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(57) Abstract : The present invention relates to a biphotonic photosensitizing chemical compound made up of a dendrimer, the ma-
nufacturing method thereof and the use thereof, in particular in fluorescence imaging and/or for two-photon dynamic phototherapy.

(57) Abrégé : La présente invention concerne un composé chimique photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére,
son procédé de fabrication et son utilisation, en particulier en imagerie de fluorescence et/ou pour la photothérapie dynamique a
deux photons.
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DENDRIMERES PHOTOSENSIBILISATEURS BIPHOTONIQUES, PROCEDE DE
FABRICATION ET UTILISATIONS

L’invention concerne des dendriméres photosensibilisateurs biphotoniques, leur
procédé de fabrication et leur utilisation,

La présente invention concerne plus particuliérement des dendriméres
photosensibilisateurs biphotoniques, leur procédé de fabrication et leur utilisation en imagerie
de fluorescence ou pour la photothérapie dynamique 4 deux photons.

La photothérapie dynamique est une technique douce pouvant étre utilisée, par
exemple, dans le traitement de cancers, par P'injection d’une substance non toxique en
I"absence de lumiére qui a la propriété, une fois soumise a une excitation lumineuse, de se
transformer en poison par la formation de radicaux libres.

Des photosensibilisateurs pour la thérapie photodynamique sont aujourd’hui
commercialisés, tels que le Photofrin® de PINNACLE BIOLOGICS, le Foscan®
(Temoporfin ou M-THPC) de BIOLITEC PHARMA ITD., ou la Visudyne® (Verteporfin) de
NOVARTIS EUROPHARM LTD. D’autres comme le Photosense® ont obtenu une
autorisation de mise sur le marché. Tous ces composés sont des dérivés porphyriniques et
possédent des rendements quantiques d’oxygéne singulet élevés ainsi que des rendements de
fluorescence raisonnables. Cependant, les patients ayant été f{raités en t(hérapie
photodynamique avec les photosensibilisateurs monophotoniques, tels que le Photofrin,
restent photosensibles plusieurs jours (voire plusieurs semaines) aprés le traitement, et doivent
éviter pendant cette période toute exposition de la peau et des yeux a Ia Jumiére du soleil ou
aux lumiéres intérieures vives (ampoules sans abat-jour, lumiéres des néons...). Le non-
respect de ces précautions peut entrafner des érythémes, des cedémes et/ou la formation de

cloques.

L’absorption biphotonique est un processus d’optique non-linéaire permettant
[’absorption simultanée de deux photons. L'excitation biphotonique, dépendant de maniére
quadratique de l'intensité lumineuse, ne se produit en pratique qu'au point ol celle-ci est
maximale, c'est-a-dire au point focal. Cette propriété de localisation de ’excitation permet
d'accéder a des résolutions tridimensionnelles intrinséques impossibles a obtenir avec une
absorption monophotonique. Cette technique présente également I’avantage de pénéirer plus

en profondeur dans les tissus biologiques.
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Des dendriméres fluorescents ont été décrits précédemment [“Dendrimeric fluorescent
compounds and use of such compounds in multi-photon devices or processes”, M. Blanchard-
Desce, M, Werts, O. Mongin, J. P. Majoral, A. M. Caminade, R. Thataverthy, PCT Int. Appl.
2007, WO 2007080176]. L’innocuité de la plateforme dendrimérique utilisée pour former ces
dendriméres a été démontrée. De plus, ces dendrimeéres présentent une réponse biphotonique
trés élevée pouvant atteindre jusqu’a environ 56 000 GM pour un dendrimére de génération 4.
Cependant ces dendriméres ne possédent pas la capacité de générer des radicaux libres sous
excitation biphotonique.

Des photosensibilisateurs biphotoniques quadripolaires ont ét¢ incorporés dans des
nanoparticules de silice mésoporeuses et ont montré une efficacité in vitro et in vivo vis-d-vis
de la thérapie photodynamique [“Biphotonic photosensitizers, nanoparticles containing the
same and their use as drugs”, D. Brevet, L. Rachm, M. Blanchard-Desce, O. Mongin, M.
Gary-Bobo, M. Garcia, A. Morére, J.-O. Durand, PCT Int. Appl, 2011, WO 2011073054}
L’incorporation de photosensibilisateurs quadrupolaires symétriques dans des nanoparticules
de silice mésoporeuses permet d’accéder a des systémes efficaces sous excitation
biphotonique. Cependant, ces nanoparticules de silice sont des particules globalement
polydisperses dont le diameétre peut étre compris de 30 a 300 nm. Les nanoparticules de silice
sont, de plus, des particules « dures » dont la toxicité est mal connue ce qui exclut un passage

aux essais cliniques.

Il existe donc un besoin en composés non toxiques pour le vivant avec une brillance &
deux photons (produit de la section efficace & deux photons par le rendement quantique de

fluorescence) élevée.

1l existe également un besoin en composés non toxiques pour le vivant capables d’étre
utilisés en imagerie de fluorescence par absorption mono- ou biphotonique.

I existe également un besoin en composés non toxiques pour le vivant avec une
brillance & deux photons élevée capables d’&tre utilisés en thérapie photodynamique induite a

deux photons et non phototoxiques a la lumiére du jour.

C’est pourquoi 'un des buts de Pinvention est la formation de dendriméres

photosensibilisateurs biphotoniques.

Un autre but de Pinvention est de fournir un procédé de fabrication de tels

dendriméres,
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Un autre but de Pinvention est I'ntilisation de dendriméres photosensibilisateurs
biphotoniques en thérapie photodynamique induite & deux photons.
Un autre but de Pinvention est I'utilisation de photosensibilisateurs biphotoniques en

imagerie de fluorescence induite 4 un ou deux photons.

La présente invention concerne ainst un composé chimique photosensibilisateur
biphotonique constitué¢ par un dendrimére de formule générale

A-Bi-(C-Dj-(E)p)g)n)m

- A représente un coeur phosphoré choisi parmi
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- B représente un premier motif, non chromophorique, directement lié m fois audit

cceur phosphoré et choisi parmi
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n correspondant a la valence du premier motif B et étant un entier non nul compris de

.
3

2 4 5; i représentant le nombre d’unités de répétition successives du premier motif B
greffée sur une branche et étant égal & 0 ou étant un entier compris de 1 a 10,

notammentde 1 a4 ;
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- C représente un second motif, chromophorique, présentant des propriéiés
d’absorption 4 deux photons, et étant lié n fois directement audit premier motif B
lorsque 1 est différent de 0 ou étant 1i¢ m fois directement audit coeur phosphoré A
lorsqueiest égal 40

ledit second motif C étant de formule

At -

o, B, o et B° représentant indépendamment les uns des antres soit un groupement
—CH=CH- soit un groupement -C=C—;

t et u représentant indépendamment 1’un de "autre un entier compris de 049 ;

X et Xp, identiques ou différents, représentant chacun un groupement alkyle en C; a
Cys, avantageusement en Cy & C)q, de préférence en Cq, (CHy)-SO3M, (CHZ)XNAlkf,
(CH2)x-(OCH2-CH,),-OH, M étant un métal alcalin et x étant égal a 0 ou étant un
entier compris de 1 a 12, préférentiellement de 1 4 6, y étant un entier compris de 1 a

25; q correspondant a la valence du second motif C et étant un entier non nul,

notamment égal a | ;

- D représente un appendice d’agrafage rattaché ¢ fois directement audit second motif

C, et choisi parmi
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p correspondant & la valence de Pappendice d’agrafage D et étant un entier non nul

compris de 2 4 5, notamment égal 4 2 ; j représentant le nombre d’unités de répétition
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successives de appendice d’agrafage D greffée sur une branche et étant égal a 0 ou

étant un entier compris de 1 4 5 ; notammentde 142 ;

- E représente un groupement hydrosolubilisant et/ou une fonction de ciblage,
I’ensemble de ces groupements hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage formant
une couche périphérique sur le dendrimére ; ledit groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage étant directement liés p fois audit appendice d’agrafage D
lorsque j est différent de 0 ou étant directement liés q fois audit second motif C lorsque

jestégal 4 0.

Les « dendrimeéres » sont des polyméres fonctionnels hautement ramifiés de structure définie
présentant une consiruction en arborescence. Ces macromolécules sont des polyméres
puisqu’elles sont basées sur la répétitivité d’un ou plusieurs motifs. Cependant, les
dendriméres différent fondamentalement des polymeéres classiques dans la mesure ou ils ont
des propriétés propres dues & leur construction en arborescence. Le poids moléculaire et la
forme des dendriméres peuvent étre contrdlés précisément. lls peuvent étre dotés de fonctions
terminales situées a la terminaison des arborescences, formant une couche périphérique, en
surface, rendant ces fonctions terminales facilement accessibles.

Les dendrimeéres sont construits étape par étape, en partant d*un noyau, par la répétition d’une
séquence de réactions permetiant la multiplication de chaque motif de fagon répétitive et des
fonctions terminales. Chaque séquence de réaction forme ce qui est appelé une nouvelle
« génération ».

Les dendriméres photosensibilisateurs biphotoniques de la présente invention sont également
notés nano-objets.

Dans la présente invention, le diamétre des dendriméres est compris de 5 nm 4 20 nm. Or la
taille du photosensibilisateur va, entre autres paramétres, conditionner son comportement dans
fes milieux biologiques. Ainsi les photosensibilisateurs d’une taille supérieure 4 100 nm sont
susceptibles de s’accumuler et de boucher les capillaires. En effet, ces petits vaisseaux ont un
diameétre de 4 pm chez "homme et 3 um chez la souris. A I'inverse, les marqueurs de petite
taille (inférieure a 1 ou 2 nm de diamétre) diffusent & travers les parois des tissus biologiques
(comme la paroi endothéliale, ce qui présente des inconvénients pour une utilisation en

angiographic).

Au sens de la présente invention, le terme « chromophore » désigne un composé

chimique possédant une absorption non négligeable de la lumiére dans la gamme de 'UV-
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visible, c'est-d-dire dans une gamme comprise de 250 & 700 nm. Une absorption non
négligeable de la lumidre s’entend d’un coefficient d’extinction molaire (g) supérieur &
1 000 L-mol™-em™.

Le terme « photosensibilisateur » désigne une substance capable d’absorber la lumiere pour
initier une réaction photochimique ou photophysique dans une autre molécule, sans étre
structurellement affectée au cours de la réaction. Dans la présente invention, la réaction
photochimique initiée est la génération d’oxygéne singulet et/ou d’auires especes oxygeénces
réactives. Les molécules de dioxygeéne singulet ('O,) sont obtenues a partir du dioxygene
triplet (0,) par un transfert de I’énergie d’excitation du photosensibilisateur excité au
dioxygéne a I’état électronique triplet (état fondamental).

Le terme « biphotonique » fait référence & une absorption & deux photons. L” « absorption &
deux photons » correspond & une absorption simultanée de deux photons de fréquence
identique dans le but d’exciter une molécule d’un état électronique (en général 1'état
fondamental) & un état électronique de plus haute énergie. La différence d’énergie entre les
deux états électroniques impliqués de la molécule est égale 4 la somme des énergies de
chacun des deux photons. L’absorption & deux photons est plus faible de plusieurs ordres de
magnitude que [’absorption linéaire et est ainsi un phénoméne rare. Elle différe de
’absorption linéaire par sa dépendance au carré de I'intensité lumineuse, rendant ce
phénoméne un processus d’optique non linéaire.

L’absorption 4 deux photons est caractérisée et quantifiée par sa section efficace d’absorption
a deux photons notée o,. Le terme « GM » correspond & 1’unité de la section efficace & deux
photons. « GM » signifie Gippert-Mayer et 1 GM correspond a 10 cm4-s-ph0ton'i.

Selon un mode de réalisation de ’invention, ledit dendrimére posséde une section efficace
d’absorption a deux photons supérieure & 5000 GM, avantageusement supérieure &
10 000 GM, plus avantageusement supérieure a 15 000 GM, de préférence supérieure a
20 000 GM pour au moins une valeur de longueurs d’ondes comprise de 700 & 900 nm, en
particulier & 730 nm.

Les sections efficaces d’absorption a deux photons de la présente invention sont déterminées
par la technique de fluorescence par excitation a deux photons (TPEF ; vide infra). Les
mesures sont effectuées a ’aide d’un laser titane:saphir délivrant des impulsions de 150
femtosecondes, en utilisant le protocole expérimental de Xu et Webb. [C. Xu, W. W. Webb,
"Measurement of two-photon excitation cross sections of molecular fluorophores with data

from 690 to 1050 nm", J. Opt. Soc. Am. B: Opt. Phys. 1996, 13, 481-491].
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Selon un mode de réalisation de I’invention, ledit dendrimére présente un rendement

quantique de production d’oxygéne singulet compris de 5 a 30 %, de préférence compris de
10420 %.
Le rendement quantique de production d’oxygéne singulet (D) représente le nombre de
molécules d’oxygeéne singulet générées par rapport au nombre de photons absorbés par le
photosensibilisateur, et est déterminé par comparaison entre la luminescence de 1’oxygéne
singulet produit par le photosensibilisateur a 1272 nm et celle produite par un
photosensibilisateur de référence & la méme longueur d’onde dans les mémes conditions.
(vide infra « Méthode de quantification de la production d’oxygeéne singulet »).

Selon un mode de réalisation de I’invention, ledit dendrimére présente un rendement

quantique de fluorescence supéricur & 10 %, avantageusement supérieur ou égal 4 15 %, de
préférence supéricur ou égal a 30 %.
Le rendement quantique de fluorescence (®p) représente le nombre de photons émis
directement par le dendrimére par rapport au nombre de photons absorbés et est déterminé par
comparaison & une référence. Ce rendement correspond a la fraction de molécules excitées
dont le retour & 1”état fondamental est accompagné de [’émission de photons.

Selon un mode de réalisation de I’invention, ledit dendrimére présente une brillance
d’absorption 4 deux photons supéricure & 500 GM, avantageusement supérieure a 1 000 GM,
plus avantageusement supéricure & 1 500 GM, de préférence supérieure a 2 000 GM pour au
moins une valeur de longueurs d’ondes comprise de 700 & 900 nm, en particulier 4 730 nm,
La « brillance d’absorption & deux photons » est définie comme le produit de la section
efficace 4 deux photons et du rendement quantique de fluorescence.

Selon un mode de réalisation de I’invention, ledit dendrimére n’est pas phototoxique
sous une excitation comprise de 400 a 700 nm avec un éclairement compris de 200 a 3 000 Ix,
avantageusement de 1 000 a 2 000 Ix, de préférence de 1 000 Ix.

Le lux, unité de mesure de 1’éclairement, caractérise le flux lumineux par unité de surface et
1 Ix correspond a 1 cd-srm™.

Aun sens de Pinvention, un composé « phototoxique » désigne un composé rendu nocif pour
son environnement par une excitation lumineuse. Plus précisément, dans la présente
invention, les dendriméres sont rendus nocifs sous excitation biphotonique par leur capacité a
générer de ’oxygéne singulet mais, a la lumiére du jour telle que définie par une excitation
comprise de 400 & 700 nm avec un éclairement compris de 200 & 3 000 Ix, les dendriméres de

I’invention ne générent pas d’oxygéne singulet.
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Une absence de phototoxicité 4 la lumiére du jour est généralement due & un effet écran de
molécules absorbant fortement la lumidre UV-visible telle que des squarates
(phenylaminocyclobutenedione) ou & la diffusion de la lumiere par des particules dont le
diameétre est de 'ordre de quelques centaines de nanométres. La présente invention repose
cependant sur I’observation inattendue, par les Inventeurs, de I’absence de phototoxicité & la
lumiére du jour malgré I’omission, dans la structure des dendriméres, de groupements
squarates (phenylaminocyclobutenedione) et en absence de diffusion de la lumiére.

Cette caractéristique peut s’expliquer, a posteriori, d’une part de la présence de nombreuses
sous-unités absorbant dans I'UV dans le squelette dendrimérique faisant ainsi écran a
I’excitation a un photon et permetiant de remplacer efficacement les groupements squarates et
d’autre part & une efficacité de production d’oxygéne singulet plus élevée a deux photons
(05 ®5) qu’a un photon (e ®@,). Cette différence d’efficacité se traduit d’une section efficace
élevée (supériemre & 5000 GM, avantageusement supérieure & 10000 GM, plus
avantageusement supérieure a 15 000 GM, de préférence supéricure a 20 000 GM) et d’un
rendement quantique d’oxygeéne singulet modéré compris de 5 a 30 %, de préférence compris
de 10 220 %.

Les dendriméres de la présente invention présentent aussi D’avantage, par rapport aux
nanoparticules de silice mésoporeuses de Part antérieur [“Biphotfonic photosensitizers,
nanoparticles containing the same and their use as drugs”, D. Brevet, L. Rachm, M.
Blanchard-Desce, O. Mongin, M. Gary-Bobo, M. Garcia, A. Morére, J.-O. Durand, PCT Int.
Appl., 2011, WO 2011073054], d’étre des nano-objets plus petits (diamétre), de taille unique
et monodisperses, puremenl organiques et parfaitement caractérisés. Ces caractéristiques
permettent d’obtenir des composés parfaitement reproductibles et dont Pinnocuité de la
plateforme dendrimérique a été démontrée.

De plus, en comparaison des photosensibilisateurs actuellement commercialisés pour des
applications en photothérapie dynamique, les dendriméres de la présente invention permettent
de traiter des tumeurs avec une résolution spatiale élevée toul en réduisant les effets

secondaires non désirés liés a la photosensibilisation des patients a la Tumiére du jour.

Selon un mode de réalisation avantageux, le cceur phosphoré A de valence m du
composé chimique photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimeére de formule

générale A-(Bi-(C-(Dj-(E)p)gn)m de Pinvention est de formule AL, m étant égal 4 6.
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SNEN
Ce cceur phosphoré présente une valence de 6 qui permet d’accéder en peu d’étapes de
synthése a des dendriméres possédant un nombre élevé de chromophores tout en évitant un

encombrement stérique trop important.

Selon un mode de réalisation avantageux, le premier motif B de valence n répété i fois,
est de formule B1, n étant égal 4 2 et 1 étant égal a 1.
‘Mc
< > PR
/0 S;P\ B
Le premier motif B de formule B1 permet de former un dendrimére de premiére génération,

Gl.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, le premier motif B de valence n répété i fois,

n étant égal 4 2 et 1 étant égal & 2, est de formule B2,

M Me
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Selon un autre mode de réalisation avantageux, le premier motif B de valence n répété i fois,

n étant égal a 2 eti étant égal a 3, est de formule B3.
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Les premiers motifs B de formule B2 et B3 permettent d’angmenter ’ordre générationnel des

dendriméres pour former des dendriméres G2 et G3 respectivement. L’augmentation de
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I’ordre générationnel a pour effet d’augmenter le nombre de premiers motifs B disponibles en

périphérie pour le greffage du second motif C.

Le second motif C selon 'invention est constitué d’un groupement conjugué central
li¢ par un espaceur saturé (—~CHy(CHa)e- et —CHy—(CHz),—) a des groupements en périphérie.
Ce second motif C présente des propriétés d’absorption & deux photons directement liées 4 la
nature quadripolaire du groupement conjugué central. La présente invention repose
néanmoins également sur 1’augmentation inattendue de la section efficace d’absorption a deux
photons du second motif C, dissymétrique, d’au moins 20 %, avantageusement d’au moins
40 % par rapport 4 son analogue symétrique (vide infra). Cette caractéristique peut étre lice
aux effets de polarité/polarisabilité des groupements en périphérie. Bien que ceux-ci soient
liés par un espaceur saturé au groupement conjugué et ne sont done pas impliqués dans la
délocalisation électronique, ils modifient I’environnement du chromophore, probablement par
interactions dipdle-dipdle, ce qui peut expliquer, a posteriori, le phénomene observé. Cetle
propriété accrue du second motif C est presque entiérement conservée dans le dendrimére.
Selon un mode de réalisation avantageux, le second motif C de valence ¢, q étant égal & 1, est

de formule C1.
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Selon un autre mode de réalisation avantageux, le second motif C de valence ¢, q étant égal a

Cl

1, est de formule C2.
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Selon un autre mode de réalisation avantageux, le second motif C de valence q, q ¢tant égal a

1, est de formule C3.

Les motifs de formule générale C combinent des absorptions & deux photons élevées, un

rendement de production d’oxygéne singulet significatif, tout en conservant un rendement
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quantique de fluorescence important. Par rapport a la structure générale C, les motifs C1, C2
et C3 sont les plus accessibles synthétiquement. Les doubles liaisons permettent une meilleure
conjugaison que les triples, et conduisent généralement & des sections efficaces d’absorption &
deux photons plus élevées, mais les triples donnent des structures plus rigides ce qui conduit
souvent & des rendements de fluorescence plus élevés et permet de mieux confroler les

interactions interchromophoriques.

L’ « appendice d’agrafage » de la présente invention, permet en augmentant !’ordre
générationnel du dendrimére, de lier le second motif & I'ensemble des groupements
hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage. Cet appendice d’agrafage peut étre absent.
Selon un mode de réalisation avantageux, I’appendice d’agrafage D de valence p répété j fois,

p étant égal a 2 et j étant égal 4 1, est de formule D1.
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Selon un autre mode de réalisation avantageux, ’appendice d’agrafage D répété j fois, j étant

¢gal & 0, est absent et est de formule D2.

Au sens de la présente invention, le terme « groupement hydrosolubilisant » désigne
toute fonction chimique susceptible d’apporter de la solubilité aux dendriméres de I’invention
dans ’ecau ou les milieux biologiques. Le groupement hydrosolubilisant est de préférence
choisi parmi des dérivés de P’éthyléne glycol. Les polyéthylénes glycols, PEG, ne sont
généralement ni toxiques ni immunogénes, ce qui les rend particuliérement adaptés pour des
applications biologiques.

Selon un mode de réalisation avantageux, ledit ensemble des groupements hydrosolubilisants

et/ou fonctions de ciblage E est tel que tous les E sont identiques et est de formule E1.
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Selon un autre mode de réalisation avantageux, ledit ensemble des groupements
hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage E est tel que tous les E sont identiques et est de

formule E2.
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Selon un aufre mode de réalisation avantageux, ledit ensemble des groupements
hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage E est tel que tous les E sont identiques et est de
formule E3.

—NH - PEG7s50—OMe E3

La « fonction de ciblage », permettant de cibler sélectivement les cellules cancéreuses,
améliore le potentiel thérapeutique des dendriméres de ’invention, en ajoutant & la sélectivité
spatiale de I’activation biphotonique, une affinité élevée pour les cellules cancéreuses. Les
termes « cellules cancéreuses » désignent un groupe de cellules présentant une croissance
incontrdlée (division au-dela de la limite normale), une invasion (intrusion dans ou
destruction des tissus adjacents), et parfois des métastases (propagation & d’autres endroits du
corps via la lymphe ou le sang).

Selon un mode de réalisation avantageux, ledit ensemble des groupements hydrosolubilisants

et/ou fonctions de ciblage E est tel que tous les E sont identiques et est de formule E4.

o-< >—o
H4 ; X étant égal a H ou Ac.

