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Depuis la découverte des rayons X en 1895 et les premicres "radiographies", voila plusieurs décennies
que les techniques d’imagerie médicale font partie intégrante des examens médicaux. Un diagnostic
qui permet I’identification et la localisation précise des lésions est primordial car il facilite le choix
d’un traitement adapté. Plusieurs techniques d’imagerie permettent de détecter les anomalies du
corps : 1) la radiographie est basée sur 1’utilisation des rayons X ; ii) la scintigraphie et la Tomographie
a Emissions de Positons (ou TEP) s’appuient sur les propriétés radioactives d’isotopes introduits dans
les molécules injectées au patient et iii) I’Imagerie par Résonance Magnétique (ou IRM) repose sur la
réponse des protons de I’eau contenue dans les tissus & un champ magnétique extérieur. Dans ce cas,
des images « fonctionnelles », c'est-a-dire qui rendent compte de 1’activité d’un organe en
fonctionnement (suivi du débit sanguin dans le cerveau en activité par exemple) peuvent é&tre
également obtenues. Toutes ces techniques ont fait des progrés considérables grace auxquels une
révolution est en cours aujourd'hui : il s'agit d’observer, avec les mémes instruments, des événements
moléculaires. On parle alors d’imagerie moléculaire. Cette nouvelle discipline fait appel a des
« traceurs » ou molécules spécifiques de la cible a étudier (enzymes, marqueurs cellulaires, séquence
d’ADN...). L’imagerie moléculaire est beaucoup plus sensible que les techniques classiques : elle
permet de déceler des cancers naissants, de suivre 1’expression des génes ou encore de visualiser
I'évolution temporelle d’un médicament dans 1’organisme.

Les molécules cibles a étudier sont souvent présentes a de trés faibles concentrations dans les tissus.
De ce fait, leur visualisation n’est possible que si la technique d’imagerie utilisée a une sensibilité
¢levée. L’IRM permet de visualiser les tissus avec une trés bonne résolution spatiale mais sa
sensibilit¢ reste le point critique. Dans 30 a 40 % des examens cliniques, des composés
paramagnétiques sont injectés au patient. Ils accélérent la vitesse de relaxation des protons de 1’eau et
contribuent ainsi a augmenter le contraste entre tissus sains et malades. De ce fait, ces composés sont
communément appelés agents de contraste. Toutefois, 1’efficacité des agents de contraste utilisés
actuellement reste faible et de nombreux efforts de recherches sont réalisés afin d’en améliorer la
sensibilité. Une autre technique d’imagerie a également fait son apparition avec le développement de
I’imagerie moléculaire : I’imagerie optique, qui consiste a suivre, sous microscope, le cheminement
d’une molécule luminescente dans les cellules. La sensibilité de cette technique est meilleure mais sa
résolution en profondeur est limitante. Ainsi, des techniques d’imagerie couplant I’'[RM a la

luminescence permettraient d’observer a la fois I’anatomie et la fonction ou ’activité d’une structure.

Ce travail de thése est principalement dédié a la compréhension des mécanismes dynamiques et
physiques qui gouvernent I’augmentation de contraste d’une image IRM suite a 1’injection d’un agent
de contraste. Pour cela, de nouveaux agents de contraste potentiels a base de complexes de
gadolinium(III) ont été synthétisés et étudiés du point de vue de leur propriétés de coordination, leur
efficacité et leur propriétés dynamiques et thermodynamiques. L’utilisation d’autres complexes de

lanthanides(I1I) pour I’¢laboration de nouveaux systémes luminescents a également ét¢ envisagée.
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Introduction

Cette introduction est tout d’abord consacrée a la présentation des lanthanides et leurs propriétés
magnétiques et spectroscopiques qui rendent leur utilisation incontournable pour 1I’imagerie médicale.
Nous présenterons ensuite la technique d’Imagerie par Résonance Magnétique dans sa globalité, et de
maniére plus approfondie, les principaux agents de contraste commerciaux utilisés actuellement. Nous
verrons également les différents paramétres qui influencent I’efficacité des complexes de
gadolinium(III) et I’apport du chimiste de coordination dans I’optimisation de ces parameétres. Pour
finir, nous présenterons les avantages des complexes de lanthanides pour 1’imagerie optique ainsi que
quelques exemples d’applications. Certains points abordés au cours de cette introduction seront

analysés plus finement dans les chapitres appropriés.

