy); 55,65 (CH,) ; 55,94
(CHy); 56,57 (CH,); 60,18 (CHy); 61,17 (CH,); 81,92 (Cq tBu); 82,13 (Cq tBu); 82,39 (Cq
tBu); 110,20 (CH); 112,28 (CH); 124,42 (CH); 129,73 (CH); 139,77 (CH); 145,74 (Cq);
151,70 (Cq); 156,97 (Cq); 162,06 (COOEt); 170,56 (COOtBu); 172,56 (COOtBu); 172,82
(COOtBuU).

SM (ESI) : m/z (%) = 744,8 [M+H]" (13) ; 766,7 [M+Na]" (100).

Tris-1,4,7-(tert-butoxycarbonylméthyl)-10-[3’-méthyl-(2(pyrazol-1°-yl)-pyridine)]-
1,4,7,10-tétraazacyclododécane 90

COOtBU
\ /
[ j C35Hs7N7Og

Exact Mass: 671,44
\_/\—COOtBu Mol. Wt. : 671,87
COOtBu
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A une suspension de 87 (0,75 ; 1,26 mmol) et de K,CO3 (0,879 ; 6,3 mmol) dans 1’acétonitrile
anhydre (80 mL), est ajouté le composé 84 (0,3 g; 1,26 mmol). Le mélange réactionnel est
laissé une nuit a reflux. Apres retour a tempeérature ambiante, le milieu réactionnel est filtré et
évaporeé a sec. Le résidu ainsi obtenu est repris dans le CH,Cl,, les restes de sels de potassium
sont filtrés et le filtrat est évaporé a sec. La mousse jaune obtenue est purifiée sur colonne
d’alumine (CH,Cly/méthanol 100/0 — 90/10) pour conduire a 0,60 g de produit sous forme
d’une huile jaune.

Rdt : 71%.

Rf : 0,38 (alumine, CH,Cl,/ méthanol 95/05).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 1,28 (s, 18H, CH3tBu) ; 1,48 (s, 9H, CHstBu) ; 1,83
(m, 4H, -CH,-N) ; 2,01-2,80 (m, 12H, -CH,-N) ; 2,81-2,94 (m, 4H, -CH,-COOtBu) ; 2,98 (s,
2H, -CH,-COOtBu); 3,57 (bs, 2H, -CH, pzpy) ; 6,46 (d, 1H, Hy,, %)= 2,45 Hz); 7,12 (ddd, 1H,
Hs, %)= 7,55 Hz, 3J= 7,36 Hz, “J= 0,75 Hz); 7,65 (td, 1H, Hy, 3J= 7,36 Hz, *J= 1,88 Hz) ; 8,06
(d, 1H, Hs, *J=8,30 Hz); 8,34 (dd, 1H, He, *J=4,91 Hz, “J=0,75 Hz); 8,45 (d, 1H, Hs,
%)= 2,45 Hz).

RMN “3C (75,4 MHz, CDCls) : & (ppm) = 27,99 (CHs tBu) ; 28,09 (CH3 tBu) ; 50,23 (CH,) ;
51,61 (CHy) ; 55,78 (CH,) ; 56,28 (CH,) ; 81,98 (Cq tBu) ; 82,15 (Cq tBu) ; 108,57 (CH) ;
113,05 (CH) ; 121,52 (CH); 128,21 (CH) ; 138,49 (CH) ; 147,94 (CH): 151,30 (Cq py) ;
152,66 (Cq pz) ; 172,58 (COOtBuU) ; 172,66 (COOtBuU).

SM (ES, MeOH, mode positif) : m/z (%) = 694,8 [M+Na]" (100) ; 638,8 [M-tBu+Na]" (31) ;
582,7 [M-2tBu+Na]® (22); 526,6 [M-3tBu+Na]® (18); 672,9 [M+H]" (67); 616,8 [M-
tBu+H]" (22) ; 560,7 [M-2tBu+H]" (9) ; 504,7 [M-3tBu+H]" (9).

Tris-1,4,7-(carboxyméthyl)-10-[6-méthyl-(2(pyrazol-1’-yl)-pyridine)]-1,4,7,10-
tétraazacyclododécane Lg(91)

4 ___ 3 3
COOH 5 \ p N\ g
(g )
N N
[N Nj C,3H33N;04

\ AN Exact Mass: 503,25
COOH Mol Wt. : 503,55
COOH
Le compose 88 (53 mg; 0,079 mmol) est hydrolysé selon la procédure 2 décrite page 234
pour conduire a 39 mg de produit attendu.