Lorsque X est un hydrogéne, I’ensemble E4 est noté E4y tandis que ’ensemble E4 est noté
E4 . lorsque X est un groupement acétate,

Les fonctions mannose permettent de cibler spéeifiquement les lectines dans et & la surface
des cellules cancéreuses. Les lectines sont des protéines qui reconnaissent spécifiquement
certains mono- ou oligosaccharides et sont capables de se lier & eux de fagon réversible. Il ne
s’agit pas d’enzymes ni d’anticorps, car les lectines ne présentent pas d’activité catalytique et
ne sont pas impliquées dans la réponse immunitaire classique. Lors de cancers, les lectines
s’agglutinent majoritairement sur les cellules cancéreuses. L’e-D-mannose, telle
qu’apparaissant dans I’ensemble E4, notamment dans ensemble Edy, est I'un des sucres
majoritairement recomnus par les lectines, permettant ainsi de cibler spécifiquement les
cellules cancéreuses.

Selon un aufre mode de réalisation avantageux, ledit ensemble des groupements
hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage E est tel que tous les E ne sont pas identiques et

est de formule ES5.
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Selon un mode de réalisation préféré, ledit ensemble des groupements hydrosolubilisants
et/ou fonctions de ciblage E est de formule ES et le rapport E1/E4 est de 1,4, Dans ce cas,
lorsque B4 comprend le mannose protégé, c'est-a-dire lorsque X est un groupement acctate,
Iensemble E est noté ESgimaac tandis que lorsque E4 comprend le mannose déprotégé, c'est-
a-dire lorsque X est un hydrogéne, I’ensemble E est noté ESgy/pan.

Cette combinaison de ’ensemble E comportant & la fois des groupements hydrosolubilisants
et des fonctions de ciblage permet d’améliorer la solubilité des dendriméres dans Peau et les
milieux biologiques et de favoriser la sélectivité des dendriméres pour les cellules

cancéreuses.

Selon un mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Dj-(E)p)ndms l& coeur phosphoré A est de formule Al et le premier motif B est de formule
B1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonigue constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C~
(Dj-(F)p)n)ms le coeur phosphoré A est de formule Al et le premier motif B est de formule
B2. '

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Dj-(E)p)gn)ms le coeur phosphoré A est de formule Al et le premier motif B est de formule
B3.
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Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(B)p)g)nms le coeur phosphoré A est de formule Al et le second motif C est de formule C1.

Selon un autte mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(E)p))n)ms, le ceeur phosphoré A est de formule Al et le second motif C est de formule C2.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi~(C-
(Di(B)p)g)n)m, le coeur phosphoré A est de formule Al et le second motif C est de formule
C3.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(B)p)nm, le ceeur phosphoré A est de formule Al et I"appendice d’agrafage D est de
formule D1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(E)p)o)a)m, le coeur phosphoré A est de formule Al et ’appendice d’agrafage D est de
formule D2.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A~(B;-(C-
(Di-(B)p))e)m, le coeur phosphoré A est de formule Al et le groupement hydrosolubilisant
ct/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(E)p)g)n)m, le cceur phosphoré A est de formule Al et le groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E2.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A~(Bi-(C-
(Di-(E)p)a)n)m, le cceur phosphoré A est de formule Al et le groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E3.

Selon un aufre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p)o)um, le cceur phosphoré A est de formule Al et le groupement hydrosolubilisant

ct/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E4.
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Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p)g)n)ms le cceur phosphoré A est de formule Al et le groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule ES5.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi~(C-
(Di~(E)p)gdn)ms le premier motif B est de formule B1 et le second motif C est de formule C1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di~(E)p)gin)m, le premier motif B est de formule B2 et le second motif C est de formule C1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Dj~(E)p))n)ms le premier motif B est de formule B3 et le second motif C est de formule C1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;~(C-
(Di-(E)p)dn)ms le premier motif B est de formule Bl et Pappendice d’agrafage D est de
formule D1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di~(E)p)n)m, le premier motif B est de formule Bl et Pappendice d’agrafage D est de
formule D2.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(D~(E)p)g)n)m, le premier motif B est de formule Bl et le groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans Ie composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Dj+(E)p)a)nm, le premier motif B est de formule B1 et le groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule E2.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(B;-(C-
(Dj-(E)p)a)nm, le premier motif B est de formule B1 et le groupement hydrosolubilisant et/ou

Iadite fonction de ciblage E est de formule E3.
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Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(D-(E)p)g)n)m, le premier motif B est de formule B1 et le groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule E4.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(E)p)o)n)m, le premier motif B est de formule B1 et le groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule ES.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Dj+E)p))n)m, le second motif C est de formule C1 et Pappendice d’agrafage D est de formule
DI.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A~(Bi-(C-
(Dj-(E)p)n)ms le second motif C est de formule C1 et I"appendice d’agrafage D est de formule
D2,

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A~(Bi-(C-
(D-(E)p)gn)m, le second motif C est de formule C1 et le groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p)n)m, le second motif C est de formule C1 et le groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule E2.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé¢ chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p)gn)m, le second motif C est de formule C1 et le groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule E3.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p)n)m, le second motif C est de formule C1 et Ie groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule E4.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique

photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimeére de formule générale A-(Bi-(C-
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(Di-(E)p)dndm, Ie second motif C est de formule C1 et le groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage E est de formule ES.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(B;-(C-
(Di~(E)p)g)nm, I”appendice d’agrafage D est de formule D1 et le groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Ds-(E)p))n)m, Pappendice d’agrafage D est de formule D1 et le groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E2.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(D~(E)p)qdndm, Uappendice d’agrafage D est de formule D1 et le groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E3.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(E)p)edn)m, Pappendice d’agrafage D est de formule D1 et le groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E4.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di~(E)p)gn)ms I'appendice d’agrafage D est de formule D1 et le groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule ES.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Di~(E)p))s)m, I’ appendice d’agrafage D est de formule D2 et le groupement hydrosolubilisant

et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E2.

Selon un mode de réalisation préféré, dans le composé chimique photosensibilisateur
biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-(Di-(E)p)g)nlm, le
ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B1, le second motif C
est de formule C1, lappendice d’agrafage D est de formule DI, et le groupement
hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique

photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(13;-(C-
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(D-(B)p)o)n)ms Ie cosur phosphoré A est de formule A1, le premier motif B est de formule B2,
le second motif C est de formule C1, Pappendice d’agrafage D est de formule D1, et Ie
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Selon. un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p))n)m, le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B3,
le second motif C est de formule C1, Pappendice d’agrafage D est de formule D1, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constifué par un dendrimére de formule générale A-(B;~(C-
(Dj(E)p)e)n)ms, le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B1,
le second motif C est de formule C2, I’appendice d’agrafage D est de formule DI, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(E)p)n)m, le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B1,
le second motif C est de formule C3, I’appendice d’agrafage D est de formule DI, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E1.

Sclon un autre mode de réalisation préféré, dans Ie composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(B)p)nm, le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule Bl,
le second motif C est de formule C1, I’appendice d’agrafage D est de formule D1, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E3.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A~(Bi-(C-
(Di-(F)p))n)m, le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule BI,
fe second motif C est de formule C2, appendice d’agrafage D est de formule D1, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E3.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p)g)n)m, le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule Bl,
le second motif C est de formule C3, I’appendice d’agrafage D est de formule D1, et le

groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E3.
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Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p)gdam, le cocur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B,
fe second motif C est de formule Cl, Pappendice d’agrafage D est de formule D1, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E4.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(E)p)g)n)ms le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B2,
le second motif C est de formule C1, I’appendice d’agrafage D est de formule DI, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E4.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-
(Dj-(E)p))nm, le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B3,
le second motif C est de formule C1, ’appendice d’agrafage D est de formule DI, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E4.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(B;-(C-
(Di-(E)p))n)m» le cosur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B1,
le second motif C est de formule C2, I’appendice d’agrafage D est de formule D1, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E4.

Sclon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(Bi-(C-
(Di-(E)p)e)n)m, le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule B1,
le second motif C est de formule C3, Pappendice d’agrafage D est de formule DI, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule B4.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(Bi-(C-
(Dj-(E)p)q)nhms le ceeur phosphoré A est de formule Al, le premier motif B est de formule Bl,
le second motif C est de formule C1, ’appendice d’agrafage D est de formule DI, et le
groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule ES.

Selon un autre mode de réalisation préféré, dans le composé chimique
photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimere de formule générale A-(Bi-(C-

(D-(B)p)gnm, le ceeur phosphoré A est de formule Al, Ie premier motif B est de formule B1,
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le second motif C est de formule Cl1, Pappendice d’agrafage D est de formule D2, et le

groupement hydrosolubilisant et/ou ladite fonction de ciblage E est de formule E2.

L’invention concerne &galement [Iutilisation d’un chromophore dissyméirique
C*’ pour la mise en ceuvre du procédé de fabrication du dendrimére de Pinvention ; C*7 étant
de formule
Et

Q/ow/h\@aﬁﬂ’@\w\@/w@, ]é\ﬂle D

HO CHO |

2

a, B, o et B’ représentant indépendamment les uns des autres soil un groupement

—CH=CH- soit un groupement ~C=C—;

t et u représentant indépendamment [’un de 1’autre un entier compris de 0 4.9 ;

X! et X2, identiques ou différents, représentant chacun un groupement alkyle en C; &

Cys, avantageusement en C) 4 Cpp, de préférence en Cy, (CHp)x-SO3M, (CHz)xNAlk3+,

(CHy),~(OCH,-CH,),~OH, M étant un métal alcalin et x étant égal & 0 ou étant un entier

compris de 1 4 12, préférentiellement de 1 & 6, y étant un entier compris de 14 25.
Au sens de Ia présente invention, le terme « chromophore » désigne un composé chimique
possédant une absorption non négligeable de la lumiere dans la gamme de 'UV-visible, c'est-
a-dire dans une gamme comprise de 250 4 700 nm. Une absorption non négligeable de la
lumiére s’entend d’un coefficient d’extinction molaire (&) supérieur a 1 000 Lomoltem™
Le terme « dissymétrique » se rapporte aux fonctions terminales de C*’, I’une de ces fonctions
étant un groupement phénol et ’autre un groupement benzaldéhyde.

Selon un mode de réalisation de [Dinvention, lors de ['utilisation décrite

précédemment, la synthése du chromophore dissymétrique C”* comprend deux couplages
carbone-carbone, simultanés ou séquentiels, de préférence séquentiels, entre

a. un motif fluoréne ¢ de formule

X! et X?, identiques ou différents, représentant chacun un groupement alkyle
en C; & Cys, avantageusement en Cy a Cyp, de préférence en Cy, (CH2)-SO3M,

(CHZ)XNAka, (CHz)x-(OCH,-CHy)y-OH, M étant un métal alcalin et x étant
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égal 4 0 ou étant un entier compris de 1 & 12, préférentiellement de 1 2 6, y
étant un entier compris de 1 425 ;
X3 et X* identiques ou différents, représentant chacun un groupement choisi

parmi Cl, Br, I ou CF4SO3, notamment I ; et

b. des fragments ¢; et ¢; de formule

N

Bt
¢

0’Z
L3, |9
1o

Er

c2

o, B, o’ et P’ représentant indépendamment les uns des autres soit un
groupement ~CH=CH- soit un groupement —C=C—

t et u représentant indépendamment P'un de 1’autre un entier compris de 0a 9 ;
Z étant choisi parmi un hydrogéne, un groupement acétate, un groupement
méthoxyméthyle, un groupement tert-butyldiméthylsilyle éther ou un

groupement {(2-triméthylsilyl)ethoxy)méthyl ;

pour former le chromophore dissymétrique C** lorsque 7 représente un hydrogene ou
pour former un chromophore dissymétrique protégé C**” lorsque Z n’est pas un

hydrogéne ; C*” étant de formule

CHO

QW\QU“UOMQ

o)

’

Z

ledit chromophore dissymétrique C>> étant obtenu par déprotection de la fonction

phénol dudit chromophore dissymétrique protégé C*™.

La déprotection de la fonction phénol est réalisée selon toute méthode connue de ’homme de
I’art. Selon un mode préféré, la déprotection est réalisée par une hydrolyse en milieu acide,

c'est-a-dire & un pH inférieur 4 7.
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L’invention concerne également un procédé d’obfention du dendrimére de Pinvention

comprenant

a. une étape de dissymétrisation du chromophore C’ de formule

Bt Bt
;‘“@\ ,Q”ﬁ
o ! o N

pour former le chromophore dissymétrique C* de formule
. P
N O O N
0 \Q“ 5 g S “'O o
Q IF/L\/ \@/l“ ”2 hYa \/Tﬂu\Q
X X
CHO

X! et X?, identiques ou différents, représentant chacun un groupement alkyle en C; &

HO

Cys, avantageusement en C) & Cyp, de préférence en Cy, (CHh)-SO3M, (CH,)NAIks",
(CHy)x~(OCH,-CH,)y-OH, M étant un métal alcalin et x étant égal a 0 ou ¢tant vn

entier de 1 & 12, préférenticllement de 1 4 6, y étant un entier de 1425 ;

ladite étape de dissyméirisation permettant d’augmenter la section efficace
d’absorption 4 deux photons du chromophore dissymétrique C* d’au moins 20 %,

avantageusement d’au moins 40 % par rapporta C’ ;
p P

b. une étape de greffage du chromophore dissymétrique C’ sur une entité centrale A-
(B ) de sorte & former un premier dendrimére intermédiaire A-(Bi-(C*)n)m s A-(Bi' )m
représentant une espéce réactive correspondant & A-(Bp)m; m étant Ja valence du
oroupement A et étant un entier non nul compris de 3 a 8 ; n étant la valence de B’
dans entité centrale A-(B;")y, et étant un entier non nul compris de 2 & 5; i étant le
nombre d’unités de répétition successives du premier motif B greffée sur une branche

et étant égal 4 0 ou étant un entier compris de 1 4 10, notanunentde 1 a 4 ;

c. une étape de formation du dendrimére A~(Bi-(C-(Dj-(E)p)ghn)m réalisée soit
i. en plusieurs étapes consistant en :
- une é&tape de formation d’un second dendrimére intermédiaire A-(Bi-(C-
(D )n)m par la réaction, réalisée q fois, d’un appendice d’agrafage D sur le

premier  dendrimére  intermédiaire  A-(Bi-(C**)a)m et réalisée j fois
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successivement ; I’ correspondant & une premiére espéce réactive de
Pappendice d’agrafage D ; q étant la valence du second motif C et €tant un
entier non nul, notamment égal & 1; j étant le nombre d’unités de répétition
successives de 1’appendice d’agrafage D greffée sur une branche et étant égal a
0 ou étant un entier compris de 1 4 5, notammentde 142 ;

- une étape de fonctionnalisation du second dendrimére intermédiaire A-(B;-(C-
(Di)gm)m obtenu & 1’étape précédente avec un ensemble de groupements
hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage E’ pour former Je dendrimere A-
Bi-(C-(Di(B)p)g)n)m, ledit ensemble de groupements hydrosolubilisants et/ou

fonctions de ciblage E’ représentant une espéce réactive correspondant & E et

P
+. HO

ot

étant de formule

; 801t

M
!

N-N

(=]
/ \/’\l(o
H(}@J N0 .
X ; soit

%% NH; — PEGys— OMe ; soit

HO
OH

03 oI
HO—Q\Oj&/

3 ; soit

AcO

O\j;c&%&\c

o

X ; Soit
+» un mélange de ceux-ci.
p étant la valence de P’appendice d’agrafage D et étant un entier non nul compris de 2

a 5, notamment égal &4 2 ; soit

ii. en une étape consistant en une fonctionnalisation du premier
dendrimére intermédiaire A-(B-(C’"),)m par sa réaction, réalisée q fois,
avec une entité Dy”’~(B), préformée ; D*’ correspondant 4 une seconde
espéce réactive de Pappendice d’agrafage D ; j étant le nombre d’unités
de répétition successives de la seconde espece réactive D et étant égal

a 0 ou étant un entier compris de 1 4 5, notamment de 1 & 2; q étant la
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valence du second motif C et étant un entier non nul, notamment égal a

1 ; p ¢étant la valence de "appendice d’agrafage D et étant un entier non

nul compris de 2 & 5, notamment ¢gal a 2.
Une « espéce réactive » est définie selon la présente invention par la présence, dans la
structure de cette espéce, d’une fonction chimique contenant au moins un centre nucléophile,
tel qu'un atome d’oxygéne, en particulier une fonction phénol, ou au moins un centre
électrophile, tel qu’un atome de phosphore, en particulier une fonction R-P(S)Cls.
I.” « appendice d’agrafage » de la présente invention, permet en augmentant [’ordre
générationnel du dendrimére, de lier le second motif a Pensemble des groupements
hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage. Cet appendice d’agrafage peut étre absent.
Au sens de la présente invention, le terme « groupement hydrosolubilisant » désigne toute
fonction chimique susceptible d’apporter de la solubilité aux dendrimeéres de I'invention dans
I’eau ou les milieux biologiques. Le groupement hydrosolubilisant est de préférence choisi
parmi des dérivés de 1’éthyléne glycol. Les polyéthylénes glycols, PEG, ne sont généralement
ni toxiques ni immunogénes, ce qui les rend particuli¢rement adaptés pour des applications
biologiques.
La «fonction de ciblage », permettant de cibler sélectivement les cellules cancéreuses,
améliore le potentiel thérapeutique des dendriméres obtenus par le procédé de I'invention, en
ajoutant 4 la sélectivité spatiale de I’activation biphotonique, une affinité élevée pour les
cellules cancéreuses. Les termes « cellules cancéreuses » désignent un groupe de cellules
présentant une croissance incontrdlée (division au-dela de la limite normale), une invasion
(intrusion dans ou destruction des tissus adjacents), et parfois des métastases (propagation &
d’autres endroits du corps via la lymphe ou le sang). Les fonctions mannose permettent de
cibler spécifiquement les lectines dans et 4 la surface des cellules cancéreuses. Les lectines
sont des protéines qui reconnaissent spécifiquement certaing mono- ou oligosaccharides et
sont capables de se lier & eux de fagon réversible. Il ne s’agit pas d’enzymes ni d’anticorps,
car les lectines ne présentent pas d’activité cataiytique et ne sont pas impliquées dans la
réponse immunitaire classique. Lors de cancers, les lectines s’agglutinent majoritairement sur
les cellules cancéreuses. L’o-D-mannose, telle quapparaissant dans les variantes de
IPensemble E ci-dessus, est I'un des sucres majoritairement reconnus par les lectines,
permettant ainsi de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses.
Selon un mode de réalisation, Je procédé de I’invention permet d’obtenir des dendriméres
possédant une section efficace d’absorption & deux photons supérieure a 5000 GM,

avantageusement supéricure a 10 000 GM, plus avantageusement supérieure & 15 000 GM, de
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préférence supérieure 4 20 000 GM pour au moins une valeur de longueurs d’ondes comprise
de 700 & 900 nm, en particulier 2 730 nm.

Les sections efficaces d’absorption & deux photons de la présente invention sont déterminées
par la technique de fluorescence par excitation a4 deux photons (TPEF ; vide infra). Les
mesures sont effectuées a P'aide d’un laser titane:saphir délivrant des impulsions de 150
femtosecondes, en utilisant le protocole expérimental de Xu et Webb. [C. Xu, W. W. Webb,
"Measurement of two-photon excitation cross sections of molecular fluorophores with data
from 690 to 1050 nm®, J. Opt. Soc. Am. B: Opt. Phys. 1996, 13, 481-491].

Selon un mode de réalisation, le pi‘océdé de Pinvention permet d’obtenir des

dendriméres présentant un rendement quantique de production d’oxygene singulet compris de
5230 %, de préférence compris de 10 4 20 %.
Le rendement quantique de production d’oxygéne singulet ({,) représente le nombre de
molécules d’oxygéne singulet générées par rapport au nombre de photons absorbés par le
photosensibilisateur, et est déterminé par comparaison entre la luminescence de I'oxygéne
singulet produit par le photosensibilisateur 4 1272 nm et celle produite par un
photosensibilisateur de référence 4 la méme longueur d’onde dans les mémes conditions.
(vide infra « Méthode de quantification de la production d’oxygéne singulet »).

Selon un mode de réalisation, le procédé de P'invention permet d’obtenir des

dendriméres présentant un rendement quantique de fluorescence supérieur a 10 %,
avantageusement supéricur ou égal & 15 %, de préférence supérieur ou égal 4 30 %.
Le rendement quantique de fluorescence (®yp) représente le nombre de photons €mis
directement par le dendrimére par rapport au nombre de photons absorbés et est déterminé par
comparaison 4 une référence. Ce rendement correspond & la fraction de molécules excitées
dont le retour & ’état fondamental est accompagné de I’émission de photons.

Dans la présente invention, une augmentation surprenante de la section efficace
d’absorption & deux photons du chromophore dissymétrique C’°, d’au moins 20 %,
avantageusement d’au moins 40 % par rapport & son analogue symétrique C’ est observée.
Cette caractéristique peut étre liée aux effets de polarité/polarisabilité des groupements en
péﬁphérie. Bien que ceux-ci soient liés par un espaceur saturé au groupement conjugué et ne
sont donc pas impliqués dans la délocalisation électronique, ils modifient ’environnement du
chromophore, probablement par interactions dip6le-dipéle, ce qui peut expliquer, a posteriori,
le phénoméne observé. Cette propriété accrue du chromophore dissymétrique C*’ est presque

entidrement conservée dans le dendrimeére.
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Selon un mode de réalisation, le procédé de linvention permet d’obtenir des
dendriméres présentant une brillance d’absorption & deux photons supérieure a 500 GM,
avantageusement supérieure a 1 000 GM, plus avantageusement supérieure & 1 500 GM, de
préférence supérieure & 2 000 GM pour au moins une valeur de longueurs d’ondes comprise
de 700 & 900 nm, en particulier a 730 nm.

La « brillance d’absorption & deux photons » est définic comme le produit de la section
efficace 4 deux photons et du rendement quantique de fluorescence.

Selon un mode de réalisation, le procédé de I'invention permet d’obtenir des
dendriméres n’étant pas phototoxiques sous une excitation comprise de 400 a 700 nm avec un
éclairement compris de 200 3 3 000 Ix, avantageusement de 1 000 & 2 000 Ix, de préférence de
1 000 Ix.

Le lux, unité de mesure de [’éclairement, caractérise le flux lumineux par unité de surface et
1 1x correspond & led-srm™,

Au sens de ’invention, un composé « phototoxique » désigne un composé rendu nocif
pour son envitonnement par une excitation fumineuse. Plus précisément, dans la présente
invention, les dendriméres sont rendus nocifs sous excitation biphotonique par leur capacite 4
générer de "oxygéne singulet mais, a la lumiére du jour telle que définie par une excitation
comprise de 400 a 700 nm avec un éclairement compris de 200 a 3 000 lx, les dendrimeres de
I’invention ne générent pas d’oxygeéne singulet.