I. Les lanthanides

L.1. Définition

Les lanthanides sont les 15 éléments de la premiére période du bloc f, allant du lanthane (Z = 57) au
lutécium (Z = 71). Le lanthane, de configuration électronique [Xe]5d'6s?4f” est inclus par extension.
Les autres lanthanides adoptent majoritairement la configuration [Xe]6s*4f""" et sont représentés en
jaune dans le tableau périodique ci-dessous (Figure I. 1). La perte d’un électron 4f et des deux
¢électrons 6s conduit a 1’ion lanthanide trivalent qui est le degré d’oxydation le plus stable pour toute la

série. C’est & ces ions lanthanides (notés Ln(III) ou Ln*") que nous nous intéresserons par la suite.

Be

Mg

Ca (Sc |Ti |V Cr [Mn |Fe [Co [Ni Cu |(Zn

Sr Y Zr |Nb (Mo |Tc (Ru |Rh |Pd |Ag |Cd

Ba |La |Hf [Ta |W Re [Os |Ir Pt | Au [Hg

Ra | Ac \Sf Db [Sg |Bh |Hs | Mt (Uun|Uuu|Uub

Ce |Pr INd |Pm (Sm |Eu |Gd |(Tb |[Dy [Ho |Er |Tm |Yb |Lu

Th |[Pa | U Np |Pu |Am |[Cm |Bk |(Cf [Es |[Fm|Md | No |Lr

Figure 1. 1 : Classification périodique des éléments de Mendeleiv.
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Introduction

L2. Propriéetés fondamentales des Ln(III)

Les orbitales 4f ont une faible extension radiale et sont blindées par les couches externes 5s*5p° qui les
protégent des perturbations extérieures. Ainsi, les électrons de valence 4f sont peu sensibles a leur
environnement chimique et la formation d’une liaison chimique par interaction covalente impliquant
des électrons 4f est impossible. L’interaction métal-ligand dans les complexes de Ln(III) est donc
décrite par un modele purement ionique avec une excellente précision. De plus, les ions lanthanides
sont des acides durs dans la classification de Pearson.!"! Ils interagissent préférentiellement avec des
ligands durs, contenant par exemple des atomes d’oxygeéne donneurs (eau, carboxylates, phosphinates,
phosphonates...). On parle de leur caractére « oxophile ». Leur forte acidité au sens de Lewis conduit
également a ’activation des protons des molécules d’eau coordonnées au cation métallique, donnant
lieu a la formation, a partir d’'un pH de 6.5 environ, d’hydroxocomplexes de lanthanides insolubles
Ln(OH);. Une autre conséquence de 1’enfouissement des orbitales f dans le nuage électronique est le
faible effet du champ des ligands : environ 500 cm™ contre 5000 a 30 000 cm™ pour les métaux de
transition. Ainsi, contrairement aux métaux d, les niveaux d’énergie des complexes de Ln(III) sont trés
proches de ceux de I’ion libre. Il en est de méme pour leurs propriétés spectroscopiques et

magnétiques qui sont prévisibles a priori.

A cause du caractére oxophile des ions lanthanides, seuls les ligands durs peuvent déplacer les
molécules d’eau fortement liées a 1’ion Ln(IIl) pour donner lieu a la formation de complexes stables en
solution aqueuse. Les donneurs durs anioniques de types carboxylate, phosphinate et phosphonate lient
fortement les ions trivalents. Aussi, parmi les donneurs neutres, les amines polarisables sont préférées

aux oxygénes des éthers.”!

Le caractere non directionnel de I’interaction métal-ligand se traduit par une faible préférence
stéréochimique dans la coordination. En effet, les nombres de coordination ainsi que les géométries
associées sont conditionnés essentiellement par les interactions électrostatiques et stériques entre le
cation métallique et les ligands."™ D’un point de vue électrostatique, ces ions trés durs vont
accommoder un grand nombre (8-9) d’atomes donneurs, de fagon a minimiser 1’énergie
¢électrostatique. D un autre c6té, minimiser les contraintes stériques est également trés important et un

ligand multidente donné peut imposer une coordination particuliére autour de 1’ion.