Rdt = 99%
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RMN 'H (400 MHz, D,0) : & (ppm) = 3,24-3,68 (m, 22H, CH, cycléne, CH,COOH) ; 4,24
(s, 2H, CH.-py) : 6,63 (d, 1H, *J =3 Hz, Hs") ; 7,63 (d, 1H, *J =9 Hz, H3) ; 7,75 (d, 1H, % =9
Hz, Hs) ; 7,87 (d, 1H, 3 =3 Hz, Hs) ; 7,98 (t, 1H, ) = 9 Hz, H,) ; 8,52 (d, 1H, %) = 3 Hz, Hs").
RMN C (75 MHz, D;0): & (ppm) = 48,57 (CH,); 50,40 (CH,); 53,03 (CH,); 54,69
(CHy) ; 57,93 (CH,) ; 108,84 (CH) ; 113,32 (CH) ; 114,34 (Cq) ; 118,20 (Cq) ; 123,55 (CH) ;
129,40 (CH) ; 141,58 (CH) ; 143,13 (CH) ; 150,63 (Cq) ; 162,57 (CO) ; 163,04 (CO).

SM (ESI) : m/z (%) = 504,3 [M+H]" (90) ; 526 [M+Na]" (100) ; 542,3 [M+K]" (43).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour CsHasN;Og + H™ = 504,2571; exp.
=504,2574 (100).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm; gradient: 100/0
HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min ;
débit : 1 mL/min, A = 315 nm): Temps de rétention = 9,70 min.

Tris-1,4,7-(carboxyméthyl)-10-[6-meéthyl-(2(3’-carboxypyrazol-1°-yl)-pyridine)]-1,4,7,10-
tétraazacyclododécane Lo (92)
4

3 5
COOH 5\ NN
Vel
[N Nj COOH
N N Ca4H33N;04
\__ /\__coon ExactMass: 547,24
COOH Mol. Wt. : 547,56

A une solution de composé 89 (114 mg ; 0,153 mmol) dans le méthanol (1,5 mL) est ajoutée
une solution de soude (24 mg ; 0,613 mmol) dans un mélange eau/méthanol 1/1 (2 mL). La
solution est portée a reflux pendant une nuit. Apres retour a température ambiante, les sels
sont éliminés par centrifugation et le surnageant est évaporé a sec pour donner 81 mg du
produit attendu.

Rdt = 96%

RMN 'H (300 MHz, D,0) : 5 (ppm) = 2,01-2,76 (m, 18H, CH, cycléne, CH,-COOH) ; 2,94
(s, 4H, CH,-COOH) ; 3,68 (s, 2H, CH2-py) ; 6,79 (d, 1H, %) =3 Hz, Hs) ; 7,34 (d, 1H, %) = 6
Hz, Hs) ; 7,75 (d, 1H, %) = 6 Hz, Hs) ; 7,87 (t, 1H, %) = 6 Hz, H,) ; 8,42 (d, 1H, %) = 3 Hz, Hs").
RMN **C (75 MHz, D,0): & (ppm) = 52,00 (CH,); 52,81 (CH.); 53,34 (CH,); 61,01
(CH,) ; 61,13 (CH,) ; 61,25 (CHy) ; 61,47 (CH,) ; 114,81 (CH) ; 126,00 (CH) ; 131,24 (CH) ;
132,08 (CH) ; 142,99 (CH) ; 152,72 (Cq) ; 153,85 (Cq) ; 159,67 (Cq) ; 171,88 (CO) ; 182,47
(CO) ; 182,53 (CO) ; 182,86 (CO).
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SM (ESI) : m/z (%) = 546,3 [M-H] (86) ; 568,3 [M-2H+Na] (100).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour C4H33N;Og + H™ = 548,2469; exp.
= 548,2478 (100).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm ; gradient: 100/0
HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min ;
débit : 1 mL/min, A = 315 nm): Temps de rétention = 6,42 min.