Une absence de phototoxicité & la lumiére du jour est généralement due a un effet écran de
molécules absorbant fortement la lumiére UV-visible telle que des squarates
(phenylaminocyclobutenedione) ou a la diffusion de la [umiére par des parficules dont le
diamétre est de ’ordre de quelques centaines de nanomeétres. La présente invention repose
cependant sur ’observation inattendue, par les Inventeurs, de I’absence de phototoxicité 4 la
lumidre du jour malgré omission, dans la structure des dendrimeres, de groupements
squarates (phenylaminocyclobutenedione) et en absence de diffusion de la lumiére.

Cette caractéristique peut s’expliquer, a posteriori, d’une part de la présence de nombreuses
sous-unités absorbant dans PUV dans le squelette dendrimérique faisant ainsi écran &
P’excitation & un photon et permettant de remplacer efficacement les groupements squarates et
d’autre part a une efficacité de production d’oxygeéne singulet plus élevée a deux photons
(o2 ®4) qu’a un photon (& ®,). Cette différence d’efficacité se traduit d’une section efficace
élevée (supérieure 4 5000 GM, avantageusement supérieure a 10 000 GM, plus

avantageusement supéricure a 15 000 GM, de préférence supérieure a 20 000 GM) et d’un
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rendement quantique d’oxygeéne singulet modéré compris de 5 & 30 %, de préférence compris
de 10420 %.

Les dendriméres obtenus par le procédé de la présente invention présentent aussi
’avantage, par rapport aux nanoparticules de silice mésoporeuses de 1'art antérieur
[“Biphotonic photosensitizers, nanoparticles containing the same and their use as drugs”, D.
Brevet, L. Rachm, M. Blanchard-Desce, O. Mongin, M. Gary-Bobo, M. Garcia, A. Morere,
J.-O. Durand, PCT Int. Appl, 2011, WO 2011073054], d’étre des nano-objets plus petits
(diamétre), de taille unique et monodisperses, purement organiques et parfaitement
caractérisés, Ces caractéristiques permettent d’obtenir des composés parfaitement
reproductibles et dont I’innocuité de la plateforme dendrimérique a éié démontrée.

De plus, en comparaison des photosensibilisateurs actuellement commercialisés pour des
applications en photothérapie dynamique, les dendriméres obtenus par le procédé de la
présente invention permettent de traiter des tumeurs avec une résolution spatiale élevée tout
en réduisant les effets secondaires non désirés liés a la photosensibilisation des patients a la

fumiére du jour.

L’invention concerne également les dendriméres tels qu’obtenus directement par le

procédé décrit ci-dessus.

Selon un mode de réalisation préféré, dans le procédé de I'invention, ’entité centrale

A-(B{" )i est de formule

Ct Gl Me cl

4

:m étant égal 4 6 ;1 étant égal a 1.

Selon un mode de réalisation préféré, dans le procédé de l'invention, I’¢tape de

greffage du chromophore dissymétrique C** sur Pentité centrale A-(B;")y est réalisée n fois,
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en milieu basique, pour obtenir le premier dendrimére intermédiaire A-(Bi-(C)p)w de

formule

OO TR

n étant égal & 2.
Ce premier dendrimére intermédiaire est noté¢ A-(B1-(C1°"))s.

Selon un mode de réalisation préféré, dans le procédé de ’invention, I’étape de
formation d’un second dendrimére intermédiaire A-(Bi~(C-(D;" )¢} est réalisée g fois par la
condensation de I’appendice d’agrafage D’ sur le premier dendrimére intermédiaire A-(Bi-
(C)o)m; le second dendrimére intermédiaire A-(Bi-(C-(D;)g)n)m étant de formule

OO o PO,
Me N -
Et

a-Bo i-Bs

i

S;‘" 6

qétant égal &4 1 ; j étant égal & 1.
Ce second dendrimeére intermédiaire est noté A~(B1-(C1-(D1”)1)2)s.

Selon un mode de réalisation préféré, dans le procédé de I'invention, ’¢tape de
fonctionnalisation du second dendrimére intermédiaire A-(Bi-(C-(Di’)gn)m avec un
groupement hydrosolubilisant et/ou une fonction de ciblage E’ est réalisée p fois, en milieu

basique, pour former le dendrimére A-(Bi-(C-(Dj-(E)p)gn)m de formule

Nsrj(o@wir'@@ﬂ 'S ’O = {\{Q/}_:. o

B 2 .
Me ;NU u-Bu #-Bu S—L\- \\C\j\“ -0 '}FW pe
y “ G 0o e) ) ),
soit
o Oy O o =-Crim
3 ( }“ AMe “ ?J N lé’j};u } Hi\)"__N,\,O-\! W( the Mc ~0 g7 ) ))
b. o e gl’(o_©4 )
soif
NaPy @—\ < q " [ X*“J’ ) X P
j ( é _[,\ {:7 2By h-Bu T 1\// I/j LJ(N @ p\de) ) ) )
PEGrsq 6

C. 3
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wrfo-f B o Ya CL-* Ve -
( Q \io{\ ‘;J HH':?\n\Bu Sﬁ\ \\ /L“N e \\W(NN ‘}gg)"ox

d. (0 j )2)1)2)6 , X

étant égal 4 H ou Ac ; soit

8

NS S A {9 )-Jt:* 010‘0&(

e, 1 )‘0"“ Gmom™ ) ;

p étant égal & 2.

Les dendriméres sont alors nommés a. A-(B1-(CI-(D1-(E1x)i))s b. A-(BI-{C1-(DI-
(E2))1))s, ¢ A-(B1-(C1-(D1-(E3)2)1)2)s, d. A-(B1A(CI-(D1-(E4dack2)i)2)s lorsque X est un
acétate ou A-(B1-(C1-(D1-(E4gh)i)h)s lorsque X est un hydrogéne et e. A-(B1-(C1-(D1-
(ES))1)2)s.

Le dendrimére A-(BI-(C1-{(D1-(E5))i)2)s se présente préférentiellement sous le forme A-
(B1-(C1-(D1-(E5guma)2)1)2)6, notamment A-(BI-(C1-(D1-(ESgimsac)2)i)2)s lorsque BS est un
mélange E1/E4 et X étant un acétate, le ratio E1/E4 de ensemble E5 étant égal 4 1,4, ou A-
(B1-(C1-(D1-(ESgyma)2)1)2)s lorsque ES est un mélange E1/E4 et X étant un hydrogéne, le
ratio E1/E4 de Pensemble ES étant égal 4 1,4,

I’invention concerne également [utilisation du dendrimére de formule A-(Bi-(C-(Dj-

E)p)n)m tel que défini ci-dessus dans un procédé ou dispositif d’imagerie de fluorescence.
Le terme « imagerie » désigne une technique ou un procédé non-invasif utilisé pour créer des
images du corps humain (ou des parties ou fonctions de celui-ci) pour des raisons médicales
(procédé médical dans le but de révéler, diagnostiquer ou examiner une maladie) ou pour la
science médicale (y compris I’étude de I’anatomie normale et physiologique).

Selon un mode de réalisation avantageux, Putilisation du dendrimére de I’'invention de

formule A~(Bi-(C-(Dj-(E)p)gn)m dans un procédé ou dispositif d’imagerie de fluorescence met
en ceuvre une absorption & un ou a deux photons.
I utitisation des dendriméres de I’invention pour I’imagerie & un ou deux photons est rendue
possible par le rendement quantique de fluorescence non négligeable, c'est-a-dire supérieur 4
10 %, avantageusement supéricur ou égal a 15 %, préférenticllement supérieur ou égal a
30 %, de ces composés.

Selon un mode de réalisation avantageux, lors de [Putilisation du dendrimére de
formule A-(Bi-(C~(Dj~(E)p)q)n)m dans un procédé ou dispositif d’imagerie de fluorescence, la

concentration en dendrimére est de 5 4 100 ug/mL, de préférence de 50 pg/mL.
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Selon un mode de réalisation avantageux, lors de [’utilisation du dendrimére de
formule A-(Bi-(C~(Ds-(E)p)g)n)m dans un procédé ou dispositif d’imagerie de fluorescence, le
temps d’incubation des cellules cancéreuses avec ledit dendrimére est de 3 4 20 h.

Les cellules cancéreuses visées par la présente invention sont les cellules de cancer du sein,
telles que les cellules MCF-7 et MDA-MB-231, les cellules de cancer du c6lon telles que les
cellules HCT-116, les cellules du rétinoblastome telles que les cellules Y-79 et les cellules du

cancer de la prostate telles que les cellules LNCaP.

L’invention concerne ¢galement 'utilisation du dendrimeére de formule A-(Bi-(C-(Dj-
(E)p))nm tel que défini ci-dessus dans un procédé ou dispositif de thérapie photodynamique.
La thérapie photodynamique est une technique douce pouvant notamment étre utilisée, dans le
traitement de cancers, par I'injection d’une substance non toxique en I’absence de fumiére qui
a la propriété, une fois soumise a une excitation lumineuse, de se transformer en poison par la
formation de radicaux libres. Dans la présente invention, la réaction photochimique ainsi
initiée est la génération d’oxygéne singulet et/ou d’autres espéces oxygénées réactives. Les
molécules de dioxygéne singulet ('Oy) sont obtenues & partir du dioxygéne triplet (*05) par un
transfert de [’énergie d’excitation du photosensibilisateur excité an dioxygene & [’¢tat
électronique triplet (état fondamental).

Selon un mode de réalisation avantageux, 'utilisation du dendrimére de formule A-
(Bi-{C-(Dj-(E)p)g)n)m dans un procédé ou dispositif de thérapie photodynamique met en ceuvre
une absorption & deux photons.

Selon un mode de réalisation avantageux, lors de ['ulilisation du dendrimére de
formule A-(B;-(C-(Di-(E)p)gn)m dans un procédé ou dispositif de thérapie photodynamique
mettant en ceuvre une absorption & deux photons, la concentration en dendrimeére est de 5 a
100 pg/mL, de préférence de 50 ug/mlL.

Selon un mode de réalisation avantageux, lors de Putilisation du dendrimére de
formule A-(Bi-(C-(Dj~(E)p)g)n)m dans un procédé ou dispositif de thérapie photodynamique
mettant en ceuvre une absorption a deux photons, le temps d’incubation des cellules
cancéreuses avec ledit dendrimére est de 5 a 20 h.

Les cellules cancéreuses visées par la présente invention sont les cellules de cancer du sein,
telles que les cellules MCF-7 et MDA-MB-231, les cellules de cancer du c6lon telles que les
cellules HCT-116, les cellules du rétinoblastome telles que les cellules Y-79 et les cellules du

cancer de la prostate telles que les cellules LNCaP.
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Selon un mode de réalisation particulier de I’ invention, I’utilisation du dendrimére A-(B,~(C1-
(Di-(BAm))1)2)s aprés Sh d’incubation d’une solution a 100 pg/mL dudit dendrimeére avec des
cellules du cancer de sein MCF-7 dans un procédé ou dispositif de thérapie photodynamique
mettant en ceuvre une absorption & deux photons permet d’atteindre une mort cellulaire de

75 % par excitation biphotonique a 760 nm.

[invention concerne également un composé chimique photosensibilisateur
biphotonique constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi-(C-(Dj-(E)p)gdn)m tel que
défini précédemment destiné & éfre utilisé dans le traitement de cancers en association avec
une excitation biphotonique.

Les cancers visés par I’invention sont les cancers du sein, du célon, de la prostate et le

rétinoblastome.

Méthode de quantification de Pabsorption 4 deux photons par la mesure de la

fluorescence indunite A deax photons

Les sections efficaces d’ADP ont été déterminées par mesure de la fluorescence
induite par excitation & deux photons (TPEF) en régime femtoseconde et du rendement
quantique de fluorescence. Le principe de cette technique et le protocole expérimental utilisé
sont décrits en détail par Werts, Blanchard-Desce et coll. M. H. V. Werts, N. Nerambourg,
D. Pélégry, Y. Le Grand, M. Blanchard-Desce, "Action cross sections of two-photon excited
luminescence of some Bu(IIl} and Tb(II) complexes”, Photochem. Photobiol. Sci. 2005, 4,
531-538]. Ce protocole est adapté du protocole expérimental original décrit par Xu et Webb
[C. Xu, W. W. Webb, "Measurement of two-photon excitation cross sections of molecular
fluorophores with data from 690 to 1050 nm", J. Opt. Soc. Am. B: Opt. Phys. 1996, 13, 481-
4911, et prend en compte les corrections des indices de réfraction des solvants. Les brillances
d’absorption & deux photons (o' ®p) pour des solutions de concentration 10" M (par
chromophore) ont ét¢ mesurées en utilisant comme référence la fluorescéine (qualité
spectroscopique) dans une solution de soude 0.01 M (qualité spectroscopique) pour la gamme
de 700 4 980 nm [C. Xu, W. W. Webb, "Measurement of two-photon excitation cross sections
of molecular fluorophores with data from 690 to 1050 nm", J. Opt. Soc. Am. B: Opt. Phys.
1996, 13, 481-491]. Les valeurs de références de la fluorescéine utilisées de 700 & 715 nm
sont celles déterminées par Blanchard-Desce et coll. [C. Katan, S. Tretiak, M. H. V. Werts, A.
J. Bain, R. J.- Marsh, N. Leonezek, N. Nicolaou, E. Badaeva, O. Mongin, M. Blanchard-
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Desce, "Two-Photon Transitions in Quadrupolar and Branched Chromophores: Experiment
and Theory", J Phys. Chem. B 2007, 111, 9468-9483] tandis qu’an-dela de 715 nm, les
valeurs de référence de Xu et Webb ont été utilisées [C. Xu, W. W. Webb, "Measurement of
two-photon excitation cross sections of molecular fluorophores with data from 690 to 1050

nm", .J. Opt. Soc. Am. B: Opt. Phys. 1996, 13, 481-491],

Tableau 1 : Valeurs de références de o, @r (fluorescéine dans NaOH 0.01 M).

o2 @r (GM)
A (nm) Blanchard-Desce et coll.
700 11.3
705 11.7
710 12.7
715 14.3

Montage oplique

Un laser Ti:saphir large bande "mode-locked" de type MIRA-900F (Coherent) pompé
par un laser continu de type Verdi (Nd:YLF Coherent également et émettant 5 W 4 532 nm) a
été utilisé, permettant ainsi d’accéder A des impulsions de 150 fs avec une fréquence de 76
MFHz, et dont la Jongueur d’onde est accordable entre 700 et 980 nm. En sortie, une partic du
faisceau laser est prélevée par une lame de verre et envoyée sur un spectrometre afin de
vérifier la longueur d’onde. L’axe optique du faisceau est ajusté & ["aide de 2 miroirs par
rapport & I’axe des deux diaphragmes. La puissance et l'angle de polarisation du faisceau laser
sont réglés par deux lames demi-onde ainsi que par un polariseur. La puissance du faisceau
laser incident est mesurée directement sur le trajet optique du faisceau par un puissance-
métre. L’intensité Jumineuse du faisceau incident est ajusiée & P'aide d'une roue a filires
comprenant plusieurs densités optiques afin de s'assurer d’étre bien en régime d’ADP pure : la

puissance du faisceau incident sur la cuve est ainsi de l'ordre de 50 mW.

Le faisceau lumineux est focalisé dans la cuve contenant 1’échantillon a 1'aide d’un
objectif & air Olympus (10%, ouverture numérique de 0.25). L’intensit¢ d’émission de
fluorescence est récoltée en retour par ce méme objectif puis séparée du faisceau incident 4

’aide d’une lame dichroique (Chroma 675dexru) et d’un jeu de filtres (Chroma e650sp-2p)
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avant d’8tre détectée par un spectrométre CCD (BWTek BTC112E). L'intensité de
fluorescence totale est obtenue par intégration du spectre d'émission corrigé mesuré par ce

spectrometre.
Méthode de quantification de la production ¢’ oxygéne singulet

Les rendements quantiques de production d’oxygéne singulet ont ét€ mesurés sur un
Fluorolog-3 (Horiba Jobin Yvon) en excitant a 1’aide d’une lampe Xénon de 450 W. La
Juminescence de I’oxygene singulet est mesurde & 1272 nm grice & un détecteur de la société
North Coast Scientific refroidi 4 ’azote liquide (modéle EO-817L). La tetraphenylporphyrine
(TPP) est utilisée comme molécule de référence dans le dichlorométhane (®A[TPP]= 0,60)
afin de déterminer les rendements quantiques de formation d’oxygéne singulet des

photosensibilisateurs dans le méme solvant.

L’invention, ainsi que les différents avantages qu’elle présente, seront plus facilement
compris grice a la description qui va suivre des modes non limitatifs de réalisation de celle-ci

donnés en référence aux figures, dans lesquelles :

- la Figure 1 représente les spectres d’absorption et d’émission normalisés du
chromophore C1°? dans des solvants de différentes polarités. L’axe des abscisses
correspond 4 la longueur d’onde en nm. L’axe gauche des ordonnées correspond 2
I’absorption normalisée et I’axe droit des ordonnées correspond 4 I’intensité
normalisée de fluorescence en unité arbitraire.

- la Figure 2 représente les spectres d’absorption a deux photons de C1” et C1”. L’axe
des abscisses correspond & la longueur d’onde en nm et I’axe des ordonnées
correspond & [a section efficace d’absorption 4 deux photons en GM.

- la Figure 3 représente la solvatochromie du dendrimeére A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s
avec les spectres d’absorption et d’émission du dendrimeére dans le toluéne, le
dichlorométhane, le THF et le DMSO. L’axe des abscisses correspond a la longueur
d’onde en nm, I’axe gauche des ordonnées correspond & 1’absorption normalisée en
unité arbitraire et ’axe droit des ordonnées correspond a I’intensité normalisée de
fluorescence en unité arbitraire.

- la Figure 4 représente les spectres d’absorption & deux photons de CI” et des

dendrimeres A-(B1-(C1°*),)s et A-(BI-(C1-(D1-{E1)2)1)2)s dans le THF. L’axe des
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abscisses correspond 2 la longueur d’onde en nm et ’axe des ordonnées correspond a
la section efficace d’absorption & deux photons en GM.

- la Figure 5 représente le spectre de fluorescence du €17’ avec différentes
concentrations de mannose. L’axe des abscisses correspond 4 la longueur d’onde en
nm et I’axe des ordonnées correspond a "intensité relative de fluorescence en unité
arbitraire.

- la Figure 6 représente les spectres d’absorption a deux photons de C1” et des
dendriméres A-(B1-(C1°%),)s et A~(B1-(C1-(D1-(Ed¢)2)1)2)s dans le THF. L’axe des
abscisses correspond a la longueur d’onde en nm et I’axe des ordonnées correspond &
la section efficace d’absorption & deux photons en GM.

- la Figure 7 représente les spectres d’absorption & deux photons de A-(B1-(C1-(D1-
(E4n)2)1)2)s dans le DMF et de C1”* et A-(B1-(C1”’))s dans le THF. L’axe des
abscisses correspond 2 la longueur d’onde en nm et Paxe des ordonnées correspond a
la section efficace d’absorption a deux photons en GM.

- la Figure 8 représente les spectres d’absorption & deux photons du dendrimére A-(B1-
(C1-(D1-(ESgmam)2))2)s et A-(B1-(CI-(D1~(Edu)2)1)2)s dans le DMF. L’axe des
abscisses correspond & la longueur d’onde en nm et I’axe des ordonnées correspond a
la section efficace d’absorption & deux photons en GM.

- la Figure 9 représente la viabilité cellulaire des cellules de cancer du sein MCF-7
incubées 4 jours avec différentes concentrations de A-(B1-(CI-(D1-(E1)2)1)2)s. 1.7axe
des ordonnées correspond au pourcentage de survie cellulaire et ’axe des abscisses
correspond & la concentration en A-(B1-(C1-(D1-(E1)3)1)2)s en ug/mlL.

- laTigure 10 représente le principe du test au MTT.

- la Figure 11 représentc les images en microscopie confocale monophotonique de
cellules MCF-7 avec A) marqueur nucléaire excité a 405 nm, B) A-(B1-(C1-(D1-
(E1)2)1)2)6 €xcité 4 458 nm et C) superposition.

- la Figure 12 représente une image en microscopie confocale multiphotonique de
cellules MCF-7 marquées par le CeliMask (marqueur membranaire) et incubées avec
du A-(B1-(C1-(D1-(E1)3)1)2)s aprés excitation a 750 nm.

- la Figure 13 représente sous forme d’histogramme Pefficacité de la thérapie
photodynamique & deux photons sur des cellules MCF-7 incubées Sh avec le
dendrimére  A~(B1-(C1-(D1-(E1)))2)s. L’axe des ordonnées correspond au

pourcentage de survie cellulaire et chaque rectangle correspond & une concentration en
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A-(B1-(C1-(DE-(E1)2)1)2)s en ug/ml.. A) Contréle, B) 5 pg/mL, C) 50 pg/mL, D) 100
pg/ml.

- la Figure 14 représente sous forme d’histogramme [’efficacité de la thérapie
photodynamique a deux photons sur les cellules MCF-7 incubées 20 h avec le
dendrimére  A-(B1-(CI~(D1-(Ei1})i)z)s. IL’axe des ordonnées correspond au
pourcentage de survie cellulaire et chaque rectangle correspond & une expérience : A)
contrdle (absence d’irradiation 4 deux photons et d’incubation avec un dendrimere),
B) irradiation & deux photons uniquement, C) incubation avec le dendrimére A-(B1-
(C1-(D1-(E1)2)1)2)¢ uniquement et D) imradiation & deux photons aprés incubation
avec le dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s.

- la Figure 15 représente des images de microscopie en transmission de cellules MCF-7
incubées avec A-(B1-(C1-(D1-{E1)2);)2)s A) non irradiées et B) aprés irradiation &
deux photons.

- la Figure 16 représente la phototoxicité sur les cellules MCF-7 du dendrimére A-(B1-
(C1-(D1-(E1}2)1)2)s en lumiére naturelle. L’axe des ordonnées correspond au
pourcentage de survie cellulaire et chaque rectangle correspond a une expérience : A)
exposition & la lumiére naturelle en absence d’incubation avec un dendrimere, B)
exposition a la lumiére naturelle aprés incubation avec le dendrimere A-(B1-(C1-(D1-
(E1)2)1)2)s (incubation 5 h avee du A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s & 20 pg/ml), C)
absence d’exposition a la lumidre naturelle en absence d’incubation avec un
dendrimére, et D) absence d’exposition a la umiére naturelle aprés incubation avee le
dendrimére A-(BI-(C1-(D1-{(El)2)1)2)¢ (incubation 5 h avec du A-BI1-(CI-(D1-
(E1)2)1)2)s & 20 pg/mL)

- la Figure 17 représente sous la forme d’un histogramme [’efficacit¢ de la thérapie
photodynamique 4 deux photons sur des cellules de MCF-7 incubées 5h a une
concentration en dendriméres de Supp/ml. L’axe des ordonndes correspond au
pourcentage de survie cellulaire et chaque rectangle correspond 4 un dendrimere : A)
contrdle (absence d’incubation avec un dendrimére), B) A-(BI-(C1-(D1-(El)2}1)2)s,
©) A-BI-(CI-D1-Eds)))s D) A-BI(CI-(D1-(Edn)2)i)2)s et E) A-(BI-(CL-
(D1-(BSpyran2))2)s.