Les nombres de coordination (NC) les plus fréquents des ions Ln(IIl) sont compris entre 8 et 10 mais
des valeurs de 3 a 14 ont déja été observées a 1’état solide. Trés souvent, une décroissance globale du
nombre de coordination est observée le long de la série (NC ~ 10 pour La’", NC ~ 8 pour Lu*"). Ceci
est associé a une décroissance réguliere du rayon ionique, liée a une contraction progressive des

orbitales 5s et 5p. Ce phénomene est appelé « contraction lanthanidique » (voir Tableau I. 1).
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Lanthanide CN=6 CN=7 CN=8 CN=9 CN=10 CN=12

La 1,032 1,100 1,160 1,216 1,270 1,360
Ce 1,010 1,070 1,143 1,196 1,250 1,340
Pr 0,990 1,126 1,179

Nd 0,983 1,109 1,163 1,270
Sm 0,958 1,020 1,079 1,132 1,240
Eu 0,947 1,010 1,066 1,120

Gd 0,938 1,000 1,053 1,107

Tb 0,923 0,980 1,040 1,095

Dy 0,912 0,970 1,027 1,083

Ho 0,901 1,015 1,072 1,120

Er 0,890 0,945 1,004 1,062

Tm 0,880 0,994 1,052

Yb 0,868 0,925 0,985 1,042

Lu 0,861 0,977 1,032

Tableau I. 1 : Rayons ioniques (en A) des ions Ln(IIT) pour différents nombres de coordination CN. !¢

Pour résumer, les ions lanthanides s’adaptent a différents environnements. Par conséquent, le contréle
de leur polyhédre de coordination est difficile et I’étude de leur chimie de coordination a longtemps
été délaissée. Cependant, depuis les vingt derni¢res années, elle connait un véritable essor motivé par

7, 8]

les nombreuses applications en imagerie médicale précédemment citées!” * mais aussi en médecine

(traitement antalgique par des isotopes radioactifs),””’ biologie (catalyse de I’hydrolyse de I’ADN),!""

" chimie des matériaux (convertisseurs de lumiére)'> '* et dans le retraitement du combustible

nucléaire (séparation actinide/lanthanide).!'* '*!

I.3. Proprietés magneétiques du Gd(III)

Tous les ions lanthanides, a I’exception du La(IIl) et du Lu(III) sont paramagnétiques. Parmi eux, 1’ion
Gd(III) est particuliérement intéressant :

- ses sept électrons non appariés (S = 7/2) lui conférent un moment magnétique élevé ;

- son temps de relaxation électronique est long (Ti. > 107 s) en comparaison des autres ions
Ln(III) paramagnétiques (~ 10™ s pour Eu’, Yb*" et Dy*") du fait de son état orbital S
symétrique.!'”

Ces deux propriétés sont a I’origine d’un couplage dipolaire efficace entre le moment magnétique du

Gd(IIT) et le moment magnétique des protons a proximité qui induit une augmentation de la vitesse de
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relaxation des protons. De ce fait, les complexes de Gd(IIl) sont largement utilisés comme agents de

contraste pour I’Imagerie par Résonance Magnétique.

L4.Propriétés spectroscopiques des Ln(111)

Tous les ions lanthanides, exceptés le La(III) et le Lu(IIl) (de configurations respectives 4f° et 4f'%)
sont luminescents. Les transitions f-f sont théoriquement interdites par les régles de sélection
¢lectrique dipolaire (regle de Laporte et régle du spin). En pratique, le couplage des états électroniques
avec les états vibrationnels et les mélanges de fonctions d’ondes de différents nombres quantiques J ou

de différentes parités atténuent cette interdiction.

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

la milliseconde pour les ions Eu(III) et Tb(III)).

Nous avons vu précédemment (§ 1.2.) que le champ cristallin a une faible influence sur les orbitales 4f.
Cela se traduit par une absence de variation de la longueur d’onde d’émission du métal en fonction du
ligand. De plus, I’absorption et I’émission sont quasi-monochromatiques.

Au cours de la série, différentes efficacités de Iuminescence des ions Ln(III) sont observées en
fonction de la différence d’énergie entre les niveaux excités et le niveau fondamental. Plus la
différence d’énergie est faible, plus les processus de désexcitation non radiatifs sont probables. Le
diagramme partiel d’énergies des ions Ln(Ill) aqueux est représenté Figure 1. 2. Le Tb(III) et I’Eu(III)
ont des temps de vie raisonnables et émettent dans le visible (vert A.,, = 550 nm et rouge Ay, = 620 nm
respectivement). Ce sont les ions les plus utilisés pour leur application comme sondes luminescentes
pour I’analyse et le diagnostic biomédical. Dans une moindre mesure, le Sm(III) (orange Aey, = 590
nm) et le Dy(Ill) (jaune-orange A, = 570 nm) sont également employés. L’utilisation des ions
émettant dans I’infrarouge (Nd(III) : Aep, = 1065 nm, Er(IlD) : Aer, = 1509 nm et Yb(IID) : Aepy = 978 nm)
est en plein essor. Initialement utilisés dans le développement de fibres optiques, de lasers et