Tris-1,4,7-(carboxyméthyl)-10-[3°-méthyl-(2(pyrazol-1°-yl)-pyridine)]-1,4,7,10-
tétraazacyclododécane L3 (93)

[ ;' 3
o 15, 1
N 5
(N = \_/e
[N Nj Cy3H33N;06

A Exact Mass: 503,25
COOH \1ol. Wt. : 503,55
COOH

Le composé 90 (50 mg ; 0,074 mmol) est hydrolysé selon la procédure 2 décrite page 234
pour conduire aprés précipitation dans le méthanol a 37 mg de produit attendu sous forme
d’un solide blanc verdatre.

Rdt : 99%

RMN *H (300 MHz, MeOD) : & (ppm) = 2,95-3,27 (m, 8H, -CH,-N) ; 3,35-3,58 (m, 8H, -
CH,-N) ; 3,59-3,88 (m, 4H, -CH,-COOH) ; 4,00-4,29 (m, 2H, -CH,-COOH); 4,56 (bs, 2H, -
CH, pzpy) ; 6,88 (d, 1H, Hy, %)= 2,16 Hz); 7,29-7,39 (m, 1H); 7,90-8,07 (m, 2H) ; 8,45 (d,
1H, 3= 4,6 Hz) ; 8,64 (d, 1H, Hs:, 3J= 2,16 Hz).

RMN *¥C (75 MHz, MeOD) : & (ppm) = 48,93 (CH,) ; 49,72 (CH,) ; 50,95 (CH,) ; 52,48
(CHy) ; 54,27 (CHy); 109,68 (CH); 112,46 (CH); 122,22 (CH); 128,78 (CH); 139,16
(CH) ; 149,42 (CH); 150,78 (Cq) ; 151,01 (Cq). Les signaux correspondants aux COOH ne
sont pas observés.

SM (ESI, MeOH, mode positif) : m/z (%) = 542,2 [M+K]* (100) ; 271,9 [M+K+H]** (42) ;
290,8 [M+2K]?* (40).

SM (ESI, MeOH, mode négatif) : m/z (%) = 540,3 [M-2H+K]" (30).

SM (ESI, mode positif ; haute résolution) : calculé pour Cy3Ha3N70g + K* = 542,2129; exp.
=542,1697 (100).

HPLC (Colonne : Luna Phenomenex C8(2) 5 um 100A 150x4,6 mm ; gradient: 100/0
HCOONH, 10 mM pH 4 / CH3CN a 80/20 HCOONH,4 10 mM pH 4 / CH3CN en 18 min ;

275



Chapitre V

débit : 1 mL/min, A =315 nm): Temps de rétention = 9,35 min.

I11 Partie Photophysique

Les complexes d’ions lanthanides Eu®* et Th®* ont été préparés in situ en ajoutant un
léger exceés de chlorure de lanthanide (LnCl3.6H,0) a une solution mere de ligand. Apres 24 h
d’agitation a température ambiante, les solutions obtenues ont été diluées dans le tampon

TRIS 50 mM, pH 7,4 pour avoir une concentration finale de I’ordre de 10 M et 10° M.

e Les spectres UV ont été réalisés sur un spectrophotometre Hewlet Packard 8453
UV-Vis.

e Les spectres d’excitation et d’émission de luminescence ont été réalisés sur un
spectrofluorimétre Varian Cary Eclipse équipé d’une lampe Xénon (60-75 kW,

durée de flash de 2 a 3 ps) et d’'un photomultiplicateur Hamamatsu R928.

e Les spectres d’émission de phosphorescence a basse température des complexes de
gadolinium et les durées de vie a basse température des complexes d’europium et
de terbium ont été réalisés sur un spectrofluorimétre Perkin ElImer LS50B adapté
d’un accessoire pour la basse température n° L225 0136. La cellule de mesure a
été refroidie a 77K dans un bain d’azote liquide sous un balayage continu d’azote
gazeux et la mesure a été effectuée dans un tube capillaire préalablement refroidi

dans I’azote liquide.

e Détermination des rendements quantigues

La détermination des rendements quantiques de luminescence a été réalisée selon la
méthode décrite par Haas et Stein © en utilisant comme référence le dichlorure de ruthénium
tris-bipyridine dans 1’eau pour les complexes d’europium et le sulfate de quinine dans 1’acide
sulfurique 0,5N pour les complexes de terbium.