- la Figure 18 représente efficacité de la thérapie photodynamique a deux photons sur
des cellules de MCF-7 incubées 5h a des concentrations en dendriméres de 50 pg/mL
et 100 ug/mL. L’axe des ordonnées correspond au pourcentage de survie cellulaire et

chaque groupe de rectangle correspond & un dendrimére : A) contrble (absence
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d’incubation avec un dendrimére), B} A-(B1-(C1-(D1-(E£1)2)1)2)s, C) A-(B1-(CI-(D1-
(Tdac)2)1)2)6, D) A-(B1-(C1-(D1-(Edn)2)i)2)s et B A-(B1-(C1-(D1-(ESgimam)i)2)s.

- la Figure 19 représente I’efficacité de la thérapie photodynamique & deux photons sur
des cellules de MCF-7 incubées 20h a une concentration en dendriméres de 50 pg/mlL.
L’axe des ordonnées correspond au pourcentage de survie cellulaire et chaque
rectangle cortrespond a4 un dendrimére : A) contrdle (absence d’incubation avec un
dendrimére), B) A~(B1-(CI-(D1-(E1))1)2)s, C) A-(B1-(C1-(D1-(Ed4c)2)1)2)s, D) A-
(B1-(C1-(D1-(Edp)2)1)2)s et E) A-(B1-(C1-(D1-(ESgi/man)2)1)2)s.

1. Synthése du chromophore / des dendriméres

Exemple 1 :
Todure de [[4-[éthyl[(2-hydroxyéthyl)amino]phényljméthyl[triphénylphosphonium (2)

/_/OH
1" 'PlyP C L

A une solution de 2-(éthylphénylamino)éthanol 1 (3 g, 18.07 mmol), de triphénylphosphine
(4.76 g, 18.07 mmol) et de paraformaldéhyde (0.488 g, 5.42 mmol) dans le chloroforme (25
mL), on ajoute du Nal (3.36 g, 18.07 mmol), de I’eau (1.28 mL) et de I’acide acétique (3.6
ml.), Le mélange est chauffé a reflux pendant 68 h. De Peau (40 mL) est ajoutée et le

)

mélange est agité pendant 10 min. La phase aqueuse est extraite avec du CH,Cl; et lavée avec
du NaHCOs (25 mL) puis de Peau (25 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées,
filtrées et évapordes sous pression réduite. Le résidu est lavé & [’éther pour obtenir des

cristaux blancs de 2 {9.88 g).

Rendement: 93%

Point de fusion: 165-170 °C

RMN 'H (CDCl, 300.13 MHz): § (ppm) 7.79 (m,15H), 6.78 (dd, J= 8.7, 2.4 Hz, 2H), 6.48
(d, J=8.7 Hz, 2H), 4.81 (d, J= [2.6 Hz, 2H), 3.7t (m, 2H), 3.42 (t, J= 6.2Hz, 2H) 3.35 (m,
2H), 2.70 (t, J= 5.4Hz, 1H), 1.06 (t, J=6.9 Hz, 3H).

RMN 3C (CDCls, 75.47 MHz): & (ppm) 147.3 (d, J= 2.6 Hz), 134.4 (d, J= 2.3 Hz), 133.3,
(d, J= 9.6 Hz), 131.8 (d, J= 5.1 Hz), 129.5 (d, J= 12.3 Hz), 115.3 (d, J= 85.0 Hz), 111.4,
1103 (d, /=87 Hz), 58.1,51.4,44.4,29.8 (d, J= 46.3 Hz), 11.2.
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RMN *P (CDCls, 121.58 MHz): 3 (ppm) 20.42.

Exemple 2 : 5-lodo-2-thiophénecarboxaldéhyde (3)

I/ES}—CHO

A un mélange de 2-thiophénecarboxaldéhyde (1.79 g, 15.92 mmol) et de ditode (2.00 g,

3)

7.96 mmol) dans le tétrachlorure de carbone (4 mL), on ajoute de "acide iodique (0.70 g,
3.98 mmol), de 'eau distillée (3 mL), de I’acide acétique (8 mL) et de I’acide sulfurique
concentré (0.12 mL). Le mélange est agité & 80°C pendant 1h puis a température ambiante
pendant 12h. Les phases sont séparées, puis la phase organique est lavée avec une solution a
2% de NallCO; puis avec une solution de NayS;0s. La phase organique est séchée sur
MgSQy, puis évaporée sous pression réduite. Le produit brut est purifié par chromatographie
sur colonne de gel de silice avec un mélange AcOEL / Heptane (1:9) pour donner des cristaux
jaunes de 3 (2.95 g).

Rendement : 78%

Point de fusion : 53°C

RMN H (CDCls, 300.13 MHz): 9.77 (s, 1H); 7.39 (s, 2H).

RMN B3C NMR (CDCl;, 75.47 MHz): 181.1, 149.6, 138.2, 137.0, 87.8.

Exemple 3 :
(E)-2-[Ethyl-[4-[(1E)-2-(5-iodo-2-thiényl)éthényl]phényl[amino]|éthanol (4 E)

O

N/——/

|\ 7 N
1 (4E)

Sous argon, on dissout I’aldéhyde 3 (1.95 g, 8.19 mmol) et le sel de phosphonium 2 (6.32 g,
12.29 mmol) dans du CH,ClL, (50 mL) fraichement distillé, puis tBuOK (1.84 g, 16.38 mmol)
est ajouté. La solution est agitée & température ambiante pendant 15h. Le mélange est filtré
sur silice, puis le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit brut est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice, en éluant avec un mélange CH,Cl, / AcOEt
(98:2 4 92:8). On obtient un mélange de stéréoisomeres 4 Z/E (2.16 g). 1.34 g de ce mélange
est dissous dans 1’éther (50 mL) et une solution de diiode dans P’éther (1 gL, 3.4 mL) est

ajoutée. Le mélange est agité sous irradiation (lampe tungsténe, 75W) & température ambiante
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pendant 20h, La couleur de la solution passe alors du jaune au vert. Aprés un lavage au
Na;,S,0s, la phase éthérée est séchée sur MgSQOy, filtrée et évaporée sous pression réduite. On

obtient des cristaux jaunes de 4 E (1.02 g).

Rendement: 50%

Point de fusion: 93 °C.

RMN 'H (CDCls, 300.13 MHz): 7.34 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.12 (d, J=3.7 Hz, 1H), 6.99 (d, J=
16 Hz, 1H), 6.78 (d, J=16 Hz, 1H), 6.74 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.65 (d, J=3.7 Hz, 1H), 3.83 (m,
2H), 3.52 (m, 4H), 1.65 (, J= 3.8 Hz, 1H), 1.24 (1, J= 7 Hz, 3H).

RMN BC (CDClL;, 75.47 MHz): 149.7, 147.7, 137.2, 129.1, 127.5, 125.6, 124.7, 116.5,
112.3, 70.2, 60.0, 52.2, 45.4, 11.8.

Exemple 4 :
4-[2-|Ethyl-[4-|(LE)-2-(5-iodo-2-thiényl]|éthényl]phénylamine]éthoxy]|benzaldéhyde (5)

0~< >—CHO
/_/
Y /2 N\_

s )

Sous argon, on dissout 4 E (0.5 g, 1.25 mmol), le 4-hydroxybenzaldéhyde (0.31 g, 2.51
mmol) et de la triphénylphosphine (0.66 g, 2.51 mmol) dans du THF (15 mL) sous argon. Une
solution de DIAD (0.5 mL, 2.51 mmol) dans le THF (3 mL) est ensuite ajoutée goutle a
goutte et agitée & température ambiante pendant une nuit. Les solvants sont évaporés sous
pression réduite et le produit brut est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice

en éluant avec du CH,Cl, pour donner des cristaux jaunes de 5 (0.51 g).

Rendement: 81%

Point de fusion: 108 °C.

RMN ' (CDCls, 300.13 MHz): 9.89 (s, 1H), 7.85 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.35 (d, J= 8.8 Hz,
2H), 7.12 (d, J= 3.7 Hz, 1H), 7.01 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 6.94 (d, J= 15.5 Hz, 11}, 6.78 (d, J=
16 Hz, 1H), 6.72 (d, J= 8.9 Hz, 2H), 6.65 (d, J=3.7 Iz, 111), 4.24 (t, J= 6 Hz, 2H), 3.82 (t, J=
5.9 Hz, 2H), 3.55 (m, 2H), 1.25 (t, J= 7 Hz, 3H).

RMN BC (CDCl;, 75.47 MHz): 1909, 163.7, 149.9, 147.2, 137.5, 132.1, 130.1, 1294,
127.9,125.9, 124.7, 116.7, 114.8, 111.9, 70.6, 65.8, 49.4, 45.8, 12.4.

Exemple 5 :
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4-[2-[Ethyl-[4-[(1 E)-2-(5-iodo-2-thiényl]éthényl|phényl]amino]éthoxy]phénol (6L)
0 OH
~ Q
- N

s (6E)

Sous argon, on dissout Paldéhyde 3 (0.556 g, 2.34 mmol) et le sel de phosphonium 8 (2.09 g,
3.18 mmol) dans du CH;Cl, fraichement distillé (25 mL), puis tBuOK (0.53 g, 4.67 mmol) est
ajouté. Le mélange est agité A température ambiante pendant 15h. Le mélange est filtr¢ sur un
mélange célite/silice. Le solvant est évaporé sous pression réduite et le produit brut est purifié
par chromatographie sur colonne de gel de silice en éluant avec du CHyCly. On obtient un
mélange de stéréoisomeres 6 F/Z (45/55). Ce mélange 6 E/Z est dissous dans P’éther et une
solution de I dans Et;O est ajoutée. Le mélange est agité sous irradiation (lampe tungsténe,
75W) pendant 20 h. Aprés un lavage au NayS,03, la phase éthérée est séchée sur MgSOy,

filtrée et évaporée sous pression réduite. On obtient des cristaux jaunes de 6 £ (0.62 g).

Rendement : 54%.

Point de fusion: 114 °C,

RMN "H (CDCl;, 300.13 MHz): 7.34 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.11 (d, J= 3.8 11z, 111), 6.98 (d,
J= 16 Hz, 1H), 6.78 (d, J=16 Lz, 111), 6.77 (d, J= 2.5 Hz, 4H), 6.71 (d, J= 9 Hz, 211), 6.64 (d,
J= 3.8 Iz, 1H), 4.53 (s, 11D), 4.09 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.74 (t, J=6 Hz, 2H) 3.53 (q, 2H), 1.24
(t, J= 6.9 Iz, 311).

RMN BC (CDClL;, 75.47 MHz): 152.7, 149.9, 149.7, 1474, 137.4, 129.4, 127.8, 1258,
124.4,116.5, 116.1, 115.5, 111.8, 70.3, 66.0, 49.6, 45.6, 12.3.

Exemple 6 ; 4-[2-(Ethylphénylamino)éthoxy]phénel (7)

/_/O—@—O H
O "

Sous argon, on dissout le 2-[éthylphényl)amino]éthanol (1) (3.00 g, 18.07 mmol),
I’hydroquinone (3.98 g, 36.14 mmol) et PPh; (9.51 g, 36.14 mmol) dans du THF (55 mL)
anhydre. Une solution de DIAD (7.16 mL, 36.14 mmol) dans le THF (35 mL) est ensuite
ajoutée goutte A goutte et le mélange est agité & température ambiante pendant 15 h. Le

solvant est évaporé sous pression réduite et le produit brut est purifié par chromatographie sur
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colonne de gel de silice en éluant avec du CHyCly. Des cristaux jaunes de 7 sont obtenus
(1.68 g).

Rendement : 36%

RMN 'H (CDCl3, 300.13 MHz): 7.38 (m, 2H), 6.87 (m, 7H), 6.58 (s, 1H), 4.17 (t, J= 6.3 Iz,
2H), 3.80 (t, J= 6.3 Hz, 2H), 3.59 (g, 2H), 1.31 (t, J= 6.9 Hz, 3H).

RMN BC (CDCL;, 75.47 MHz): 152.6, 149.6, 147.4, 129.3, 116.1, 115.5, 111.9, 66.0, 49.6,
45.5,12.1.

Exemple 7: lIodure de [[4-[éthyl[2-(4-hydroxyphénoxy)éthyl]amino]phényllméthyl]-
triphénylphosphonium (8)

/_/0-@—0]1
N
1™ pi,p f— )

Un mélange de 7 (0.600 g, 2.34 mmol), PPhs (0.552 g, 2.34 mmol) et para-formaldéhyde
(0063 g, 0.70 mmol) est dissous dans du toluéne (8 mL). Nal (0.434 g, 2.34 mmol), I’eau (0.4
mL) et ’acide acétique (1.2 mL) sont ensuite ajoutés. La solution est agitée 66h & 61°C. De
1’eau (30 mL) est ajoutée et le mélange est agité 10 min. La phase aqueuse est extraite avec du
CH,Cl, puis lavée avec du NalICO; (20 mL) et de Peau (20 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées et concentrées sous vide. Le résidu est lave avec de I’Et;O pour donner
des cristaux gris (1.362 g).

Rendement : 88%

RMN 'H (CDCls, 300.13 MHz): § (ppm) 7.64 (m, 15H), 7.05 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 6.76 (m,
4H), 6.44 (d, J=8.7 Hz, 2H), 4.88 (d, J= 12.9 Hz, 2H), 4.05 (1, J=6.3 Hz, 2I0), 3.77 (s,1H),
3.71 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.48 (q, 2H), 1.22 (t, J=6.9 Hz, 3H).

RMN BC (DMSO, 75.47 MHz): § (ppm) 151.2, 151.0, 147.2 (d, J= 2.7 Hz), 134.8 (d, J =
2.9Hz), 133.9 (d, /= 9.7 Hz), 131.0 (d, J = 9.7 Hz), 129.9 (d, J= 12.2 Hz), 118.1 (d, J=84.7
Hz), 115.6, 115.2,112.4(d, J= 8.7 Hz), 111.5, 65.7, 48.8, 44.5,27.5 (d, /= 45.0 Hz), 11.6.
RMN 3P (DMSO, 121.58 MHz): & (ppm) 21.1.

Exemple 8 :
Acétate de 4-[2-[éthyl-[4-](1E)-2-(5-iodo-2-thiényl] éthényl]phényl]amino]éthoxy]phényle

®)
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Sous argon, on ajoute 4 0°C de la DMAP (22 mg, 0.18 mmol) & une solution de 6 £ (0.62 g,
1.26 mmol) dans le CH,Cl; (36 mL). De la triéthylamine (0.39 mL) est ensuite ajoutée a 0°C,
puis le chlorure d’acétyle (0.19 ml, 2.73 mmol) est additionné lentement. Le mélange est
agité & température ambiante pendant 16 h. De la glace puis une solution aqueuse saturée de
NaHCO; (20 mL) sont ajoutées. La phase aqueuse est extraite avec du CH,Clp (3 % 15 mL).
Les phases organiques réunies sont séchées et évaporées sous pression réduite, et le produit
brut est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice en éluant avec du CH,Cl,

afin d’obtenir des cristaux jaunes de 9 (0.61 g).

Rendement : 97%

RMN H (CDCls, 300.13 MHz): 7.34 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.11 (d, /=3.7 Hz 1H), 7.01 (4,
J=9 Hz, 21), 6.98 (d, J= 16 Hz, 1H), 6.89 (d, J= 9.3 Hz, 2H), 6.78 (d, J= 16 Hz, 1H), 6.71 (d,
J=9 Hz, 2H), 6.64 (d, J= 4 Hz, 11T), 4.11 (1, J= 6 Hz, 2H), 3.74 (t, J= 6 Hz, 2H), 3.49 (q,
2H), 2.28 (s, 3H), 1.22 (t, J= 7.2 Hz, 3H).

RMN “C (CDCl;, 75.47 MHz): 169.8, 156.3, 150.0, 147.3, 144.4, 1374, 129.5, 127.8,
125.8,124.6, 122.4, 116.6, 115.0,111.82, 111.8, 70.3, 65.8,49.6, 45.7, 12.3.

Exemple 9 : Acétate de 4-[2-[éthyl-[4-[(1 E)-2-(5-triméthylsilyl-2-
thiényl]éthényl]phényljamino]éthoxy]phényle (10}

/_/o@—om
N/ AN
T™MS //// ) (1(})
L’air est purgé d’une solution de 9 (0.37 g, 0.70 mmol) et de EzN (1 mL) dans du toluéne
(5 mL) par bullage d’argon pendant 20 min. La solution est chauffée a 40°C, puis du Cul (3
mg, 0.02 mmol), du PA(PPh3)Cl, (12 mg, 0.02 mmol) et de P’éthynyltriméthylsilane (0.19
mL, 1.31 mmol) sont ajoutés successivement. e mélange est alors agité 4 40°C pendant 16 h.
Les solvants sont évaporés sous pression réduite et le produit brut est purifié par colonne
chromatographique en éluant avec un mélange CH,Cly/ heptane (6:4). Des cristaux orange de

10 sont obtenus (0.33g).
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Rendement: 94%

RMN 'H (CDCL, 300.13 MHz): 7.37 (d, J= 9 Hz, 2H), 7.12 (d, J= 3.9 Hz, 1H), 7.03 (d, J=9
Hz, 2H), 6.98 (d, J= 16 Hz, 1H), 6.90 (d, J= 9 Hz, 2H), 6.87 (d, J= 16 Hz, 11), 6.83 (d, J=
3.9 Hz, 1H), 6.72 (d, J= 9 Hz, 2H), 4.13 (t, J= 6 Hz, 2H), 3.77 (t, J= 5.9 Hz, 2H), 3.54 (q,
2H), 2.29 (s, 3H), 1.26 (t, J= 6.9 Hz, 3H), 0.30 (s, 9 H).

RMN BC (CDCls, 75.47 MHz): 169.8, 156.4, 147.5, 145.8, 144.5, 133.4, 129.8, 128.0,
124.7,124.3, 122.5,120.2, 117.0, 115.1, 111.9, 99.3, 98.4, 65.9, 49.7, 45.8, 12.4, 0.0.

Exemple 10 ; 4-[2-[éthyl-[4-[(1E)-2-(5-triméthylsilyl-2-
thiényljéthényl]phényljamino|éthoxy]benzald¢hyde (11)

/_/o@cao

N/ AN
TMS {/ ; (11)

Une solution de 5 (0.774 g, 1.54 mmol) et de EtsN (3 mL) dans le toluéne (15 mL) est
dégazée sous argon pendant 20 min. La solution est chauffée & 40°C, puis Cul (6 mg, 0.03
mmol), Pd(PPh3),CL (22 mg, 0.03 mmol) et de I’éthynyltriméthylsilane (0.33 mL, 2.31
mmol) sont ajoutés successivement. Le mélange est alors agité & 40°C pendant 16h. Les
solvants sont évaporés sous pression réduite et le produit brut est purifié par colonne
chromatographique avec un mélange CH,Cly/ heptane (6/4 jusqu’a 7/3). On obtient 0.634 g
du mélange de stéréoisoméres 11 Z/E (10/90), sous la forme d’une huile brune.
Rendement: 87%
Stéréoisomére majoritaire (E) .
RMN 'H (CDCl;, 300.13 MHz): 3 (ppm) 9.9 (s, 1H), 7.9 (d, J= 9 Hz, 2H), 7.4 (d, J= 9 11z,
2H), 7.1 (d, J=3.7 Hz, 1H), 7.01 (d, J= 87 Hz, 2H), 6.97 (d, J= 16 Hz, 1H), 6.85 (d, J= 16
Hz, 111), 6.82 (d, J= 3.8 Hz, 1H), 6.7 (d, J= 8.9 Hz, 2H), 4.2 (t, J= 6 Hz, 2H), 3.8 (1, J= 5.9
Hz, 2H), 3.5 (q, 2H), 1.3 (t, J= 7 Hz, 3H), 0.3 (s, 9H).
RMN "“C (CDCly, 75.47 MHz): & (ppm) 190.9, 163.8, 147.5, 145.8, 133.6, 132.2, 130.4,
129.8, 128.2, 124.6, 120.4, 117.3, 115.0, 112.1, 111.7, 99.6, 98.4, 66.1,49.7, 46.1, 12.6, 0.1.

Exemple 11 : 9,9-Dibutyl-2,7-diiodo-9H-fluoréne (12)
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Q-

n-Bu #n-Bau (12)

Dans un ballon de 20 ml. surmonté d’un réfrigérant, on mélange du #-BusNBr (0.31 g, 0.96
mmol) et du KOH (2.68 g, 47.8 mmol) dans de I’ean (2.7 mL) et ’on chauffe & 65°C. Puis
une solution de 2,7-diiodo-9f-fluoréne (2.0 g, 4.78 mmol) et de 1-bromobutane (3.93 g,
28.68 mmol) dans le toluéne (5 mL) est ajoutée, et le mélange est agit¢ a 65°C pendant 1
heure. Ensuite, la phase aqueuse est extraite avec CH,Ch. Les phases organiques réunies sont
séchées sur NapSOy, avant d’étre filtrées sur silice. Les solvants sont évaporés pour obtenir 12
sous la forme de cristaux blancs (2.33 g).

Rendement: 92%

Point de fusion: 130-131 °C

RMN 'H (CDCl3, 300.13 MHz): & (ppm) 7.65 (dd, J= 8.3 Hz, J= 1.7 Hz, 211}, 7.64 (d, J=
1.7 Hz, 21T), 7.40 (d, J= 8.3 Hz, 211), 1.90 (m, 4H), 1.08 (m, 4H), 0.68 (t, J= 7.3 Hz, 6H), 0.56
{m, 4H).

Exemple 12 : 4-]2-[[4-[(1E)-2-[5-[(9,9-dibutyl-7-icdo-9 H-fluorén-2-yl)éthynyl]-2-
thiényljéthényl|phényl]éthylamino]éthoxy]benzaldéhyde (13)

- ,; 1
e
K = NCHO (13)

Une solution de 11 (0.63 g, 1.34 mmol), de 9,9-dibutyl-2,7-diiodo-9/-fluoréne 12 (2.13 g,
4.01 mmol) et de EgN (2.4 mL) dans le toluéne (12 mL) est dégazée sous argon pendant 20
min. La solution est chauffée & 40°C, puis le Cul (5.7 mg, 0.03 mmol) et le Pd(PPh3),Ch
(21 mg, 0.03 mmol) sont ajoutés. Une solution de TBAF dans le THF (1 M, 0.80 mmol).
préalablement dégazée sous argon est alors ajoutée. Le mélange est agité a 40°C pendant 16h,
puis les solvants sont évaporés sous pression réduite et le produit brut est purifié¢ par colonne
chromatographique en éluant avec un mélange CHoChy/heptane (6:4). Des cristaux oranges de
13 sont obtenus (0.83 g).