(7. 181 ] suscitent aujourd’hui un intérét remarquable

d’amplificateurs pour les télécommunications,
pour le développement de sondes luminescentes pour I’analyse biomédicale. En effet, une émission
déplacée vers le rouge permet de s’affranchir de I’absorption des molécules présentent dans le milieu
biologique (comme 1’hémoglobine par exemple) qui deviennent transparentes aux longueurs d’ondes
supérieures a 720 nm. Idéalement, des longueurs d’ondes d’émission comprises dans la fenétre
spectrale 720 nm - 920 nm sont a rechercher puisqu’elles permettent également de s’affranchir de
I’absorption de 1’eau rendant ainsi possible I’exploration de tissus situés plus en profondeur (20 cm au

lieu de quelques millimétres). L’ion Gd(III), en revanche, est peu utilisé car son émission, dans
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I’ultraviolet, interfére avec les processus d’absorption ou d’émission des composés organiques et

biologiques.
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Figure L. 2 : Diagramme partiel d’énergies pour les ions Ln(III) aqueux : principaux niveaux luminescents

(en couleur) et leurs niveaux fondamentaux.
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II. L'Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

La technique d’IRM permet d’obtenir une image tridimensionnelle de la répartition de I’eau dans le
corps d’un patient. Elle est basée sur 1’observation de la résonance magnétique nucléaire (RMN) des
protons de I'eau contenue dans 1’organisme, c'est a dire sur la réponse des noyaux lorsqu’ils sont
soumis a un champ magnétique extérieur et a une excitation électromagnétique.

Suite a la découverte du concept de résonance magnétique nucléaire par F. Bloch et E. M. Purcell en
1946, les premiers développements en imagerie par résonance magnétique ont été réalisés dans les

années 1970. Les premiéres images chez 'homme ont été effectuées en 1979.

II.1. Principe

Le patient est soumis a un champ magnétique statique. Actuellement, des champs de 0.5 T a 3 T sont
couramment utilisés en milieu hospitalier. Un gradient linéaire de champ magnétique est également
appliqué et permet I’encodage de I’information spatiale de chaque noyau. Ensuite, une impulsion
radiofréquence est appliquée et la décroissance temporelle d’induction libre des spins nucléaires
mesurée (Figure 1. 3).

Pour rappel, le retour a 1’équilibre de la composante de 1’aimantation nucléaire M, selon ’axe du
champ magnétique suit une loi mono exponentielle avec une constante de temps T;, appelée temps de
relaxation longitudinale. De méme, 1’évolution de 1’aimantation transversale Mt est caractérisée par

une constante T, appelée temps de relaxation transversale.

bobine de detection

Figure I. 3 : Changement d’aimantation du proton M dans un champ constant H o sous Peffet d’un

champ magnétique d’excitation /7, .

L'intensité mesurée pour un élément de volume (voxel) est fonction des temps de relaxation du tissu et

est proportionnelle & la concentration de I'eau a l'endroit considéré. Ainsi, il est possible d'observer
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différents tissus et la présence d’altérations (telles que des tumeurs) grace aux différences de densité et

de relaxation de I'eau (Tableau I. 2).

Ty(ms)al7T
Tissus sain tumoral
Foie 140 - 170 300 - 450
Pancréas 180 - 200 275 - 400
Rein 300 - 340 400 - 450
Prostate 250 -325 350 - 400

Tableau I 2 : Exemples de temps de relaxation dans différents tissus sains et malades.!"”!

Cependant, pour la plupart des examens IRM, sauf dans le cas de I’imagerie fonctionnelle cérébrale, la
sensibilité de la méthode est insuffisante. En effet, malgré une résolution spatiale excellente, il est
souvent nécessaire de réaliser une acquisition longue (environ 20 min) afin d’augmenter le rapport

signal sur bruit.