@gch = Dret+ (DOrst + Sy Necn”) / (DO ach Sret ‘Nrer”)
Avec :

dr, rendement quantique de la référence (®436nm = 0,028 pour le dichlorure de

ruthénium tris-bipyridine® et ®sg50m = 0,546 pour le sulfate de quinine!) ; DO, valeur de

I’absorbance a la concentration de mesure et a la longueur d’onde d’excitation utilisée ; S,
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surface du spectre d’émission aprés correction ; n, indice de réfraction du milieu ; Ech.:

échantillon ; Ref. : référence.

o Détermination des constantes de stabilité conditionnelle & pH physiologigue

Les expeériences de compétition ont consisté a suivre 1’évolution de I’intensité de
luminescence d’un complexe L.Eu en présence d’un compétiteur EDTA et en fonction du
temps. Une diminution de I’intensité¢ de luminescence suivie d’une stabilisation en fonction du
temps peut traduire la décomplexation partielle du complexe L.Eu et indiquer que 1’équilibre

(1) suivant s’est établit dans les conditions de pH de I’expérience.

(¢D)] L.Eu + EDTA = EDTA/Eu + L Krel
At=0 C Ci
At=éq C-x Ci—X X X

avec K= X° 1 (C - X)( C1 = X) = Keond (EDTA/EU) Keong (L.EU)

Si on pose :
(3) EDTA + Eu=EDTA/EuU KEDTA/Eu = Kcond (EDTA/EU) / OEDTA

La mesure du rapport (I) des intensités de luminescence a t = 0 et a 1’équilibre t = éq
correspond & :

I=1/lp=(C-x)IC
On obtient alors:

Keond (L.EU) = Keong (EDTA/EU) % (I7 + I(C/C — 1)) / (17— 21 + 1)

On peut donc en déduire Kong (L.EU) connaissant la constante de complexation conditionnelle
du complexe EDTA/EuU a pH 7,3 soit Kcong (EDTA/EU).

D’apres la littérature :

Kepraeu = 10M7%

D’ou Keond (EDTA/EU) = Kepraky X 0EDTA

Avec OLEDTA = (1 + KlH[H+] + K1H K2H [H+]2 + KlH KZH K3H [H+]3 + KlH KZH K3H K4H [H+]4 +
Les K" correspondent aux constantes de protonation successives de 'EDTA (log K" =

10,17; log Ko™ = 6,11; log K™ = 2,68; log Ku™ = 2; log K5~ = 1,5; log Kg" = 0).
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A pH =73 il en résulte que oepra = 1,265 107 et Keong (EDTA/EU) = Kepraky X OEDTA =
2,644 10 soit log Kcong(EDTA/EU) = 14,42,

Caracteristiques des complexes :

L,Eu: SM (ESI', H,0) : m/z (%) = 630,1 (100) [L:Eu - H]". HPLC (colonne C18, éluant :
HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min, A = 260 nm) :
temps de rétention (t,) = 8,77 minutes. UV/Vis (Tampon TRIS pH 7,4) : kmax (€, Mt.cm™) =
266 (4900) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ; kexc = 268 M) : Aem (intensité relative,
spectre corrige) : 580 (4), 593 (34), 615 (100), 652 (7), 694 (85) nm.

L, Tb: SM (ESI', H,0) : m/z (%) = 636,1 (100) [L:Th - H]". HPLC (colonne C18, éluant :
HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min, A = 260 nm) :
temps de rétention (t,) = 8,73 minutes. UV/Vis (Tampon TRIS pH 7,4) : Amax (€, M .cm™) =
266 (4900) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ; kexc = 268 M) : Aem (intensité relative,
spectre corrige) : 488 (41), 544 (100), 584 (32), 620 (26) nm.

L,Eu: SM (ESI', H,0O) : m/z (%) = 707,1 (100) [L.Eu - H]. HPLC (colonne C8, éluant :
HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min, A = 310 nm) :
temps de rétention (t;) = 7,05 minutes. UV/Vis (Tampon TRIS pH 7,4) : Amax (e, Mt.cm™) =
243 (7820); 305 (8950) ; 318% (3450) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ; lexc =
310 nm) : kem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (2), 593 (31), 616 (100), 652 (5), 694
(72) nm.