Rendement: 77%

Point de fusion: 146 °C.
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RMN H (CDClL, 300.13 MHz): 9.89 (s, 111), 7.85 (d, J= 8.9 Hz, 2H), 7.68 (dd, J= 1.6 Iiz,
1H), 7.66 (s, 1), 7.63 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 7.51 (dd, J= 1.4 Hz, 1H), 7.46 (s, 1H), 7.42 (d, J=
8.4 Hz, 1H), 7.39 (d, J= 9 Hz, 2H), 7.18 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.01 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 6.96 (d,
J= 16 Hz, 1H), 6.90 (d, J= 3.4 Hz, 1H), 6.89 (d, J= 15.8 Hz, 111), 6.73 (d, J= 9 Hz, 2H),
425(t, J= 6.3 Hz, 2H), 3.83 (t, J= 5.7 Hz, 211), 3.56 (q, 210), 1.96 (m, 4H), 1.26 (t, J= 7.2 Hz,
3H), 1.14 (m, 410), 0.72 (t, J= 7.2 Hz, 6H), 0.56 (m, 4H).

RMN C (CDCls, 7547 MHz): 190.6, 163.4, 153.2, 150.0, 147.0, 145.5, 140.2, 139.8,
135.8, 132.5, 131.87, 131.82, 130.3, 129.9, 129.3, 127.8, 125.4, 124.7, 124.6, 121.7, 121.5,
120.2, 119.6, 116.9, 114.5, 111.7, 94.6, 92.9, 83.7, 65.6, 55.1, 49.3, 45.6, 39.9, 29.5, 25.7,
22.8,13.6, 12.2.

HRMS (ES+) : m/z 826.21862 calculé pour C46H46NO2INaS [(M+NayH], trouvé 826.2185.

Exemple 13 : Acétate de 4-[2-[[4-[(1 E)-2-[5-]2-]9,9-dibuty}-7-[2-[5-[(1 E)-2-{4-[éthyl-[2-[4-
(formyl)-phénoxy]éthyl]amino] phényl|éthényl]-2-thiényliethynyl]-9H-fluorén-2-
yljethynyl]-2-thiényl] éthényl|phényl]éthylamino]éthoxy]phényle (14)

(14

Une solution de 10 (0.33 g, 0.66 mmol), de 13 (0.48 g, 0.60 mmol) et de Et;N (2.8 mL) dans
le toluéne (14 mL) est dégazée sous argon pendant 20 min. La solution est chauffée a 40°C,
puis le Cul (2.3 mg, 12 umol) et le Pd(PPhs),Cl; (8.4 mg, 12 pmol) sont ajoutés. Une solution
de TBAF dans le THF (1 M, 0.42 mmol) préalablement dégazée sous argon est alors ajoutée,
et le mélange est agité 3 40°C pendant 16h. Les solvants sont évaporés sous pression rédutte
et le produit brut est purifié par colonne chromatographique en éluant avec un mélange
CH,Cly/heptane (7:3). Des cristaux oranges de 14 sont obtenus (0.46 g).

Rendement: 70%

Point de fusion: 160 °C.

RMN 'H (CDCl, 300.13 MHz): 9.89 (s, 1H), 7.85 (d, J= 9 Hz, 211), 7.68 (d, J=8.6 Hz, 2H),
7.52 (m, 4H), 7.39 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.37 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.19 (d, J=4 Hz, 211), 7.01 (d,
J= 9 Hz, 2H), 7.00 (2xd, J= 16 Hz, 2H), 6.90 (s, 4H), 6.89 (m, 2H), 6.85 (d, /=16 Hz, 2I0),
6.73 (d, J=8.9 Hz, 2I1), 6.72 (d, J=8.9 Hz, 2H), 4.24 (t, J=06 Hz, 2H), 4.14 (t, J=6 Hz, 2H),
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3.82 (m, 4H), 3.53 (m, 4H), 2.29 (s, 3H), 2.03 (m, 4H), 1.28 (m, 6H), 1.16 (m, 4H), 0.73 (&,
J=7.2 Hz, 6H), 0.63 (m, 4H).

RMN C (CDCl;, 75.47 MHz): 190.9, 170.0, 163.8, 156.4, 151.2, 145.8, 144.5, 132.8,
132.2, 130.6, 130.3, 129.8, 128.1, 125.83, 125.76, 125.0, 124.0, 124.81, 124.77, 122.5, 120.6,
120.1, 117.3, 1152, 114.9, 111.9, 65.94, 65.92, 55.3, 49.8, 49.62, 49.60, 45.96, 45.86, 26.0,
23.2,21.1,13.9, 12.5.

HRMS (ES+): m/z 112946184 calculé pour C72H70N205NaS2 [(M+Na)+], trouvé
1129.4620.

Exemple 14 : Acétate de 4-[2-[[4-][(1 E)-2-[5-[2-]9,9-dibutyl-7-[2-[5-[(1 E)-2-[4-[éthyl-[2-(4-
hydroxyphénoxy)éthyl]lamino|phényl}éthényl|-2-thiényl]ethynyl]-9H-fluorén-2-
yljethynyl]-2-thiényl| éthényl}phényl] éthylamino] éthoxy]benzaldéhyde (C1°%)

O

Et N
D =~
(C17)

Le photosensibilisateur protégé 14 (0.46 g, 0.42 mmol) est dissous dans un mélange d’EtOH
(10 mI) et de THF (28 mL). Une solution de NaOH (0.5 M, 4 mL) est ajoutée et le mélange
est agité 20 min & température ambiante. HCl (1 M, 15 mL) est ensuite ajouté. La phase
aqueuse est extraite au CH,Cl; (10 mL). La phase organique est ensuite lavée a ’eau (5 mL),
séchée sur MgSOy, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut est purifié sur colonne
chromatographique en éluant avec du CHyCly. Des cristaux oranges de C1”’ sont obtenus
(0.37 g).
Rendement: 84%
Point de fusion: 94 °C.
RMN H (CDCl;, 300.13 MHz): 9.89 (s, 1H), 7.85 (d, J= 9 Hz, 2H), 7.68 (d, J=8.6 Hz, 2H),
7.52 (m, 4H), 7.39 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.37 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.19 (d, J=4 1z, 2H), 7.01 (d,
J= 9 Hz, 2H), 6.99 (2xd, J= 16 Hz, 2H), 6.89 (m, 2H), 6.87 (d, J=16 Hz, 2H), 6.77 (s, 4I1),
6.73 (d, J=8.9 Hz, 2H), 6.72 (d, J=8.9 Hz, 2H), 5.19 (s, 111), 4.24 (t, J=6 Hz, 2H), 4.10 (t,
J=6 Hz, 2IT), 3.80 (1, J= 5.7 Hz, 2H), 3.73 (t, J=5.7 Hz, 211), 3.53 (m, 4H), 2.01 (m, 4H), 1.28
(m, 6H), 1.16 (m, 4H), 0.73 (t, J= 7.2 Hz, 6H), 0.63 (m, 4H).
RMN "C (CDCl;, 7547 MBz): 191.1, 163.8, 152.8, 151.2, 149.9, 147.6, 147.3, 145.9,
145.8, 140.8, 140.7, 132.8, 132.2, 130.6, 130.1, 129.8, 129.6, 128.1, 128.0, 125.7, 124.98,
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124,91, 124.7, 124.6, 121.89, 121.8, 120.5, 120.3, 120.1, 117.2, 116.9, 116.1, 115.6, 114.8,
111.9, 111.8, 95.06, 94.9, 84.1, 84.0, 66.1, 65.9, 55.3, 49.8, 49.5, 45.9, 45.7, 40.3, 26.0, 23.1,
13.9, 12.46, 12.44.

HRMS (ES+) : m/z 1065.46933 calculé pour C7T0HEIN204S2 [(M+H)+], trouvé 1065.4691.
ATR-FTIR (em™): 3363, 2926, 2189, 2037, 1685, 1596, 1507, 1446, 1397, 1349, 1256,
1221, 1182, 1158, 1136, 1074, 1020, 946, 885, 806, 751.

Exemple 15 : Méthanesulfonate de 2-[2-(2-méthoxyéthoxy)éthoxy]éthyle (16)

/0\/\0/\/0\//\01\&5 (16)

Dans un ballon sous argon, on ajoute & 0°C EtsN (5.83 mL) a une solution de 2-[2-(2-
méthoxyéthoxy)éthoxy|éthanol (15) (6.00 g, 36.58 mmol) dans le CH,Cl, (10 mL). Le
mélange est agité vigoureusement et une solution de chlorure de méthanesulfonyle (3.25 mL,
42.07 mmol) dans le CH,Cl, (3 ml.) est ajoutée goutte & goutte. Le mélange est agité a
température ambiante pendant 24 h. Le précipité blanc formé est filtré, et le filtrat est lavé
avec une solution aqueuse saturée de NaHCO; (2x10mL). La phase aqueuse est extraite au
CH;Cl,, puis les phases organiques réunies sont séchées sur NaySO4 et le solvant est évaporé
sous pression réduite pour donner 16 sous la forme d’une huile jaune (8.46 g).

Rendement : 95%

RMN 'H (CDCl;, 300.13 MHz): 4.36 (m, 2H), 3.74 (m, 2H), 3.64 (m, 6H), 3.51 (m, 2H),
3.33 (s, 3H), 3.04 (s, 3H).

RMN B¢ (CDCl3, 75.47 MHz): 71.7, 70.5, 70.4, 70.3, 69.2, 68.8, 58.8, 37.5.

Exemple 16 : 4-|2-[2-(2-Méthoxyéthoxy)éthexy]éthoxy]phénol (17a)

OH
/0\/\0/\/0\/\()/ i;

A une solution de 16 (8.46 g, 34.97 mmol) et d’hydroquinone (3.86 g, 34.97 mmol) dans le

(17a)

DMSO (25 mL) refroidie & 0 °C avec un bain de glace, est ajouté KOH (5.89 g, 104.91
mmol). Le mélange est agité a 0°C puis & température ambiante pendant une nuit. De I’ean
(20 mL) est alors ajoutée. La phase aqueuse est extraite 4 PER,O (3x30 mL) pour séparer le
composé 16 n’ayant pas 1éagi et le produit disubstitué 17b. La phase aqueuse est acidifice

avec du HCI concentré et extraite avec du CHCl3 (3x20 mL). Les phases organiques sont
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rassemblées, lavées avec de 1’eau jusqu’d pH neutre, séchées sur NaySOy et le solvant est
évaporé sous vide. Le composé 17a est obtenu sous la forme d’une huile marron (3.69 g).
Rendement: 41%

RMN "H (CDCl, 300.13 MHz): 6.82 (s, 1H), 6.73 (d, J = 9 Hz, 2H), 6.69 (d, J = 9 Hz, 2H),
3.98 (1, J = 4.8 Hz, 2H), 3.79 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.70 (m, 6I0), 3.55 (m, 2H), 3.34 (s, 3H).
RMN PC (CDCY, 75.47 MHz): 152.3, 150.1, 115.9, 115.5, 71.7, 70.5, 70.4, 70.3, 69.7, 67.8,
58.8.

HRMS (ES+) : m/z 279.12029 calculé pour C13H2005Na [(M+Na)+], trouvé 279.1203.
ATR-FTIR (em™): 3333, 2873, 1508, 1448, 1355, 1214, 1096, 1064, 824, 753.

Exemple 17 : Dendrimére A-(B1-(C1°°)2)s

. S\\ ,f \ o =
NJP_\‘(O@—“\;: N :1'{0@0\_\ 7 ﬁ;%ﬂ P
Me Elﬂ = My i-Bu /\QI},/‘\/O\@CH()Z)G
I

A-(B1-(C17")2)s

La réaction est effectuée & l'abri de la lumiére. A une solution de photosensibilisateur C1°’
(152 mg, 142.72 pmol) dans le THE distill¢ (0.75 mL), est ajouté Cs,CO3z (93 mg, 285.43
umol). La solution est agitée a 35°C pendant 2 h, puis ajoutée a une solution de dendrimére de
premiére génération possédant des fonctions P(S)Cly terminales A-(B1%)s (20 mg, 10.95
pumol) dans 0.75 mL de THF distillé. Le mélange est agité a 35°C pendant 7 jours.
I’avancement de la réaction est suivi par RMN *'P, en ajoutant dans le tube RMN un
capillaire de CgDg. Le mélange réactionnel est filtré, et le dendrimére est précipité dans du
pentane (200 mL). Le précipité orange est lavé avec de l'acétate d'éthyle, puis purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (pentane/THF 1:1 jusqu'a THF 100%), pour
conduire & A~(B1-(C1°"),); sous la forme d’une poudre orange (106 mg).

Rendement: 69%

Point de fusion: 178 °C.

RMN 'H (CD,Cl,, 300.13 MHz) 9.86 (s, 12H), 7.82 (d, J = 8.7 Hz, 2410), 7.67 (4, J = 7.8
Hz, 2411), 7.61 (m, 18H), 7.51 (m, 48H), 7.38 (d, J = 9 Hz, 24H), 7.30 (d, J = 8.4 Hz, 24H),
7.16 (2xd, J = 9 Hz, 24H), 7.05- 6.81 (m, 132 H), 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 48H), 6.64 (d,J = 7.5
Hz, 24H), 4.24 (t, J = 6 Hz, 24H), 3.98 (t, J = 6 Hz, 24H), 3.80 (t, J = 6 Hz, 2411), 3.62 (s br,
24H), 3.54 (q, 24H), 3.40 (s br, 24H), 3.21 (d, J = 12 Hz, 18H), 2.00 (m, 48H), 1.21-1,02 (m,
120H), 0.77-0.48 (m, 120H).
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RMN C (CD,ClL,, 75.47 MHz) 191.1, 164.2, 156.7, 151.8, 148.2, 148.1, 146.5, 146.4, 144.8
(d, J = 7.5 Hz), 141.3, 133.4, 132.3, 130.9, 130.8, 130.3, 130.2, 128.8, 128.5, 126.3, 1254,
125.1, 124.9, 122.9, 122.8, 122.3, 1222, 121.9, 121.8, 120.8, 120.7, 120.6, 117.3, 117.2,
115.6, 115.3, 112.5, 95.4, 84.4, 84.3, 66.6, 66.5, 55.8, 50.0, 46.3, 46.2, 40.6, 33.6 (d, J =
12.07 Hz), 26.5,23.6, 14.2, 12.6.

RMN *'P (CDCH, 121.58 MHz): 64.3, 8.5.

LC/MS: m/z 14198.2 masse moyenne calculée pour C888H852N39054NaP9S30 [(M+Na)+],
trouvé: 14197.1.

Exemple 18 : Dendrimére A-(B1-(C1-(D1)1)2)6

/!
a-Bu sl

A-(B1-(C1-(DT)1)2)s

La réaction est effectude 4 I'abri de la lumiére. Une solution de 26 (508.3 uL, 91.5 pmol) dans
Je CHCI; est ajoutée sur A-(B1-(C1°*)p)s (86.4 mg, 6.10 pmol) a 0°C. Le mélange est agité a
température ambiante pendant 5 jours, I.’avancement de la réaction est suivi par RMN du
proton. Le dendrimére A-(B1-(C1-(D1’);)2)¢ est précipité dans du pentane (200 mlL) pour
éliminer l'excés de 26, filiré sous argon puis séché sous pression réduite pour donner une
poudre orange (85 mg).

Rendement: 86%

Point de fusion: 184 °C.

RMN 'H (CDC13, 300.13 MHz) 7.68 (i, 12611), 7.38 (d, J = 8.4 Hz, 24H), 7.31 (d, J = 8.4
Hz, 24H), 7.16 (2xd, J = 9 Hz, 2411), 7.08 (d, J = 7.8 Hz, 24 H}), 6.95 (m, 108H), 6.73 (d, J =
7.8 Hz, 48H), 6.64 (d, J = 7.8 Hz, 24H), 4.19 (t,J = 4.5 Hz, 24H), 3.96 (s br, 24H), 3.80 (s b,
24H), 3.62 (s br, 2411), 3.53 (m, 84H), 3.19 (d, J = 9.6 Hz, 18H), 1.98 (m, 48H), 1.15 (m,
120H), 0.69 (m, 120H).

RMN BC (CDCl;, 75.47 MHz): 1604, 156.2, 151.6, 151.2, 147.5, 145.8, 144.3, 1418,
140.8, 135.9, 132.8, 130.6, 129.7, 129.1, 128.3, 128.1, 127.3, 125.7, 125.6, 124.8, 124.7,
122.4, 121.8, 121.6, 120.6, 120.5, 120.1, 117.2, 117.1, 115.1, 114.9, 112.0, 95.1, 84.2, 84.1,
68.1, 65.9, 65.7, 55.3, 49.7, 45.9, 45.8, 40.3, 34.5, 31.9, 30.5, 28.8, 26.1, 23.2, 21.3, 14.2,
12.5,12.4,

RMN *'P (CDCls, 121.58 MXlz): 64.3, 63.3, 8.6.
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Exemple 19 : Dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)6

NJPJ@_@_\N N ()_ﬁ 0 I }Jiﬁ_{‘fﬂxj\l =

nBuuBu S \\_1 N -T J NN Me

g=t @ I g Omg 0))))
A-(BI-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s

La réaction est effectuée & I’abri de la lumiére. A une solution de 4-[2-[2-(2-
méthoxyéthoxy)éthoxy[éthoxy]phénol (17a) (12 mg, 46.50 pmol) dans le THF distillé (2
mL), est ajouté Cs;CO3 (29 mg, 89.28 pmol). La solution est agitée a température ambiante
pendant 1 nuit, puis ajoutée & une solution de dendrimére A-(B1-(C1-(D1°)1)2)s (30.1 mg,
1.86 umol) dans 1.5 mL de THF. Le mélange est agité & température ambiante pendant 5
jours. I ’avancement de la réaction est suivi par RMN du phosphore. Le mélange réactionnel
est filtré avec une canule sous argon et précipité dans du pentane (200 mL). Le solide orange
résultant est lavé a 1’éther pour éliminer 'excés de 17a, puis filtré, Apres avoir solubilisé le
produit brut dans un minimum de THF, le mélange est centrifugé 4 min & 10000 tours/min
pour éliminer le chlorure de césium formé au cours de la réaction. Le surnageant est récupéré,
et le produit est précipité dans du pentane, filtré sous argon, et séché sous pression réduite. On
obtient une poudre orange de A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s (30 mg).

Rendement: 75%

Point de fusion: 178 °C

RMN 'H (CDCh, 300.13 MHz): 7.68-7.47 (m, 12611), 7.37 (2xd, J = 8.4 Hz, 48H), 7.13-
6.54 (m, 3241H), 4.16-3.16 (m, 558H), 1.97 (m, 48H), 1.11 (m, 120H), 0.66 (m, 120H).

RMN *'P (CDCl3, 121.58 MHz) : 64.6, 8.5.

Exemple 20 : 1,2,3,4,6-Penta-O-acétyl-D-mannopyranose (50)

AcO,

[0)
O%icof&ﬂm

OAc (5 0)

Dans un ballon sous argon, le D-(+)-mannose (5 g, 27.75 mmol) est dissous dans 15 mL de
pyridine & -10°C. L'anhydride acétique (12.6 mL, 130 mmol) est ajouté goutte 4 goutte a -
10°C. Le mélange est ensuite agité pendant 17 h, De la glace est ajoutée a cette solution
Jimpide, et un précipité blanc se forme, que Pon filtre sur fritté. Le solide blanc pateux obtenu

est redissous dans du DCM. Aprés lavage a4 l'eau, puis au NaHCO;3, la phase organique est
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séchée sur MgSQy, filtrée et évaporée sous pression réduite. On obtient alors une poudre
blanche (6.73 g) de 50, sous la forme d’un mélange d'anomeres a et B dans un rapport 87/13.
Rendement: 62%

Anomére majoritaire o,

RMN 'H (CDCl3, 300.13 MHz): 6.01 (d, J =1.8 Hz, 1 1), 5.34 — 5.15 (m, 3 H), 4.22 (dd, J
=48 Hz, J=12.3 Hz 1 H), 4.03 (m, 2 H), 2.11 (3, 3 H), 2.10 (s, 3 H) 2.03 (5, 3 H), 1.99 (5, 3
H), 1.94 (s, 3 H).

Exemple 21 : 2,3,4,6-Tétraacétate de 4-hydroxyphényl-o-D-mannopyranoside (51)

AcO

QdAc
Q
3\;&%“

o)

A une solution de composé 50 (1 g, 2.56 mmol) dans le DCM (5.5 mL), est ajoutée

(1)

I'hydroquinone (848 mg, 7.68 mmol). Le mélange blanc hétérogéne résultant est refroidi &
0°C, et BF3.EO (2.6 mL, 20.48 mmol) est ajouté goutte & goutte pendant 20 min. Le
mélange devient alors jaune pile. e milieu réactionnel est alors agité pendant 2 jours, en
laissant la température remonter & température ambiante. Le mélange devenu marron est lavé
avec du NaHCOs; (2x10 mL). La phase aqueuse est rose et la phase organique est jaune. Cette
phase organique est ensuite lavée avec T1,0 (2x10 mL), puis avec de la saumure (2x10 mL).
I.a phase organique est séchée sur NapSOs, filtrée ot évaporée sous pression réduite. L'huile
brune obtenue est purifiée par colonne chromatographique, en éluant avec AcOBt/ Heptane
(1:1). Le composé 51 est obtenu sous la forme d’une poudre beige (400 mg). Seul I’anomere a
est obtenu.

Rendement: 30%

RMN 'H (CDCl;, 300.13 MHz): 6.95 (d, J =9 Hz, 2 1), 6.76 (d, J =9 Hz, 2 H), 5.54 (dd, J
=3.3 Hz,J = 9.9 Hz 1H), 5.45 (m, 4 H), 4.33 (m, 1 H), 4.10 (m, 2 H), 2.19 (5, 3 H), 2.05 (s, 3
H), 2.04 (s, 3 H), 2.03 (5, 3 H).

RMN *C (CDCl;, 75.47 MHz): 171.31, 170.73, 170.68, 170.42, 152.09, 150.16, 118.54,
116.61, 97.17, 70.06, 69.54, 69.51, 66.58, 62.79, 21.46, 21.29, 21.27, 21.26.

HRMS (ES+) : m/z 463.1216 calculé pour C20H24011Na [M+Na|+, trouvé 463.1212.
Microanalyse calculée pour C20H24011 (440,4) :

% théorique ;: C : 54.55, H : 5.49

% expérimental : C: 54.68, H : 5.74.
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Exemple 22 : Dendrimére A-(B1-(C1-(DI-(E44.)2)1)2)6

N3Py (0_{}—\ P o \_\ Vs {_\ = _\_ ,?_‘L_ -
’{) n B:”}r Bu 1/1/ /A“L PNy Ma 8o
O o

A-(B1-(C1-(D1-(Edac)z)1)2)6

La réaction est réalisée a 1’abri de la lumiére., A une solution de 2,3,4,6-tétraacétate de 4-
hydroxyphényl-a-D-mannopyranoside (51) (65.5 mg, 148.8 pmol} dans 1 mL de THF distillé
est ajouté Cs,CO3 (97 mg, 297.6 umol) a 0°C. La solution est agitée pendant 4h30 a 0°C, puis
elle est ajoutée & une solution de A~(BI-(C1-{D1’)1)2)s (50 mg, 3.1 pmol) dans 15 mL de
THF. Le mélange est agité & température ambiante pendant 12 jours. L’avancement de la
réaction est suivi par RMN du phosphore. Le mélange réactionnel est filtré par canule sous
argon. Le dendrimére est précipité dans du pentane (250 mL), puis filtré et lavé 4 ’éther pour
éliminer P’excés de mannose 51, avant d’étre séché sous vide. Le solide orange obtenu est
redissous dans un minimum de THF et centrifugé 4 min & 10000 tours/min pour éliminer le
chlorure de césium formé, Le surnageant est récupéré, et le produit est précipité dans du
pentane, filtré sous argon, et séché sous pression réduite. On obtient une poudre orange de A-
(B1-(C1-(D1-(Ed5)2)1)2)6 (77.5 mg).

Rendement : 91%

RMN *H (CDCL, 300.13 MHz) : 7.68-7.47 (m, 126 H), 7.37 (dd, J = 8.7 Hz, 48 H),7.17 (m,
252 H), 6.70 (s br, 48 H), 6.62 (d, J = 8.1 Hz, 24 B), 5.54 (dd, J = 3.3 Hz, 24 H), 5.43 (m, 72
H), 4.28 (dd, J = 5.7 Hz, 24 H), 4.17 (m, 72 H), 3.94 (s br, 24 H), 3.78 (s br, 24 H), 3.61 (s br,
24 H),3.51 (sbr, 24 H), 3.39 (s br, 24 H),3.32 (d, /= 10.5 Hz, 36 H), 3.19 (d, J = 9.9 Hz, 18
H), 2.18 (s, 72 H), 2.04 (m, 216 H), 1.71 (s br, 48H) , 1.26 (m, 120 H), 0.69 (m, 120 H).
RMN *'P (CDCLs, 121.58 MHz): 64.5, 63.9, 8.6.

Exemple 23 : Dendrimére A-(B1-(CI-(DI1-(Edg)2)1)2)6
N0 Y o [ Mg e HO.
FOE O T O e
T I
A-B1-(C1-(D1-Ed1)) )2

A une solution de A~(B1-(C1-(D1-(Eda)a)1)2)s (62 mg, 2.42 pumol) dans un mélange de
CH2CI2 (2.2 mL) et de MeOH (1.2 mL), est ajoutée & 6°C une solution de MeONa (0.46 mL,

0.5 M). Le mélange est agité a 0°C pendant 2 h. Le précipité formé est filtré sous argon, lavé
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a DI’éther puis au pentane et séché sous vide. Une poudre orange de A-(B1-(C1-(DI1-
(E4ac)2)1)2)s est obtenue (42 mg).

Rendement : 80%

RMN 'H (DMSO, 300.13 MHz) : 7.86-7.12 (m, 174 H), 7.07-6.48 (m, 324 H), 5.28 (s, 2411),
5.20-2.75 (m, 462H), 1.71 (s br, 48H), 1.11 (m, 120 H), 0.47 (m, 120 H).

RMN *'P (DMSO, 121.58 MIIz):63.8, 8.6.

Exemple 24 : Dendrimére A—(Bl—(C1-(D1—(E5E1/E4Ac)z)1)z)g

w0 oo = e M opamee
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A-(B1-(C1-(D1-(ESgimaac)2)1)2)s

La réaction est réalisée & ’abri de la lumidre. A une solution de 2,3,4,6-tétraacétate de 4-
hydroxyphényl-a-D-mannopyranoside (51) (0.48 g, 0.11 mmol) dans 1 mL de THF distill¢ est
ajouté CsCO (0.07 g, 0.22 mmol) 4 0°C. La solution est agitée pendant 1 h 4 0°C, puis elle
est ajoutée & une solution de A-(BT-{C1-(D1’)1)2)¢ (0.15 g, 9.31 umol) dans le THF (2 mL).
Le mélange est agité 4 température ambiante pendant 1 nuit. En paralléle, 4 une solution de 4-
[2-[2-(2-méthoxyéthoxy)éthoxyléthoxy] (17a) (0.03 g, 0.11 mmol) dans le THF (1 mL) est
ajouté CsyCO;3 (0.07 g, 0.22 mmol) & 0°C. La solution résultante est agitée pendant 1 h & 0°C,
puis elle est ajoutée au mélange précédent. L’agitation est poursuivie a température ambiante
pendant 6 jours, Le suivi de la réaction par RMN du phosphore montre que la réaction n’est
pas terminée. Des quantités supplémentaires de 47 (4.00 mg, 9.31 umol), de 17a (2.30 mg,
9.31 pmol) et de Cs,CO3 (6 mg, 18.62 pmol) sont alors rajoutées. Le mélange réactionnel est
ensuite agité & température ambiante pendant 10 jours supplémentaires, La réaction n’étant
toujours pas terminéde, 17a (9.50 mg, 37. 24 pumol) et Cs,CO3 (24 mg, 74.48 pmol) sont a
nouveau rajoutés, et l’agitation est encore poursuivie pendant 21 jours & température
ambiante. La RMN de phosphore du milieu téactionnel semblant montrer que la réaction est
terminée, le dendrimére est précipité dans du pentane et lavé a I’éther, puis a I’acétate d’¢thyle
et séché sous vide, L’analyse RMN 31p du produit isolé montre que la réaction n’est en fait
pas finie. A une solution de 17a (29.0 mg, 0.11 mmol) dans le THF (2 mL) est ajouté Cs,CO;
(0.07 g, 0.22 mmol) a 0°C. La solution est agitée pendant 4 h a 0 °C, puis elle est ajoutée &
une solution du dendrimére incomplétement fonctionnalisé (0. 15 g, 9.31 pmol) dans le THF

(10 mL). Le mélange est cette fois agité a 30 °C pendant 5 jours. Le mélange réactionnel est
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filtré par canule sous argon et le dendrimére est précipité dans du pentane (250 mL), puis
filtré et lavé & I’éther puis a ’AcOEt, avant d’étre séché sous vide. On obtient une poudre
orange de A-(B1-(C1-(D1-(ESgymsac)2)i)z2)s (0.20 g).

Rendement : 94%

RMN "H (CDCl;3, 300.13 MHz) : 7.68-7.26 (m, 174 I), 7.16-6.62 {m, 324 H), 5.53 (dd, J =
3.0 Hz, 10 H), 5.43 (m, 30H), 4.17-3.15 (m, 438 H), 2.04 (s, 30H), 2.02 (m, 138 H), 1.31 (m,
120H), 0.69 (m, 120H).

RMN 3P (CDCl3, 121.58 MHz):64.6, 64.23, 63.9, 8.6.

Exemple 25 : Dendrimére A-(Bl-—(Cl-(Dl-(E5E1;E4H)2)1)2)5

O Cre ™ SR I o),
w-Be dr-Bu L,] o~ O(/s p%(), ) ) )

g ‘)

A-(B1-(C1-(D1-(ESguean2)1)z2)s

A une solution de A-(B1-(C1-(D1~-(ESg1maac)z)2)s (0.20 g, 8.78 wmol) dans un mélange de
CH,Cl, (5SmL) et de MeOI (3 mL), est ajoutée & 0°C une solution de MeONa (0.70 mL, 0.5
M). Le mélange est agité a 0 °C pendant 2h. Le précipité formé est filtré sous argon, lave au
pentane puis & I’éther. Le produit est ensuite redissous dans un minimum de CHCl puis
précipité dans le pentane et séché sous vide. Une poudre orange est obtenue (0.14 g).
Rendement : 76%

RMN H (DMSO, 300.13 MHz) : 7.86-6.53 (m, 498I1), 5.29 (s, 10H), 5.03-2.90 (m, 468H),
1.99 (m, 48H), 1.04 (in, 120H), 0.47 (m, 120H).

RMN *'P (DMSO, 121.58 MHz) : 64.0, 63.8, 8.5.

2. Propriétés photophysiques
Exemple 26 : absorption & un photon et émission des chromophores C1° et C1”°

Les propriétés photophysiques du photosensibilisateur greffable C1°? ont ét¢ mesurées dans le
THF et comparées 2 celles de son analogue C1’ dans le Tableau 1. C1” correspond & la
formule générale C’ dans laquelle o = ¢* = -CH=CH~, f§ = " = ~C=C-et X' =X =n
butyle. A la lecture du Tablean 1, on constate que les photosensibilisateurs C17 et C1”?
présentent tous deux une forte absorption dans la région violette, avec des coefficients

. . . .. . - -1 . , e . .
d’extinction molaires supéricurs & 100 000 M? em’, ainsi qu'une émission située dans le
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jaune. La présence de fonctions d’agrafage phénol et benzaldéhyde dans la molécule C17°
conduisent & un déplacement hyperchrome de la bande d’absorption ainsi qu’a un
déplacement hypsochrome des bandes d’absorption et d’émission (faible en absorption, mais
plus marqué en émission), ce qui indique que ces fonctions modifient légerement
Penvironnement du chromophore, Les groupements éthoxyphénol et éthoxybenzaldéhyde
agissent comme des molécules de solvants qui contribuent & la réorganisation de I’état excité.
On observe aussi un 1éger élargissement de la bande d’absorption, qui pourrait étre attribu€ a
une augmentation de 1’élargissement inhomogéne, causé par la présence de ces deux fonctions
reliées au chromophore par des espaceurs flexibles, ce qui conduit & une augmentation du
nombre de conformations. Des effets similaires ont déja été observés lors du greffage de
fonctions phénols sur d’autres chromophores. [C. Rouxel, M. Chartlot, O. Mongin, T. R.
Krishna, A.-M. Caminade, J.-P. Majoral, M. Blanchard-Desce, "From Graftable Biphotonic
Chromophores to Water-Soluble Organic Dendriméres for Biophotonics: The Importance of

Environmental Effects”, Chem. Eur. J 2012, 18, 16450-16462]

Tableau 1. Propriétés photophysiques des photosensibilateurs C1° et C17?

Kabsmax lemmax gmaxa , ¢ kr d km_ e To Fi
C : | D¢ 9 -1 9 -1 Dy *
OmMpose t (nm) | (am) | (M .cm) (ns) | (107s7) | (107 s7) | (ns)
cr’ 437 555 1.0x10° 051 | 1.5 0.34 0.32 29 1022
Cc1” 434 | 544 12x10° | 051 | 1.3 | 0.39 038 | 2.5 | 0.16

“ Coefficient d’extinction molaire & A ™. * Rendement quantique de fluorescence déterminé en
utilisant comme standard le bisulfate de quinine dans H,SO4 0.5M (® =0.546). © Durée de vie de
fluorescence. ¢ Constante de désexcitation radiative, k, = ®¢ / 1. © Constante de désexcitation
nonradiative, k, = (1 — ®p / =. 7 Durée de vie naturelle. ¥ Rendement quantique de production
d’oxygéne singulet dans le dichlorométhane, déterminé par rapport & la tétraphenylporphyrine dans le

dichlorométhane (@, [TPP} = 0.60).

Les deux composés maintiennent un rendement quantique de fluorescence élevé et identique
de 51%, mais on constate que la durée de vie de fluorescence de €1’ est Iégérement plus
faible, ce qui est lié & une augmentation des constantes de désexcitation radiative (ce qui peut
&tre reli¢ au déplacement hypsochrome) et non-radiative (ce qui suggére que les fonctions
phénol et benzaldéhyde sont impliquées dans des processus supplémentaires de désexcitation
non-radiative). La production d’oxygéne singulet a été étudiée en mesurant la Juminescence
de 10, 4 1272 nm dans le dichlorométhane, par comparaison avec la tétraphénylporphyrine

(TPP) dans le méme solvant. Des rendements quantiques de production d’oxygéne singulet de
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22% et de 16% ont ét¢ respectivement obtenus pour CI’ et C1”. Ces deux
photosensibilisateurs présentent donc un rendement quantique d’oxygéne singulet non

négligeable tout en conservant un rendement quantique de fluorescence assez €leve.

Exemple 27 : Absorption et fluorescence i deux photons de C1’ et C1”’:

Les spectres d’absorption & deux photons (ADP) des composés C1” et C1°* ont ét€ déterminés
dans le proche infra-rouge entre 700 et 950 nm, gréce & la technique de fluorescence par
excitation a deux photons (TPEF). Les mesures sont effectuées a 1’aide d’un laser
titane:saphir délivrant des impulsions de 150 femtosecondes, en utilisant le protocole
expérimental de Xu et Webb.[C. Xu, W. W. Webb, "Measurement of two-photon excitation
cross sections of molecular fluorophores with data from 690 to 1050 nm", J. Opt. Soc. Am, B:
Opt. Phys. 1996, 13, 481-491] Pour les deux composés, on observe plusieurs bandes
d’absorption intenses dans le proche infra-rouge (Figure 2). Les deux spectres d’absorption a
deux photons, présentent la méme allure, avec deux bandes possédant des maxima & 720 nm
et & 830 nm. Le maximum & 830 nm est situé au double de la longueur d’onde maximale
d’absorption & un photon et correspond a 1’état excité de plus basse énergie autorisé 4 un
photon. Le maximum & 720 nm, de plus haute énergie que le précédent, correspond & une
transition interdite 4 un photon mais fortement autorisée a deux photons. Dans les deux cas, la
bande & 720 nm est plus intense que la bande 4 830 nm. Le photosensibilisateur symétrique
C1’ posséde un o2 de 1300 GM & 720 nm et de 900 GM 820 nm, le photosensibilisateur
dissymétrique C1°’ posséde un o3 de 1900 GM a 720 nm et de 1200 GM a 820 nm. La
désymétrisation du chromophore et la présence des fonctions d’agrafage phénol et
benzaldéhyde conduisent & une augmentation des sections efficaces d’ADP d’environ 40%,
soit le double de I’augmentation observée pour les coefficients d’extinction molaires en
absorption & un photon.

Le photosensibilisateur C1*’ présente donc des caractéristiques photophysiques tout & fait

satisfaisantes, dans certains cas mémes supérieures & celles de C1°.

Exemple 28 : Absorption 3 un photon, fluorescence et photosensibilisation du

dendrimére hydrosoluble A-(B1-(CI-(DI-(E1)2)1)2)s

Tableau 2. Propriétés photophysiques de C1°? et des dendriméres A~-(B1-(C1”’)z)s et A-(B1-
(C1-(D1-(E1)2)1)2)6 dans le THF

Com pos & ?\‘ﬂbsmax ?L‘cmmax Smax a q)fb T c (DA d
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{nm) (nm) (M'i .cm'l) (ns)
Cc1» 434 544 1.2x10° 0.51 1.3 0.16

A-(BI-(C17))e | 433 | 547 | 12x10° | 050 |©=0.56;m=63% 1 10
=15 ; n=37%

A-(B1-(C1~(D1-
(BI(CIA 434 560 1.0x10° 0.21 | T=052;0=66% | ¢g7
E1)2)1)2)s =14 : 1,=34%

@ Coefficient d’extinction molaire & Aws ™. ° Rendement quantique de fluorescence déterminé en
utilisant comme standard le bisulfate de quinine dans H,SO; 0.5M (D =0.546). © Durée de vie de
fluorescence. ¢ Rendement quantique de production d’oxygéne singulet dans le dichlorométhane,

déterminé par rapport a la tétraphenyiporphyrine dans le dichlorométhane (®, [TPP} = 0.60).

Les propriétés d’absorption & un photon, de fluorescence et de production d’oxygene singulet,
en solution dans le TTIF, du chromophore C1”? et des dendrimeres A-(B1-(C1°’),)¢ et A-~(B1-
(C1-(D1-(F1)2)1)2)s sont rassemblées dans le Tableau 2.

Tous les composés présentent une bande d’absorption intense allant du proche UV 4 la partie
bleue du spectre visible, et une émission dans le visible du vert au jaune. Les dendriméres A-
(B1-(C1%))s et A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s montrent une augmentation quasi linéaire du
coefficient d’extinction molaire au maximum d’absorption avec le nombre de chromophores
(Tableau 2).

Le greffage des photosensibilisateurs sur la plate-forme dendrimérique (lorsque I’on compare
C1”? et A-(BI-(C17"),)¢) induit un 1éger déplacement vers le rouge accompagné d’un
élargissement de la bande d’émission, en relation avec une augmentation de la polarité induite
patr la plate-forme dendrimérique et la proximité des chromophores adjacents. Malgré un
confinement aussi important des chromophores dans un volume aussi réduit, le dendrimere A~
(B1-(C1°"),)¢ maintient le méme rendement quantique de fluorescence que le chromophore
isolé C1”°, La flexibilité conformationnelle du chromophore et la présence des connecteurs -
conjugués doit faciliter la formation d’agrégats, ce qui est en accord avec un déclin de
fluorescence biexponentiel.

Par ailleurs, un déplacement vers le rouge plus prononcé de la bande d’émission et une
diminution significative du rendement quantique de fluorescence sont observés pour le
dendrimére A~(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s, ce qui indique que Daddition d’une couche
périphérique de chaines triéthyléneglycol augmente la polarité de I’environnement des
chromophores situés & [I’intérieur du dendrimére, et modifie peut-&tre aussi leur
positionnement relatif. Enfin, le rendement de production d’oxygéne singulet est hii aussi

légérement réduit avec les dendriméres A-(B1-(C1°*)2)s et A-(B1-(C1-(D1-(E1}21)2)s.
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Exemple 29: Effets de Penvironnement du dendrimére hydroseluble A-(B1-(C1-(D1-
ED2)1)z)s

La Figure 3 représente la dépendance des propri¢tés d’absorption et d’émission du dendrimére
A-(B1-(C1-(D1~(E1);)1)2)s en fonction de la polarité du solvant. Comme pour le chromophore
isolé C1*?, I’absorption de A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)6 est trés peu affectée par la polarité du
solvant alors qu’une solvatochromie positive est observée en émission. Cependant, on
remarque que I’émission du dendrimére A-(B1<(C1-(D1-(E1)2)1)2)s est déplacée vers le rouge
dans les solvants peu polaires comme le toluéne, avec un changement des intensités
vibroniques relatives et une quasi disparition de la structure fine. Ceci confirme que la plate-
forme dendrimérique, les chaines TEG périphériques et la proximité des chromophores

adjacents concourent & modifier la polarité de I’environnement.

Exemple 30 : Absorption & deux photons du dendrimére hydrosoluble A-(B1-(C1-(D1-
(ED)2)1)2)s

Les propri¢tés d’absorption & deux photons des dendrimeres A-(B1-(C1”’)2)s et A-(B1-(Cl-
(D1-(E1)2)1)2)s ont été déterminées en mesurant leur fluorescence par excitation a deux

photons (TPEF) dans e THF.

Tableau 3 : Données d’absorption & deux photons de €C1°?, A~(BI-(C17")) ¢t A-(B1-(Cl-
(D1-(EL)2)1)2)s

2 ?\«ADP max %ADP maxl a oy max! b ?\-ADP max2 oy maxZ
Composé (nm) (nm) (GM) (nm) (GM)
c1 868 820 1240 720 1890
A-(B1-(C1")p)6 866 820 11200 730 19200
A-(B1-(C1-(D1- 868 820 8160 730 13200
E2)1)2)s

“Longueur d’onde ot I’ADP est maximale.
b Section efficace d”ADP & Aapp ™. 1 GM = 10 *° cm®-s-photon™.

Comme on le voit sur la Figure 4 et dans le Tableau 3, les sections efficaces d’absorption a
deux photons augmentent & peu prés linéairement avec le nombre de chromophores greffés
sur le dendrimére, conduisant a des valeurs exttémement élevées, jusqu’a 19200 GM a 730
nm pour le dendrimére A~-(B1-(C1”’)2)s. Un tel comportement additif pour A-(B1-(C1°")2)s

indique que les réponses moléculaires individuelles des chromophores greffés sur la plate-
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forme dendrimérique ne sont que légérement affectées par le fort confinement et par la
modification de Penvironnement induite par la plate-forme dendrimérique. Concernant le
dendrimére  A-(B1-(C1-(D1-(El)2)1)2)s, bien que Dintroduction de groupements
hydrosolubilisants conduise a une diminution d’environ 30% des sections efficaces d’ADP
par rapport au dendrimére liposoluble A-(B1-(C1°%),)s, des valeurs trés élevées (13200 GM a
730 nm) sont conservées.

De plus, des sections efficaces d’ADP supérieures a 5000 GM sont maintenues jusqu’a 900
nm pour A-{BI-(C1°*);)s et jusqu’a 4000 GM pour A-(B1-(C1-(D1-(E1):)1)2)s, ce qui est
d’un grand intérét pour les applications biologiques, pour la PDT & deux photons (o0 5@, est
le facteur de mérite) comme pour Pimagerie multiphotonique (ou o, @r est le facteur de

mérite).
Exemple 31 : Compatibilité du mannose avec le photosensibilisateur

1l est nécessaire de vérifier la compatibilité du mannose avec les propriétés d’émission du
photosensibilisateur C1°°. Pour cela, on étudie la fluorescence d’une solution de C1°7 dans le
DMSO en présence de quantités croissantes de mannose. Comme on peut le voir sur la Figure
5, 'intensité de tluorescence de C1°’ ne diminue pas, méme aprés ajout de 1760 équivalents
de mannose. Le mannose n’est donc pas un inhibiteur de la fluorescence du chromophore
C1”’, et on peut donc conclure qu’il n’y a pas d’interaction entre le mannose et le

photosensibilisateur,

Exemple 32: Absorption a un photon, fluorescence et photosensibilisation du

dendrimére mannose acétate

Les propriétés d’absorption & un photon, de fluorescence et de production d’oxygeéne singulet
du A-(BI1-(CI-(DI-(Eda.)2)1)2)s ont été mesurées dans le THF et sont rassemblées dans le
Tableau 4.

Le A-(B1-{C1-(D1-{E4Ac)21)2)s posséde une bande d’absorption intense allant du proche UV
a la partie bleue du spectre du visible, et une émission jaune dans le THF. Ces propriétés sont
tout a fait comparables a celle du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E1);)1)2)¢. Le coefficient
d’extinction molaire au maximum d’absorption de A<(B1-(CT1-(D1-(E4a)2)1)2)6 (1.2><1'{)6 M1
em’!) est sensiblement plus élevé que celui de A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s (1.0><106 M1 em™y,
Toutefois, un déplacement vers le rouge de la bande d’émission et une diminution

significative du rendement quantique de fluorescence sont observés pour le dendrimére A-
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(B1-(C1-(D1~(E4ac)2)1)2)s par rapport au dendrimére A~(B1-(C17)2)s, ce qui indique que
’addition d’une couche périphérique de mannoses acétates augmente la polarité de
Penvironnement des chromophores situés a lintérieur du dendrimére, et est également
susceptible de modifier leur positionnement relatif.