L,Tb: SM (ESI', H,0O) : m/z (%) = 713,1 (100) [LiTb - H]. HPLC (colonne C8, éluant :
HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min, A = 310 nm) :
temps de rétention (t;) = 7,17 minutes. UV/Vis (Tampon TRIS pH 7,4) : Amax (e, Mt.cm™) =
243 (6100); 305 (7820) ; 318% (4465) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7.4 ; Aexc =
310 nm) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 490 (40), 544 (100), 585 (33), 621 (24) nm.
LsEu: SM (ESI, H,0) : m/z (%) = 784,3 (100) [LsEu - H]". HPLC (colonne C8, éluant :
HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min, A = 315 nm) :
temps de rétention (t) = 8,52 minutes. UV/Vis (Tampon TRIS pH 7,4) : Amax (€, M .cm™) =
232 (14800); 284 (9200); 292 (9500); 320 (7900) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ;
hexc = 326 NM) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (2), 593 (31), 616 (100), 652 (5),
694 (76) nm.
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L;Tb: SM (ESI, H,0) : m/z (%) = 790,3 (100) [LsTb - H]. HPLC (colonne C8, éluant :
HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18 min ; débit : 1 mL/min, A = 315 nm) :
temps de rétention (t,) = 8,38 minutes. UV/Vis (Tampon TRIS pH 7,4) : kmax (€, Mt.cm™) =
232 (12200); 284 (8000); 292 (8000); 320 (6800) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ;
hexc = 326 NM) : Aoy (intensité relative, spectre corrigé) : 488 (40), 544 (100), 585 (32), 621
(27) nm.

LsEu : HPLC (colonne C8, éluant : H,O, TFA 0,1% / CH3OH 95/5 a 80/20 en 35 min; débit :
1 mL/min, & = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 11,38 minutes. UV/Vis (Tampon TRIS pH
7.4) 1 Amax (€, Mtcm™) = 243% (10200); 277 (6000) ; 318 (8500) nm. Luminescence
(Tampon TRIS, pH 7,4 ; Aexc = 317 NM) : Xem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (2), 593
(31), 616 (100), 652 (6), 694 (75) nm.

LsTb : HPLC (colonne C8, éluant : H,O, TFA 0,1% / CH30OH 95/5 a 80/20 en 35 min; débit :
1 mL/min, X = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 11,95 minutes. UV/Vis (Tampon TRIS pH
74) hmax (6, Mtcm™) = 243% (10200) ; 277 (6000); 318 (8800) nm. Luminescence
(Tampon TRIS, pH 7,4 ; kexc = 317 nM) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) :490 (40),
545 (100), 585 (34), 622 (16) nm.

LsEu : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, X = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 6,18 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : hmax (e, M.cm™) = 255 (8100) ; 292 (7800). Luminescence (Tampon TRIS,
PH 7,4 ; hexc =293 NM) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (1), 593 (29), 617 (100),
653 (4), 687 (64) nm.

LsTb : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, X = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 6,17 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : hmax (e, Mt.cm™) = 255 (7500) ; 292 (7450). Luminescence (Tampon TRIS,
PH 7,4 ; hexc = 296 NM) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 490 (40), 545 (100), 585
(32), 621 (15) nm.

L;Eu : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, A = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 8,40 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : Amax (€, M .cm™) = 257 (7720) ; 309 (13320). Luminescence (Tampon TRIS,
PH 7,4 ; hexc = 309 NM) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (3), 593 (26), 615 (100),
651 (4), 689 (63) nm.
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L;Tb : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, A = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 8,42 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : Amax (€, M™.cm™) = 257 (7000) ; 308 (12320). Luminescence (Tampon TRIS,
PH 7,4 ; hexc = 312 M) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 488 (38), 545 (100), 586
(30), 622 (17) nm.

LsEu : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,4, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18
min ; débit: 1 mL/min, A = 315 nm) : temps de rétention (t) = 10,33 minutes. UV/Vis
(Tampon TRIS pH 7,4) : hmax (e, M.cm™) = 272 (11600) ; 307 (8800). Luminescence
(Tampon TRIS, pH 7,4 ; dexc = 302 M) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (3), 594
(29), 617 (100), 653 (5), 690 (66) nm.

LsTh : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 & 80/20 en 18
min ; débit: 1 mL/min, A = 315 nm) : temps de rétention (t) = 10,27 minutes. UV/Vis
(Tampon TRIS pH 7.4) : Amax (e, Mt.cm™) = 272 (10400) ; 307 (8200). Luminescence
(Tampon TRIS, pH 7,4 ; dexe = 307 NM) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 489 (38),
545 (100), 586 (31), 621 (17) nm.

LoEu : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 & 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, X = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 3,99 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : kmax (6, M.cm™) = 298 (7010) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ;
hexc = 297 Nm) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (4), 592 (33), 613 (65), 652 (6),
690 (100) nm.

LoTh : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONHy,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 & 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, X = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 3,98 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : Amax (e, M™.cm™) = 298 (6570) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ;
hexc = 298 NM) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 489 (46), 543 (100), 585 (34), 621
(16) nm.

LioEu :_ HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, X = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 8,32 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : Amax (e, M™.cm™) = 297 (7960) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ;
hexc = 291 nm) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (5), 592 (35), 615 (100), 652 (7),
690 (99) nm.

LioTb : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, A = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 7,98 minutes. UV/Vis (Tampon
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TRIS pH 7,4) : Amax (€, M.cm™) = 297 (7960) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ;
hexc = 296 nm) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 488 (44), 544 (100), 586 (34), 621
(16) nm.

L1;Eu : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 a 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, A = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 5,40 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : Amax (€, M.cm™) = 283 (6740) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ;
hexc = 287 nm) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 580 (4), 592 (34), 614 (54), 653 (7),
690 (100) nm.

L1:Th : HPLC (colonne C8, éluant : HCOONH,, 10 mM pH 4/ CH3CN 100/0 & 80/20 en 18
min ; débit : 1 mL/min, A = 315 nm) : temps de rétention (t;) = 5,40 minutes. UV/Vis (Tampon
TRIS pH 7,4) : kmax (e, M.cm™) = 283 (6570) nm. Luminescence (Tampon TRIS, pH 7,4 ;
hexc = 287 M) : Aem (intensité relative, spectre corrigé) : 490 (43), 544 (100), 585 (34), 621
(17) nm.
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L’objectif de ces travaux vise au développement de nouveaux ligands aptes a exalter la
luminescence & longue durée de vie des ions Eu®* et Tb** en milieu aqueux. De tels
luminophores associés a la technique de fluorescence en temps résolu trouvent tout leurs
intéréts dans de nombreuses applications bioanalytiques : dosages immunologiques, dosages

d’enzymes, études d’interactions entre biomolécules,...

Dans ce cadre, nos travaux ont porté sur la synthése de onze ligands et sur 1’étude des
propriétés spectroscopiques de leurs complexes Eu**, Th** en solution aqueuse (absorption et
émission, durées de vie et rendements quantiques de luminescence). Les études
photophysiques réalisees ont également permis de mieux appréhender les phénomeénes de
désactivations non radiatives mis en jeu dans ces complexes (nombre de molécules d'eau dans
la premiére sphere de coordination du métal, effets de la température, détermination de la
position énergétique de I'état triplet a l'aide des complexes de gadolinium).

Les ligands décrits dans ce mémoire répondent « a priori » aux trois critéres primaires
indispensables permettant de disposer de ligands efficaces en vue de telles applications. Ils
comportent :

- Un motif chromophore hétérocyclique permettant de collecter les photons incidents et
de transférer cette énergie lumineuse a 1’ion lanthanide.

- Des unités aminoacide acétique aptes a complexer fortement I’ion lanthanide et ainsi a
assurer une bonne stabilité du complexe métallique en milieu aqueux.

- Suffisamment de fonctions coordinantes (n > 9) permettant de saturer la sphére de
coordination de I’ion lanthanide et ainsi d’éviter toute molécule d’eau liée au métal, source de

« quenching » de luminescence.

Deux familles de ligands macrocycliques ont été étudiées. Elles se différencient par la

présence au niveau de leur structure d’un chromophore soit intracyclique, soit extracyclique.

Nous avons d’abord congu une premiéere famille de huit ligands macrocycliques
incorporant un squelette triéthylénetétraamine N,N',N",N"™-tétraacétique (TTTA) et un
chromophore (mono-, bi-, tri-hétérocycle) intracyclique. De telles structures permettent de

moduler la taille du cycle de 15 a 21 chainons et la dendicité du ligand de 9 a 11.
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La synthése de ces macrocycles a été effectuée selon une séquence « Alkylation /
Macrocyclisation »: i) préparation d’un motif tétraamine porteur de fonctions acide acétique
(protégées sous forme ester) ; ii) réaction de macrocyclisation entre ce dérivé polyamine et
divers hétérocycles fonctionnalisés par des groupements bromométhyle obtenus par synthéses
multitétapes. Cette stratégie de synthese se démarque de la méthodologie habituellement
utilisée pour 1’acces a de tels dérivés. Elle limite le nombre d’étapes postérieures a la réaction
de macrocyclisation (étape cle), permet de diversifier aisément la structure du chromophore
(introduit lors d’une derniére étape), et ainsi de répondre plus facilement aux criteres requis
suivant I’ion lanthanide.