Enfin, le rendement quantique de production d’oxygéne singulet du dendrimére A-(B1-(C1-
(D1-(Fdac)))2)s est de 0.11, ce qui est une peu moins élevé que celui du chromophore €177
seul (0.16), mais comparable & celui des dendrimeres A-(B1-(C17))s et A-(B1-(C1-(D1-
(E1)2)1)2)6 (0.10 et 0.07, respectivement).

Tableau 4 : Propriétés photophysiques du dendrimére A~(B1-(C1-(D1-(Edsc)2)1)2)s dans le
THF

Composé lahsmax (nm) Kemmax (nm) emaxa (M-l .Cm-]) (be (DA c

A<(B1-(C1-(D1-(E44.)2)1)2)6 437 555 1.2x10° 0.30 | 0.11

T Coefficient d’extinction molaire & Ags ™. ° Rendement quantique de fluorescence déterminé en

utilisant comme standard la Rhodamine 6G dans Péthanol (® =0.94). ¢ Rendement quantique de
production d’oxygdne singulet dans le dichlorométhane, déterminé par rapport 2 la

tétraphenylporphyrine dans le dichlorométhane (@, [TPP] = 0.60).
Exemple 33 : Absorption & deux photons A~(B1-(C1-(D1-(E4ac)z)1)2)s

Les propriétés d’absorption & deux photons du dendrimére A-(B1-(CI-(D1-(Edx)2)1)2)s ont
été déterminées en mesurant leur fluorescence par excitation & deux photons (TPEF) dans le

THF, et comparées a celles du photosensibilisateur C1”* seul ainsi qu’a celles du dendrimére

A~(B1-(C17)p)s.

Tableau 5 : Propriétés d’ADP du dendrimére A-(BI-(C1-(D1-(Edac)2)1)2)6 dans le THF

Com p 0sé 2 KADP max KADP maxl a oy maxl b ?\JADP max2 oy max’Z
(nm) (nm) (GM) (nm) (GM)
C1” 868 820 1240 720 1890
A-(B1-(C1"),)s 866 820 11200 730 19200
A-(B1-(C1-(D1- 874 820 12600 730 21000
(Edac))1))s

“Longueur d’onde ott PADP est maximale.
b Section efficace d’ADP & hape ™. 1 GM = 10 cm®*.s.photon”,
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Comme on peut le voir sur la Figure 6 et dans le Tableau 5, la section efficace d’absorption a
deux photons du dendrimére A-(B1-{C1-(D1-(E44.)2)1)2)s est pratiquement proportionnelle au
nombre de chromophore greffés sur le dendrimére, comme ¢’était le cas pour le dendrimeére
A-(B1-(C1°%)y)s, conduisant a une valeur extrémement élevée de 21000 GM & 730 nm. Cela
indique que les réponses individuelles de chaque chromophore greffé sur la plate-forme ne
sont que légérement affectées par le confinement, et méme par la modification de
I’environnement induite par la présence des mannoses protégés. Les sections efficaces
d’absorption du A-(B1-(C1-(D1-(E45.)2)1)2)s sont méme légérement supérieures a celles du
A-(B1-(C1”")2)6, ce qui semble indiquer que la présence de ces mannoses permet de mieux
isoler les chromophores sur la plate-forme dendrimérique. Les sections efficaces d’ADP du
dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E44.)2)1)2)s sont supérieures & 5000 GM jusqu’a plus de 900 nm,

ce qui est positif pour une utilisation de ce dendrimére dans des applications biologiques.

Exemple 34 : Absorption & un photon, fluorescence et photosensibilisation de A-(B1-(Cl1-
(D1-(Edu)ih)e

Les propriétés d’absorption 4 un photon, de fluorescence du A-(BI-(C1-(D1-(E4)2)1)2)s ont
été mesurées dans le DMF et sont rassemblées dans le Tableau 6. Ces mesures n’ont pas pu
étre réalisées dans le THF comme pour tous les autres dendriméres, car A-(BI-(C1-(D1-

(Edy1)2)1)2)6 est insoluble dans ce solvant.

Tableau 6 : Propriétés photophysiques du dendrimere A-(B1-(C1-(D1-(E4y)2)i)2)s dans le
DMF

Composé ?\'absmax (I’!III) Mmmax ( nm) Smax a (M_I. Cm—!) (be

A-(B1-(C1-(D1-(E4m)2)1)2)s 439 600 9.8x10° 011

T Coefficient d’extinction molaire & Ap, ™. * Rendement quantique de fluorescence déterminé en

utilisant comme standard la Rhodamine 6G dans ’éthancl (© =0.94).

Le dendrimére A~(B1-(C1-(D1-(Edg)2)1)2)s posséde une bande d’absorption intense allant du
proche UV a la partie bleue du spectre du visible, et une émission orange.

Le coefficient d’extinction molaire au maximum d’absorption de 9.8x10° M em™ pour le A-
(B1-(C1-(D1-(Edn)2)1)2)s est sensiblement égal 4 celui du dendrimére A-(BI-(C1-(DI-
(E1D2)1)2)s (1.0><106 MTem™). Le déplacement vers le rouge plus prononcé de la bande

d’émission et la diminution significative du rendement quantique de fluorescence du
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dendrimére A-(BI-(C1-(D1-(Edp)))2)s (@ = 0.11) par rapport aux autres dendriméres
s’expliquent avant tout par Putilisation du DMF, solvant nettement plus polaire que le THF.
La présence d’une couche périphérique de mannoses peut aussi contribuer 4 1’augmentation
de la polarité de I’environnement des chromophores situés & I’intérieur du dendrimere. Enfin,
le rendement quantique de production d’oxygéne singulet de A-(B1-(CI1-(D1-(E4u)2)1)2)s n’a
pas pu étre mesuré, car ce dendrimére n’est pas soluble dans les solvants dans lesquels cette

mesure peut éire réalisée (toluéne, chloroforme, DCM, EtOH, D,0O).
Exemple 35 : Absorption 4 deux photons de A-(B1-(C1-{(D1-(E4g)2)1)2)6

Les propriétés d’absorption & deux photons du dendrimére A-(B1-{C1-(D1-(E4y)2)1)2)s ont
&té détermindes dans le DMF (Tableau 7, Figure 7), et comparées a celles du
photosensibilisateur C1°? seul ainsi qu’a celles du dendrimére A-(B1-(C1")). Les
différences observées entre les spectres d’ADP de A-(B1-(C1-(D1-(Edg)2)1)2)s ct de A-(Bl-
(C1’*),)¢ sont relativement peu importantes et peuvent s’expliquer par le changement de

solvant.

Tableau 7 ;: Données d’ADP du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(F4x)2)1)2)s dans le DMF

2 %ADP max KADP max] g o, maxl & ?VADP maxz oy maxZ

Compose (nm) (nm) (GM) (nm) (GM)

A-(B1-(C1-(DI1- 878 830 10100 720 16900
(Edp)21)2)s

?Longueur d’onde ot I’ ADP est maximale.
?Section efficace d’ADP 3 Aapp ™. 1 GM = 10 * cm”.s.photon™.

Exemple 36: Absorption 4 un photon, fluorescence et photosensibilisation du

dendrimeére A- (BI—(CI-—(D 1“(E5EI/E4}I)2)1)2)6

Bien que la solubilité du dendrimére mixte A-(B1-(C1-(D1-(E5g/z4n)2)1)2)s dans le THE soit
améliorée par rapport au dendrimére tout mannose A-(B1-(C1-(D1-(E4u)2)1)2)s, elle n’est pas
suffisante pour réaliser [’ensemble des mesures photophysiques (en particulier la
détermination du coefficient d’extinction molaire) dans ce solvant. Les proprictés
photophysiques de A-(B1-(C1-(D1-(ESgiman)2)1)2)s ont donc été mesurées dans le DMF,
comme ’ont été précédemment celles du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E4u)2)1)2)s (Tableau

8).
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Tableau 8 : Propriétés photophysiques du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(ESg1/m4n)2)1)2)s dans le
DMF

Composé Kabsmax (mn) xemmax (nm) ghaxa (M“i.cm" i) Oy A

A-(B1-(C1-(D1-(ESgy/pa)2)1)2)s 439 600 1.0x10° 0.15

“ Coefficient d’extinction molaire & A ™. ° Rendement quantique de fluorescence déterminé en

utilisant comme standard la Rhodamine 101 dans I’éthanol (@ =1).

Comme les précédents dendriméres, le composé A-(B1-(C1-(D1-(ESg1i4m)2)1)2)s posseéde une
bande d’abslorption intense dans la partie du spectre allant du proche UV & la partie bleue du
visible, et comme le dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E4x)2)1)2)s une émission orange dans le
DMF.

Le coefficient d’extinction molaire de A-(B1-(C1-(D1-(ESgykan)2)1)2)s (1 0x10° M em™) est
pratiguement identique 4 celui de A-(BI-(C1-(DY-(E4u)2)i)2)s (9.8><105 M'l-cm'l).
Cependant, le rendement quantique de fluorescence dans le DMF augmente sensiblement, de
11% & 15%.

Comme pour le dendrimére tout mannose, le rendement quantique de production d’oxygene
singulet du dendrimére mixte n’a pas pu étre mesuré, & cause de son manque de solubilité

dans les solvants compatibles avec cette mesure.
Exemple 37 : Absorption a deux photons du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(ESgysin)2)0)2)s

Les propriétés d’absorption & deux photons du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(ESgyr4n)2)1)2)s
sont trés proches de celles du dendrimére tout mannose A-(B1-(C1-(D1-(E4mu)2)1)2)s (Figure 8
et Tableau 9). Le dendrimére mixte présente ainsi une section efficace d’ADP de 17100 GM a
730 nm. Un tel comportement indique que la modification de I’environnement induite par le
remplacement de la moitié des mannoses par des groupements TEG n’affecte que trés peu les
réponses moléculaires individuelles des chromophores situés au ceeur du dendrimére. 11 faut
aussi noter que les sections efficaces d’ADP dépassent également les 5000 GM jusqu’a 950

nm, ce qui est d’un grand intérét pour les applications biologiques.

Tableau 9 : Données d’ADP du dendrimére A~(B1-(C1-(D1-(ESg;mank2h)2)s dans le DMF

2 ?\»ADPmaX ?\‘Ameaxl a szaxl b }LADPmaxJZ 021nax2
Composé (nm) (nm) (GM) (nm) (GM)

A-(B1-(C1-(D1-(ESgmm)z))a)s | 878 830 9610 730 17100
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“Longueur d’onde ot I’ADP est maximale.
b Section efficace d’ADP & Agpp ™. 1 GM = 10 ™ cm*.s.photon™.

3. Applications in vitrolin vivo
Exemple 38 : Culture cellulaire

Les cellules MCF-7 viennent de la banque cellulaire américaine ATCC. Elles sont
cultivées dans des flacons de cultures de 175 cm’ contenant du milieu DMEM/-F12 avec
‘Glutamax enrichi avec 10% de sérum de veau foetal et 1% de Pénicilline/Streptomycine. Elles
sont placées dans un incubateur a 37°C et & 5% de CO, a saturation en humidité et se
multiplient jusqu'a former un tapis cellulaire monocouche jointif : on parle alors de
confluence. A ce stade, on procéde a un passage : les cellules sont décollées pour éfre
réensemencées dans un nouveau flacon de culture. Pour cela, le surnageant contenant le
milieu de culture appauvri et les cellules mortes est retiré puis deux ringages doux au PBS
sont effectnés afin d'éliminer toutes traces de milieu et de sérum. En effet, le sérum contenu
dans le milieu inactiverait l'enzyme, la trypsine, utilisée pour décoller les cellules. On ajoute
1.5 mL de trypsine que I'on garde au contact des cellules pendant 10 s avant de la retirer. On
place le flacon de culture dans l'incubateur a 37°C / 5% de CO,. Aprés 5 min, les cellules se
décollent et sont récupérées avec 36 ml. de milieu frais. Cest & partir de cette suspension
cellulaire que les dilutions seront effectuées pour ensemencer les flacons de cultures ou
chambres de culture cellulaire multi-compartimentées.

Une dilution au 5éme est effectuée pour la sous culture.

Exemple 39 : Viabilité cellulaire en présence du dendrimére hydrosoluble A-(B1-(C1-
(D1-(E1)s)1)2)s :

Afin de solubiliser les dendriméres dans les milieux biologiques, ils sont tout d’abord
dissous dans un minimum de THF & 5 mg/mL, puis cette solution mere est diluée dans le
milieu de culture a la concentration choisie. Les tests biologiques ont été réalisés sur des
cellules MCF-7, une lignée de cellules de cancer du sein humaines. Ce sont des cellules

couramment utilisées car elles sont adhérentes et proliférent rapidement.

La viabilité cellulaire en présence de dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E1):)()2)s a tout d’abord

été testée (Figure 9). Les cellules MCF-7 sont incubées 4 jours a différentes concentrations de
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A-(B1-(C1-(D1-(E1)))2)s allant de 0 & 50 pg/ml. Aprés incubation, un test enzymatique au
MTT est réalisé afin de déterminer le pourceniage de survie cellulaire. Le réactif utilisé est le
sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium).
Le cycle tétrazolium est réduit en formazan par la succinate déshydrogénase mitochondriale
des cellules vivantes actives, conduisant  la formation d’un précipité de couleur violette dans
la mitochondrie (Figure 10).

La quantit¢ de précipité formée est proportionnelle & la quantité de cellules vivantes (mais
également a ['activité métabolique de chaque cellule). Il suffit donc aprés l'incubation des
cellules avec du MTT pendant 3 h & 37 °C de dissoudre les cellules, leur mitochondries et
donc les précipités violets de formazan dans un mélange DMSO/ EtOH (1 :1). Un simple
dosage par spectroscopie de la densité optique & 540 nm permet de connaitre la quantité
relative de cellules vivantes et métaboliquement actives.

Il en ressort que le A-(BI-(C1-(D1-(El)2)1)2)s n’est pas toxique sans irradiation a ces
concentrations, ct que le THF jusqu’a 1% n’a pas non plus d’effet délétére sur la viabilité

cellulaire.

¢ JImagerie confocale

Exemple 40 ; Etudes par microscopie confocale

La microscopie confocale est une technique de microscopie optique. Elle permet d’€tudier
Pintérieur des objets microscopiques et de les visualiser en trois dimensions. Par rapport 4 la
microscopie conventionnelle, la microscopie confocale offre différents avantages pour la

localisation in situ d’une sonde fluorescente dans les cellules et plus particuli¢rement dans des

coupes de tissus épais -

« &limination du signal fluorescent provenant d’autres plans que le plan focal grice au
pinhole,

+ augmentation de la résolution latérale (0.2 pm) et axiale (0.4 pm)

« observation simultanée de différentes sondes fluorescentes

» acquisition de séries de sections optiques permettant la reconstruction 3D.

Une dilution au 25&me est effectuée sur les cellules pour leur ensemencement, afin de les
observer (un ou deux photons) ou de les exciter (deux photons) au microscope confocal, dans

des plaques multi-puits (384 ou 96 puits) & fond de verre (épaisseur 0.17 mm), avec un bord
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noir en polystyréne. Il est & noter que pour toute série d'expériences, un des puits est conserve
comme puits témoin (absence de dendriméres). On vérifie ainsi que l'autofluorescence des
cellules est négligeable comparativement a la fluorescence des dendriméres. De plus, cela

permet également de vérifier l'innocuité du laser sur les cellules.

Une solution meére de dendrimére 4 5 mg/mL est préparée dans le THF ou dans le DMSO, et
soniquée. Une dilution par 100 dans du milieu frais est effectuée afin d'obtenir une
concentration de 50 pg/mL en dendrimére. Dans les plaques ensemencées la veille, le
surnageant contenant le milieu de culture appauvri et les cellules mortes est retiré, et la
solution de dendrimére a 50 pg/mL est ajoutée (50 pL pour les plaques 384 puits et 200 plL
pour les plaques 96 puits). La plaque multi-puits est placée a I'incubateur a 37°C/5% CO;
pendant un temps déterminé (3h, 5h, ou 20h). Le surnageant est retiré, puis un lavage doux au
PBS est effectué. Les cellules sont ensuite incubées avec le Hoechst 33342 (marqueur
nucléique) ou avec le CellMask deep red (marqueur membranaire). L’incubation avec le
Hoechst 33342 est réalisée 4 une concentration de 2 pg/ml.. Aprés 30 min, le surnageant est
retiré, un lavage doux au PBS est effectué, puis du milieu frais sans rouge de phénol est
ajouté. La plaque multi-puits peut alors étre analysée en imagerie confocale & un photon.
L’incubation avec le CellMask deep red (marqueur membranaire) est réalisée a une
concentration de 1 mg/mL. Aprés 30 min, le surnageant est retiré, un lavage doux au PBS est
effectué, puis du milieu frais sans rouge de phénol est ajouté. La plaque multi-puits peut alors

étre analysée en imagerie confocale 4 deux photons.

Exemple 41 : Imagerie confocale monephotonique avec le dendrimére hydrosoluble A-

BI-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s

Grice a la brillance 4 un et & deux photons élevée du dendrimere A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s,
il est possible d’étudier sa pénétration dans les cellules par microscopie confocale mono et/ou
biphotonique. Les cellules MCF-7 ont €€ incubées 30 min avec un marqueur nucléique, le
Hoechst 33342, & une concentration de 2 pg/mL et avec le A-(B1-(C1-(D1-(E1),)1)2)¢ pendant
24 h & 50 pg/mL. Les cellules sont alors analysées par microscopie confocale avec un objectif
x63. Un contréle avec du THF seul a aussi été réalisé et s’est avéré négatif. Le marqueur
nucléique est excité a 405 nm, et le A-(B1-(C1-(D1-(El)2)1)2)s & 458 nm. Les images
obtenues sont regroupées dans la Figure 11,

[’image A correspond & la fluorescence des noyaux cellulaires incubés avec le marqueur

Hoechst 33342, Sur I'image B, on observe des points plus ou moins brillants, correspondant 4
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la fluorescence de petits agrégats du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s. La superposition
de Jla fluorescence du noyau (A) avec la fluorescence du A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s (B)
permet d’obtenir ’image C de la Figure 11, qui montre que les dendriméres se situent autour
“des noyaux. La mise au point du plan z étant réalisée au niveau des noyaux cellulaires, on
peut en conclure que les nano-objets se trouvent dans la cellule et ont donc bien passé la
membrane cellulaire.

On observe aussi que les dendriméres ont un alignement en forme de croissant, ce qui laisse
supposer qu’ils se situent dans les lysosomes, et qu’ils auraient donc été incorporés dans les

cellules par endocytose.

Exemple 42 : Imagerie confocale biphotonique avec le dendrimére hydrosoluble A-(B1-

(C1-(D1-(E1)21)2)6

L’internalisation des dendriméres a aussi été étudiée en microscopie confocale multiphonique.
Cette fois, les cellules ont été incubées avec un marqueur membranaire, le CellMask deep red
pendant 30 min A une concentration de 1 mg/mL et avec le A-(BI-(C1-(D1-(El)z)1)z2)s
pendant 3 h & 50 pg/mL. Les deux chromophores sont excités a 750 nm. Le résultat est
présenté sur la Figure 12. Les membranes cellulaires sont spécifiquement marquées par le
CellMask, et on observe que les dendriméres se trouvent pour la plupart & I’intérieur des

cellules, ce qui confirme que les dendriméres sont bien internalisés aprés 3 h d’incubation.

Les deux expériences de microscopie mono- et biphotonique (Exemples 41 et 42) nous
apprennent que le dendrimére A~(B1-(C1-(D1-(E1))1)2)s est efficacement internalis.
L’internalisation est un point important pour Pefficacité d’un photosensibilisateur en PDT. En
effet, quel que soit le mécanisme de la photoréaction, oxygeéne singulet et/ou les espéces
oxygénées réactives produites sont des oxydants puissants qui réagissent sur leur lieu de
production. Pour qu’il puisse y avoir mort cellulaire, il faut que les espéces réactives soient

produites & U'intérieur des cellules.
e PDT

Exemple 43 : Expériences de thérapie photodynamique

Pour ces expériences, les cellules sont ensemencées uniquement dans des plaques 384 puits,
afin d'exciter de fagon précise tout le puits lors de I'irradiation faser. Une solution mére de

dendrimeére & 5 mg/mL est préparée dans le THF ou dans le DMSO, et soniquée. Une dilution
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est effectuée dans du milieu frais afin d'obtenir les différentes concentrations de 5 pg/mlL, 10
pg/mi., 20 pg/ml., SO pg/ml. et 100 pg/ml, en dendrimere. Dans les plagues ensemencées la
veille, le surnageant contenant Ie milieu de culture appauvri et les cellules mortes est retiré, et
la solution de dendrimére a la concentration voulue est ajoutée (50 pL pour les plaques 384
puits). La plaque multi-puits est placée a l'incubateur a 37°C/5% CO, pendant un temps
déterminé (5h ou 20h). Le surnageant est retiré, puis un lavage doux au PBS est effectué et
50 pL de milieu frais sont ajoutés. Les cellules sont alors prétes & étre irradiées.

Apres irradiation, les plaques sont remises a 'incubateur a 37°C/5% CO, pendant 48h. 10 ul
de CellTiter 96 AQueous One Solution (solution aqueuse de MTS commerciale) sont ajoutés
au puits. Une premiére mesure sur le spectromeétre de plaque Multiskan FC Thermo scientific
est réalisée & 492 nm. La plaque est ensuite remise & l'incubateur pendant 3h et & nouveau

mesurée & 492 nm en spectrométrie.

Exemple 44 : Expériences phototoxicité en lumiére naturelle

Le protocole est le méme que pour la microscopie confocale. Les cellules sont ensemencées
dans des plaques 96 puits en plastique. Les cellules sont incubées avec une solution de
dendrimére a 20 pg/ml. dans du milieu frais et placées a l'incubateur 8 37°C/5% CO, pendant
5h. Les cellules sont ensuite placées a la lumiére du jour (sur la paillasse & c6té de la fenétre)
pendant 4h.

Une solution de MTT a 5 mg/mL dans du milieu sans sérum est filtrée, puis 20 pl. de cette
solution sont ajoutés dans le puits. La plaque est placée & l'incubateur. Aprés 3h, le surnageant
est filtré doucement, puis 150 pl, d'une solution d'éthanol/DMSO (1:1) sont ajoutés et la
plaque est agitée 30 min avant d'étre mesurée par colorimétric sur le spectrophotométre

Multiskan FC & 540 nm.

Exemple 45 : Evaluation de I’efficacité du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(EE1)2)1)2)s en PDT

biphotonique : variation de Ia cencentration en dendrimére

Les cellules MCF-7 ont été¢ incubées pendant 5 h avec le dendrimére A-(B1-(C1-(DI-
(E1)2)1)2)s & différentes concentrations. I.’irradiation est effectuée sur un microscope confocal
avec un laser titane:saphir délivrant des impulsions femtosecondes, (47 J.em™ en moyenne &
pleine puissance) avec un objectif x10. Les cellules sont irradi¢es & 760 nm par 3 scans de
1.57 scconde chacun. Les résultats sont observés 48 h aprés [’irradiation, par un test
enzymatique au MTS grice 4 une mesure de la densité optique 4 492 nm. Le MTS est un sel

de tétrazolium analogue au MTT, mais le formazan formé est soluble directement dans le
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milieu. (Le MTS est utilisé lorsque 1’on travaille avec des plaques & fond de verre, ce qui est
le cas ici).