La synthése du squelette triéthylenetétraamine tétrasubstitué par des groupements
acetate de tertiobutyle a été effectuée en ayant recours a des précurseurs préalkylés, ce qui
nous a permis d’obtenir ce synthon clé avec un rendement global de 75% ceci en partant de
produits commerciaux et en limitant le nombre d’étapes de purification. Cette méthode a été
validée par I’obtention de deux autres tétraamines tétrasubstitués par des fonctions ester.

Pour les réactions de macrocyclisation, nous avons obtenu des rendements
satisfaisants (40 % < Rdt < 60 %) a D’exception du macrocycle dérivé du motif
bis(Pyrazolyl)pyridine (18%) et ceci en opérant dans des conditions de dilution normale
(2,7.10° M) avec I’intervention d’un effet de matrice généré par I’ion sodium dans le cas des

cycles a 15 et 18 chainons.

Les études des propriétés de luminescence en milieu aqueux des complexes Eu®* et
Tb* dérivés de cette famille de ligands, ont permis de mettre en évidence dans tous les cas un
transfert d’énergie Ligand — lanthanide par effet antenne. L’étude de la sphére d’hydratation
de I’ion lanthanide a permis de montrer 1’absence de molécules d’eau dans la 1o sphére de
coordination du lanthanide a I’exception des complexes L;.Eu, L1.Tb (15 chainons) et L3.Th,
Ls.Eu (21 chainons) dans lesquels une molécule d’eau reste liée au centre métallique. La
détermination de I’énergie de I’état triplet des ligands a d’autre part révélé que seuls les
complexes de terbium issus des ligands L et Ls sont susceptibles de présenter un phénoméne
de désactivation non radiative du a un transfert d’énergie en retour Tb™ — Ligand. 1l a été
enfin établi que le transfert d’énergie ligand-métal était le moins efficace dans le cas des
cycles a 21 chainons.
Dans cette famille, les complexes Th** dérivés des macrocycles a 18 chainons et intégrant les

motifs bipyridine (L,.Tb) et pyridine-pyrazole (Ls.Tb) présentent les rendements quantiques
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de luminescence les plus élevés, 26 et 31 % respectivement, associés a des durées de vie
d’émission supérieures a 2,1 ms. Les bonnes propriétés de luminescence de (Lg. Tb) nous ont
permis d’exploiter avec succés ce complexe dans une expérience de LRET en mode

dynamique.

En ce qui concernent les stabilités thermodynamique et cinétique des complexes de
cette famille de ligands, une étude tres préliminaire a permis de mettre en avant la bonne
stabilité cinétique du complexe macrocyclique a 15 chainons L,.Th dans différents milieux
tampons et sérique, associée a une constante de stabilité conditionnelle a pH 7,3 de I’ordre de
10, Cette étude suggére également une chute significative de ces propriétés lors d’un
passage a un cycle a 21 chainons.

Dans une seconde approche, nous avons synthétisé trois ligands dérivés du DOTA
(1,4,7,10-tétracarboxyméthyl-1,4,7,10-tétraazacyclododécane) ou I’'une des branches acide
acétique est remplacée par un motif N,C-pyrazolylpyridine jouant le role d’antenne. Au
niveau de I’¢laboration de ces dihétérocycles, nous avons développé une stratégie de synthese
basée sur un couplage catalysé au cuivre (réaction d’Ullmann). La mise au point des
conditions de cette réaction nous a permis d’atteindre des rendements de 60-90 % en produits
isolés. Cette voie de synthése s’est révélée €tre une alternative intéressante par rapport a la

voie classique mettant en jeu le sel de potassium du pyrazole.

Dans cette série ce sont également les complexes Th** qui présentent les meilleures
caractéristiques de luminescence en solution aqueuse : absence totale de molécules d’eau dans
la premiere sphere de coordination du métal ; absence de transfert d’énergie en retour ligand
— métal (bon positionnement du niveau d’énergie de leur état triplet) ; des durées de vie
d’émission supérieures a 2,30 ms. Ceci se traduit par des rendements quantiques de

luminescence élevés compris entre 28 et 48 %.
Cette ¢étude a également permis de révéler qu’une faible modification du ligand (nature

du point d’attachement du dihétérocycle au motif DO3A) pouvait avoir des répercussions non

négligeables sur les propriétés photophysiques du complexe metallique.
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En conclusion, ces travaux de recherche ont permis d’explorer les potentialités d’une
nouvelle famille de luminophores macrocycliques a base d’ions Eu®* et Th**. Nos résultats ont
permis de cibler les complexes dérivés de cycles a 18 chainons, facilement accessibles et
offrant des critéres de luminescence et de stabilité en milieu aqueux attrayants. L utilisation
d’autres chromophores dihétérocycliques devrait permettre d’affiner ces propriétés. Il serait
d’autre part intéressant d’étudier les complexes Th**, Gd*" dérivés de cycles & 15 chainons,
caractérisés par la présence d’une molécule d’eau liée au métal, comme sondes bimodales,
c'est-a-dire comme contrastophore pour ’IRM et comme luminophore pour 1’imageric de

fluorescence.

Dans la famille des luminophores basés sur une structure DO3A, nous avons éetabli que
I’introduction d’un chromophore N,C-pyrazolylpyridine permettait de disposer de
luminophores Th*" prometteurs. Un prolongement de ce travail consiste dans I’étude de la
possibilité d’utiliser la fonction acide carboxylique présente dans le ligand Lo dans des

réactions de bioconjugaison.
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Ligands macrocycliques d’ions Lanthanide : Synthése et évaluation comme

marqueurs luminescents

Dans ce travail, nous avons synthétisé et étudié les propriétés photophysiques en
milieu aqueux de deux séries de complexes lanthanidiques présentant des durées de vie
d'émission particulierement longues (ordre de la milliseconde), autorisant ainsi des détections
résolues dans le temps.

La premiere serie porte sur des macrocycles polyazotés de 15 a 21 chainons intégrant
dans leur structure un motif chromophore (mono, bi, tri-hétérocycle) intracyclique permettant
d’exalter la fluorescence d’ions lanthanide (Eu®* et Th®) et un motif polyaminocarboxylique
(acide triéthylene tétraamine N, N', N", N'"'-tétraacétique) assurant la solubilité et la stabilité
du complexe lanthanidique en milieu aqueux.

La deuxiéme série concerne des macrocycles dérivées du cycléne (1,4,7,10-
tétraazacyclododécane) fonctionnalisé par trois groupements acide acétique et intégrant dans
leur structure d’une maniere extracycliqgue un motif chromophore di-hétérocycle N, C-
pyridine-pyrazole.

L’étude des propriétés de luminescence des complexes Eu®" et Th*" révéle pour
certains complexes des rendements quantiques particulierement elevés (48%), des durées de
vie de luminescence longues comprises entre 1 et 3 ms ainsi qu’une solubilité et stabilité en
milieu aqueux autorisant I’utilisation de tels complexes dans différentes applications
biologiques et dans la technique de transfert d’énergie par résonance de fluorescence (FRET).

Lanthanide ion macrocyclic ligands : Synthesis and evaluation as luminescent

probes

In this work, we synthesized and studied the photophysical properties in agueous
medium of two series of lanthanide complexes showing particularly long-emission lifetimes
(in the millisecond range), and allowing a luminescence time-resolved detection.

The first series relates to polyazamacrocycles of 15-21 membered ring incorporating
in their structure an intracyclic chromophore unit (mono-, bi-, tri-heterocycle) for
photosensitizing lanthanide ions (Eu** and Tb*) and a polyaminocarboxylic core
(triethylenetetraaminetetraacetic acid) to ensure solubility and stability of lanthanide
complexes in aqueous medium.

The second series concerns cyclen macrocycles derivatives (1,4,7,10-
tetraazacyclododecane) functionalized by three acetic acid groups and incorporating in their
structure an extracyclic chromophore unit based on a di-heterocyclic N, C-pyridine-pyrazole-
moiety.

The study of the luminescence properties of the Th** and Eu®* complexes reveals for
some complexes: particularly high quantum vyields (48%), long luminescence lifetimes
between 1 and 3 ms, solubility and stability in aqueous media, allowing the use of these
complexes in various bioanalytical applications and fluorescence resonance energy transfer
(FRET) experiments.
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