Comme on peut le voir sur la Figure 13, Pangmentation de la concentration en A-(B1-(C1-
(D1-E1)2)1)2)s a une incidence sur Pefficacité en PDT & deux photons. Le pourcentage de
survie cellulaire varie en effet de 85% a 64% lorsque 1’on augmente Ja concentration en A-
(B1-(C1-(D1-(E1)z)1)2)s de 5 pg/ml 4 50 ug/mL. Lorsque Pon passe de 50 pg/ mL a 100 pg/
mL, le gain en efficacité est beaucoup plus limité, puisque la survie cellulaire n’est diminuce

que de 6%. Il semble donc que 50 pg/ mL soit une concentration suffisante.

Exemple 46 ;: Evaluation de efficacité du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(X1);)1)2)s en PDT

biphotonique : variation du temps d’incubatien

Cette expérience a été réalisée en augmentant le temps d’incubation (20 h au lieu de 5 h) et en
utilisant la concentration intermédiaire de 50 pg/mL. La phototoxicité du laser et du
dendrimére, seuls ou combinés a été étudiée dans les mémes conditions que dans I’Exemple
45. Les résultats sont observés 48 h aprés ’irradiation (Figure 14). On observe que
I’itradiation seule n’a aucun effet délétére sur les cellules, de méme que les dendriméres seuls.
En revanche, 1’irradiation biphotonique des nano-objets permet de détruire environ 80% des
cellules cancéreuses aprés 20 h d’incubation. L’allongement de la durée de 1’incubation
permet donc d’augmenter considérablement I’efficacité du dendrimére.

La Figure 15 permet d’apprécier Pefficacité du dendrimére A~(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)¢ en
PDT a deux photons, par la comparaison des images en transmission d’une zone ol les
cellules MCF-7 incubées avec A~(BI1-(C1-(D1-(El)2)1)2)s n’ont pas été irradiées et d’une
zone irradiée & deux photons. La zone non irradiée est composée de cellules a ~70% de
confluence, alors que sur la zone irradiée il ne reste presque plus de cellules cancéreuses, et

I’on observe surtout des débris cellulaires.

Exemple 47: Phototoxicité en lumidre naturelle du dendrimére A-(B1-{(C1-(D1-
(E1)2)1)2)s

Actuellement, les patients ayant été fraités en thérapie photodynamique avec les
photosensibilisateurs sur le marché, tels que le Photofrin, restent photosensibles plusieurs
jours (voire plusieurs semaines) aprés le traitement, et doivent éviter pendant cette periode
toute exposition de la peau et des yeux a la lumiére du soleil ou aux Jumiéres intérieures vives
(ampoules sans abat-jour, lumiéres des néons...). Le non-respect de ces précautions peut

entrainer des érythémes, des cedémes et/ou la formation de cloques. Ainsi, la phototoxicité du
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dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)¢ & la lumicre du jour a été évaluée. Pour cela, les
cellules MCE-7 ont été incubées 5 h avec du A~BI-(C1-(D1-(El)2)1)2)s & 20 pg/mlL, puis
exposées ou non pendant 4 h 4 Ia lumiére naturelle. La survie cellulaire est déterminée comme
précédemment par un test au MTT mesuré a 540 nm. Les résultats obtenus sont rassemblés
dans la Figure 16 et montrent que le dendrimére ne présente pas de phototoxicité en lumiére
naturelle.

Le dendrimére A-~(B1-(C1-(D1-(El)2)1);)s ne présente donc des  propriétés
photosensibilisatrices que par excitation & deux photons dans le proche infra-rouge. Un tel
résultat permet de traiter des tumeurs avec une résolution spatiale élevée tout en réduisant les
effets secondaires non désirés liés a la photosensibilisation des patients a la lumiere du jour.
Cette grande différence d’efficacité entre la phototoxicité 4 un et & deux photons pourrait étre
liée au rendement quantique relativement faible de A~(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s, qui est contre-
balancée par sa section efficace d’ADP trés élevée. Autrement dit, le facteur de mérite 620a
serait suffisamment élevé pour produire un effet phototoxique & deux photons avec le laser,
mais le facteur de mérite B, ne le serait pas pour qu’un effet phototoxique soit mesurable &
la lumiére du jour. Une autre explication peut tenir de la structure méme du dendrimére dont

le squelette dendrimérique produit un effet écran sous excitation a un photon.

Exemple 48 : Comparaison des Dendriméres pour la thérapie photodynamique ciblée.

Bien que les fonctions alcools libres des mannoses soient nécessaires 4 sa reconnaissance par
les lectines, le dendrimére A-(B1-{(C1-(D1-{E4ac)2)1)2)s, possédant des mannoses protégés
sous forme d’acétates, a été testé im virro afin de comparer ses propriétés & celles du
dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s. Méme si in vifro les fonctions mannoses protégées
devraient jouer un rdle plus hydrosolubilisant que réellement cibleur, in vivo les groupes
protecteurs mannoses pourront &tre clivés en présence d’estérases, et permettre alors une
reconnaissance efficace par les lectines des cellules cancéreuses.

La présence de 24 mannoses déprotégés en périphéric du dendrimére A-(B1-(Ci-(D1-
(Edp)2)1)2)6 a engendré des problémes de solubilité et des phénomenes d’agrégation dans la
plupart des solvants polaires ou apolaires, a ’exception du DMF. Nous nous sommes donc
orientés vers un dendrimére possédant moins de groupements de ciblage mannoses. Dans le
but de retrouver une solubilité adéquate tout en conservant un ciblage spécifique pour les
lectines, nous avons décidé de décorer Ia périphérie du dendrimeére A-(BI1-(C1-(D1%)1)2)s par
une alternance de groupements hydrosolubilisants de type TEG et des groupements mannoses

(A~(B1-(C1-(D1-(ESgyEsm)2)1)2)s)-
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L’efficacité en thérapie photodynamique a deux photons des dendriméres cibleurs A-(B1-
(C1-(D1-(EdA0)2)1)2)s, A-(B1-(CI-(D1-(Edw)2)i)2)s et A-(BI-(C1-(D1-(ESgymn)2)i)2)s a €té
évaluée et comparée 3 celle du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s ne possédant pas de
fonctions de ciblage.

Comme pour les essais de PDT & deux photons réalisés dans les exemples précédents
(Exemples 45 3 47), différents essais ont été réalisés sur des cellules de cancer du sein MCF-
7, en faisant varier la concentration en dendriméres et le temps d’incubation.

La premiére série de tests a éié réalisée avec une faible concentration en dendriméres de 5
pg/ml, et un temps court d’incubation de Sh, en irradiant tous les échantillons & 760 nm par 3

scans de 1.57 seconde avec la méme puissance laser.

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 17, Pirradiation laser seule (Conirole), en
I’absence de dendriméres, n’a aucun effet délétére sur les cellules. D’une maniére générale,
on observe que pour cette faible concentration en dendrimeéres, la présence des motifs
mannoses permet d’améliorer ’efficacité de 1a 2P PDT. En effet, la présence de ces mannoses
permet une internalisation plus rapide des dendriméres dans les cellules tumorales par rapport
au dendrimére A-(B1-(CI1-(D1-(E1)2)1)2)s ne possédant pas ces motifs, Par ailleurs, on
constate que I'efficacité du dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(E4g)2)1)2)s possédant 24 fonctions
mannoses et celle du dendrimére A-(BI1-{C1-(D1-(ESgiesm)2)1)2)s 1’ en possédant que 10 sont
pratiquement identiques, avec une mortalité cellulaire de 43% et 42%, respectivement. Il n’est
donc pas nécessaire que la surface des dendriméres soit entierement recouverte de mannose. Il
serait donc intéressant de diminuer encore le nombre de motifs mannoses, pour regarder si
Pefficacité thérapeutique pourrait &tre maintenue avec un ou deux motifs mannoses
seulement.

De plus, les fonctions mannoses contribuent & diminuer la solubilité des dendriméres dans des
solvants tels que le THF. Or pour solubiliser les dendrimeres dans les milieux biologiques, il
sont tout d’abord dissous dans un minimum de THF (dont P’innocuité vis-a-vis des cellules a
&té prouvée), avant d’étre dilués dans le milieu de culture. La diminution du nombre de
mannoses devrait donc permettre d’améliorer la solubilité des dendrimeres dans le THE et
d’éviter leur agrégation dans les milieux biologiques.

On remarque enfin que Pefficacité du dendrimére A-(BI-(C1-(D1-(E4c)2)1)2)s, qui posséde
24 motifs mannoses dont les fonctions alcools sont protégées sous forme d’acétates, se situe &

un niveau intermédiaire entre celui du A-(B1-(C1-(D1-(E1)2)1)2)¢ qui ne posséde aucune
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fonction de ciblage, et celui du A-(B1-(C1-(D1-(Edg)2)1)2)s. Une certaine affinité des
mannoses acétates pour les lectines est envisagée de méme qu’une amélioration du caractére

hydrosoluble du dendrimére évitant la formation d’agrégats.

Exemple 49 : Comparaison des dendriméres pour la thérapie photodynamique ciblée et

variation de la concentration en dendrimére.

Deux autres séries de tests ont ét¢ effectuées sur les mémes dendriméres, a des concentrations
plus élevées de 50 pg/ mL et 100 pg/ ml., en conservant le méme temps d’incubation court de
5h. Les résultats sont présentés dans la Figure 18. Globalement, on observe que
I’augmentation de la concentration conduit & une augmentation de 1’effet cytotoxique. On
constate également qu’d concentration égale, cette efficacité augmente lorsque les
dendrimeéres possédent des motifs mannoses spéeifiques des cellules cancéreuses, et
particuliérement & la concentration la plus élevée de 100 pg/ mL. Ainsi, & cette concentration,
le pourcentage de survie cellulaire est de 58% avec le dendrimére A-(BI-(C1-(D1-(E1)2)1)2)s,
contre 25% avec le dendrimére A-(B1-(C1-(D1-(Edy)2)1)2)s. On peut aussi noter que cet effet
de concentration est plus marqué pour les dendriméres possédant des fonctions de ciblages
que pour ceux qui n’en possédent pas. Ainsi lorsque [’on compare les pourcentages de survie
cellulaire & 50 pg/ mL et 4 100 pg/ mL pour les différents dendrimeéres, on constate que le
gain en efficacité est modéré pour A-(B1-(CI-(D1-(El))i)2)s (6%) et A-(B1-(CI-(DI1-
(Fdx)2)1)2)s (11%) qui ne possédent pas de fonctions de ciblage, alors qu’il est plus important
pour A-(B1-(C1-(D1-(ESpimsn)2)1)2)s (18%) et surtout pour A-~(BI-(CI1-(D1-(Edy)2)1)2)s
(26%). Avec ce dernier composé, on parvient & 75% de mortalité cellulaire. On peut attribuer
ce phénomene 4 la présence accrue des lectines & la surface des cellules tumorales, ce qui
permet une internalisation plus rapide des dendrimeres possédant des groupements mannoses

par rapport & ceux n’en possédant pas.

Exemple 50 : Comparaison des dendriméres pour la thérapie photodynamique ciblée et

augmentation du temps d’incubation.

Une derniére série de tests a ¢té réalisée en portant le temps d’incubation 4 20h, avec une
concentration intermédiaire en dendriméres de 50 pg/ mL (Figure 19), Comme on peut le voir
sur la Figure 19, les 4 dendriméres présentent des efficacités en PDT a deux photons assez
similaires, qu’ils soient ou non fonctionnalisés par des groupements mannoses. Il semble donc

que, méme si Dinternalisation des dendriméres sans motifs mannoses est plus lente,
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P’allongement de la durée de I’incubation leur permet d’arriver (in vifro) & des niveaux

d’efficacité comparables a ceux des dendriméres cibleurs.



WO 2017/093698 73 PCT/FR2016/053198

REVENDICATIONS

1. Composé chimique photosensibilisateur biphotonique constitué par un dendrimére de

formule générale
A-(Bi-(C-(Di-(E)p)gdn)m
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n correspondant & la valence du premier motif B et étant un entier non nul compris de
2 a5 ;1représentant e nombre d’unités de répétition successives du premier motif B
greffée sur une branche et étant égal 4 0 ou étant un entier compris de 1 & 10,

notammentde 144 ;
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- C représente un second motif, chromophorique, présentant des propri¢tés
d’absorption & deux photons, et étant lié n fois directement audit premier motif B
lorsque 1 est différent de 0 ou étant lié m fois directement audit cceur phosphoré A

lorsque iest égal 40,

ledit second motif C étant de formule

o 0@9 A
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o, B, o el B’ représentant indépendamment les uns des autres soit un groupement

i,

Z

—CH=CH- soit un groupement —C=C—;
t et u représentant indépendamment ['un de ["autre un entier compris de 03 9 ;

X et X, identiques ou différents, représentant chacun un groupement alkyle en C; a
Cys, avantageusement en C) a Cip, de préférence en Cy, (CHy)-SO3M, (CHz)XNAEkg,"',
(CHy)x-(OCH,-CHy),-OH, M étant un métal alcalin et x étant égal a 0 ou étant un
entier compris de 1 & 12, préférentiellement de 1 & 6, y étant un entier compris de 1 a
25; q correspondant & la valence du second motif C et étant un entier non nul,

notamment égala 1 ;

- D représente un appendice d’agrafage rattaché g fois directement audit second motif
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p correspondant a la valence de PPappendice d’agrafage D et étant un entier non nul
compris de 2 a 5, notamment égal a 2 ; j représentant le nombre d’unités de répétition
successives de ’appendice d’agrafage D greffée sur une branche et étant égal a 0 ou

étant un entier compris de 1 a 5 ; notammentde 1 a2 ;

- E représente un groupement hydrosolubilisant et/ou une fonction de ciblage,
Pensemble de ces groupements hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage formant
une couche périphérique sur le dendrimere ; ledit groupement hydrosolubilisant et/ou
ladite fonction de ciblage étant directement liés p fois audit appendice d’agrafage D
Jorsque j est différent de 0 ou étant directement liés g fois audit second motif C lorsque

j est égal 4 0.

2. Composé chimique photosensibilisateur biphotonique selon la revendication 1, dans
lequel ledit dendrimére possede
a. une section efficace d’absorption & deux photons supéricure a 5 000 GM,
avantageusement supérieure a 10 000 GM, plus avantageusement supérieure a
15 000 GM, de préférence supérieure a 20 000 GM pour au moins une valeur
de longueurs d’ondes comprise de 700 4 900 nm, en particulier & 730 nm ;
et/ou
b. un rendement quantique de production d’oxygéne singulet compris de 5 & 30
%, de préférence compris de 10 420 % ; et/ou

c. unrendement quantique de fluorescence supérieur a 10 %.

3. Composé chimigue photosensibilisateur biphotonique selon I'une des revendications 1
ou 2, dans lequel ledif dendrimére n’est pas phototoxique sous une excitation comptise
de 400 a 700 nm avec un éclairement compris de 200 & 3 000 ix, avantageusement de

1 000 a 2 000 Ix, de préférence de 1 000 Ix.

4, Composé chimique photosensibilisateur biphotonique selon ['une des revendications 1
a 3, constitué par un dendrimere de formule générale A~(Bi-(C-(Dj-(E)p)o)s)m. dans

lequel le ceeur phosphoré A de valence m, m étant égal 4 6, est de formule Al.
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5. Composé chimique photosensibilisateur biphotonique selon I'une des revendications 1
a 4, constitué par un dendrimere de formule générale A-(Bi-(C-(Dj~(E)p)gn)m, dans
lequel ledit premier motif B de valence n répété i fois est de formule B1, n étant égal a
2 et 1 étant égal a 1 ; ou ledit premier motif B de valence n répété i fois est de formule
B2, n étant égal 4 2 et i étant égal & 2 ; ou ledit premier motif B de valence n répété i

fois est de formule B3, n étant ¢gal a 2 et i étant égal 4 3.

Me S B2

AN s \ 7
el NN
e g _ AN
N7/
=N
N—p
A
Me 5 B3

6. Composé chimique photosensibilisateur biphotonigue selon I’'une des revendications 1
a 5, constitué par un dendrimére de formule générale A-(Bi~(C-(Di(E)p)e)a)m, dans

lequel le second motif C de valence ¢, g étant égal & 1, est de formule C1, C2 ou C3.
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7. Composé chimique photosensibilisateur biphotonique selon I'une des revendications 1
a 6, constitué par un dendrimere de formule générale A-(Bi-(C-(Dj-(E)p)g)n)m, dans
lequel ledit appendice d’agrafage D de valence p répété j fois, est de formule D1, p
étant égal a 2 et j étant égal a 1 ; ou ledit appendice d’agrafage D de valence p répété j

fois est absent et est noté D2, j étant égal 4 0.

8. Composé chimique photosensibilisateur biphotonique selon I'une des revendications 1
a 7, constitué par un dendrimere de formule générale A-(Bi-(C-(Di-(E)p)dn)m, dans
lequel ledit ensemble des groupements hydrosolubilisants et/ou fonctions de ciblage E

a. esttel que tous les E sont identiques et est de formule E1 ; ou
b. esttel que tous les I sont identiques et est de formule 132 ; ou

est tel que tous les E sont identiques et est de formule E3 ; ou
d. esttel que tous les E sont identiques et est de formule E4 ; ou

e. esttel que tous les E ne sont pas identiques et est de formule ES.

R O\/\o/\\/o\/\o//
0 >

El;
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9. Composé chimique photosensibilisateur biphotonique selon ’'une des revendications 1
a 8, constitué par un dendrimeére de formule générale

A-(Bi-(C-(Dj-(Edp)g)n)m
dans lequel :
- A est de formule Al;
- B est choisi parmi B1, B2 ou B3;
- C est choisi parmi C1, C2 ou C3;

- D est choisi parmi D1 ou D2;
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- E est choisi parmi EI, E2, E3, E4 ou E5 ;

ledit dendrimére étant notamment choisi parmi

oo n-Ba B [ _.\_,U,‘,/ Me

fit =Y g PQ) < Yy gD mgel 0. )2)1)2)6

[ ¢ A . ..
bty Chgnadt Meys O g
L R

=Py

)2)')2)6; soit

s, 7
Mc ElN'{;J ::JL N\/{)\’«-l( -ch OMe
BRI,
; soit
e Bl IX oy
Nsis‘@‘ﬂ\_ A Ni’(lt} 'Q\_\ o 4T . { &\,EG‘L; s X0 Ox0x
Me NAS #-Bu i-B L i T Mo O-LF T8
Bt B e A !L(-N'N -4
A
¢gal & H ou Ac ; soit
) I S
Nl (()LFNN 6( b0 jf Ve =4y (- 2y
N w-Ba i-Bu - ) ) )
oy
étant égal a 2.

10. Procédé d’obtention du dendrimére selon 'une des revendications 1 a4 9, comprenant

a. une étape de dissymétrisation d’un chromophore C’ de formule
H
~ Paa\
HO =

pour former un chromophore dissymétrique C*’ de formule
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HO
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80

A {1 B'C@‘B'\J L

it

CHO

X' et X2, identiques ou différents, représentant chacun un groupement
alkyle en C; a Cys, avantageusement en C; & Cyp, de préférence en Cy,
(CH2)-S03M, (CH,)NATk3", (CH)~(OCH-CHy),-OH, M étant un métal
alcalin et x étant égal & 0 ou étant un entier de 1 & 12, préférentiellement de

146, yétantunentierde 1 425 ;

ladite étape de dissymétrisation permettant d’augmenter la section efficace
d’absorption & deux photons du chromophore dissymétrique C”’ d’au moins

20 %, avantageusement d’au moins 40 % par rapport 4 C’.

une étape de greffage du chromophore dissymétrique C*° sur une entité
centrale A-(Bi")m de sorte & former un premier dendrimére intermédiaire A-(B;-
(C)w)m s A~(Bi")m représentant une espéce réactive correspondant 4 A-(Bi)m;
m étant la valence du groupement A et étant un entier non nul compris de 3 a
8 ; n étant la valence de B’ dans Pentité centrale A-(B;")n, et étant un entier non
nul compris de 2 4 5 ;1 étant le nombre d’unités de répétition successives du
premier motif B greffée sur une branche et étant égal a 0 ou étant un entier
compris de 1 & 10, notammentde 1 44 ;
une étape de formation du dendrimeére A~(Bi~(C~(Dj-(E)p)q)a)m réalisée soit
i.  en plusieurs éfapes consistant en :
une €tape de formation d’un second dendrimére intermédiaire A-{B-(C-
(D )dn)m par la réaction, réalisée q fois, d’un appendice d’agrafage D’ sur
le premier dendrimére intermédiaire A-(Bi-(C’").)m et réalisée j fois
successivement ; D’ correspondant & une premidre espéce réactive de
I’appendice d’agrafage D ; q étant la valence du second motif C et étant un
entier non nul, notamment égal 4 1 ; j étant le nombre d’unités de répétition
successives de 1’appendice d’agrafage 1D greffée sur une branche et étant
égal 4 0 ou étant un entier compris de 1 4 5, notamment de 142 ;
une étape de fonctionnalisation du second dendrimére intermédiaire A-(B;-

(C-(D))n)m obtenu 4 [étape précédente avec un groupement
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hydrosolubilisant et/ou une fonction de ciblage E’ pour former le
dendrimére  A-(Bi-(C-(Di-(E)p)n)m, ledit groupement hydrosolubilisant
et/ou ladite fonction de ciblage E’ représentant une espéce réactive

correspondant & E et étant de formule

e
. HO =

g ; soit

,YO 5
@J N0
e

X ; soit

7
.’0

HzN — ?EG’}‘SO — OMe ’ sott

HO.
OH

fesac
HO—@—O

o ; soit

AcO
OAc

\//‘l‘l"‘&«
10—

e 3 Soit

+,

» un mélange de ceux-ci.

o0

p ¢tant la valence de "appendice d’agrafage D et étant un entier non nul compris de 2

a 5, notamment égal 4 2 ; soit

il. en une étape consistant en une fonctionnalisation du premier
dendrimere intermédiaire A-(B-(C*),)mpar sa réaction, réalisée g
fois, avec une entité¢ D;”’-(E), préformée ; D*’ correspondant 4 une
seconde espéce réactive de I'appendice d’agrafage D ; j étant le
nombre d’unités de répétition successives de la seconde espéce
réactive D’ et étant égal a 0 ou étant un entier compris de 1 4 5,
notamment de 1 4 2 ; q étant la valence du second motif C et étant un
entier non nul, notamment égal & 1 ; p étant la valence de ’appendice
d’agrafage D et étant un entier non nul compris de 2 4 5, notamment

égal 4.2,

11. Utilisation du dendrimére selon ['une des revendications 1 a 10, dans un dispositif de

thérapie photodynamique, notamment mettant en ccuvre une absorption a deux
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photons, ou d’imagerie de fluorescence, notamment mettant en ceuvre une absorption a

un ou a deux photons.
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Figure 10
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Figure 12
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