Une alternative consiste en l’injection au patient d’un agent de contraste paramagnétique qui va
spécifiquement augmenter le contraste des zones a analyser en modifiant les vitesses de relaxation
longitudinales et transversales des protons de son entourage. Le contraste entre tissus sains et malades
est accru, les images de meilleure qualité et le temps de 1’examen raccourci. Actuellement, prés de
30% des examens requi€rent ’utilisation d’un agent de contraste. L’efficacité d’un agent de contraste,
autrement dit sa capacité a augmenter les vitesses de relaxation des protons des molécules d’eau

environnantes, est appelée relaxivité.

IL.2. Relaxation et relaxivité

Les mécanismes de relaxation d’un noyau au voisinage d’un composé paramagnétique ont été décrits

20- 211 Ainsi, la vitesse de relaxation d’un spin nucléaire I &

par I. Solomon et N. Bloembergen.!
proximité d’un spin électronique S est la somme d’une contribution diamagnétique, due a la relaxation

des noyaux en I’absence de composé paramagnétique, et d’une contribution paramagnétique (Equation

L1).
! L4 (i=1.2) Equation . 1
— =|— — i=1, uation L.
), \r) \T, a
obs a para

La contribution paramagnétique (1/Ti)para €St désignée sous le terme d’augmentation paramagnétique
de relaxation ou PRE (Paramagnetic Relaxation Enhancement). Elle est liée aux fluctuations

temporelles de D’interaction entre le moment magnétique des électrons non appariés de 1’ion
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paramagnétique et le moment magnétique du noyau. Trois mécanismes peuvent étre a 1’origine d’une
PRE :
- un mécanisme de contact a travers les liaisons, associé a une polarisation de spin de la densité
des électrons a 1’emplacement du noyau ;
- un mécanisme de pseudocontact a travers I’espace, correspondant a I’interaction dipolaire
moyenne entre les moments magnétiques électronique et nucléaire ;
- et, uniquement dans le cas de spins nucléaires de nombre quantique supérieur a 1/2 (I > 1/2),
une contribution quadrupolaire. Celle-ci est liée a I’interaction entre le moment électrique
quadrupolaire (induit par la répartition non sphérique des charges électriques au niveau du

noyau) et le gradient de champ ¢électrique au voisinage du noyau.

En particulier, dans le cas d’une interaction avec les protons des molécules de solvant (I = 2), seule la

20, 21

contribution de pseudocontact intervient. I. Solomon et N. Bloembergen*” 2! ont montré qu’elle était

proportionnelle a la concentration en espéce paramagnétique c¢. L’équation 1.1 s’écrit donc ainsi :

1 1
_ =|— +7c i=12) Equation L. 2
T; obs T; dia

ou r; est la relaxivité de I’espéce paramagnétique et correspond a son efficacité. Ainsi, la relaxivité est
définie comme étant la contribution a 1’augmentation de la vitesse de relaxation des protons de I’eau
apportée par une millimole par litre d’ion paramagnétique. La relaxivité dépend de nombreux

parameétres dont I’influence sera détaillée ultérieurement (§ 11.4.3). .

I1.3. Les agents de contraste commerciaux

De nombreux agents de contraste ont été développés au cours de ces vingt derniéres années et
plusieurs sont commercialisés. Ils peuvent étre classés en fonction de leurs propriétés magnétiques et

de leur biodistribution.

Les agents sont de type T; ou de type T, suivant qu’ils affectent la vitesse de relaxation longitudinale
1/T; ou transversale 1/T,. Les effets sur les images des deux catégories sont opposés : I’intensité du
signal augmente quand 1/T; augmente et diminue quand 1/T, augmente. On parle respectivement
d’agents de contraste positifs ou négatifs (Figure 1. 4). De plus, des séquences impulsionnelles

pondérées T, ou T, sont utilisées afin de mettre en avant les changements de T; ou de Ts.
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Figure L. 4 : Coupes de cerveau observées par IRM. Observations par une séquence pondérée T, sans
agent de contraste (T;), avec un agent de contraste (T;.) et par une séquence pondérée T,.
La grande majorité des agents de contraste sont de type T;. L’intérét est double : ’augmentation de la
vitesse de retour a 1’équilibre 1/T, procure un meilleur contraste mais permet aussi de diminuer le
délai entre deux impulsions successives et ainsi de raccourcir le temps d’acquisition. En revanche, la
relaxation transversale T, correspond a un déphasage de 1’aimantation et son temps de retour a

1’équilibre n’a pas d’influence sur la durée de 1I’examen.

La biodistribution d’un agent de contraste dépend essentiellement de sa taille et de sa lipophilie. De
nombreux efforts sont réalisés pour la synthése d’agents de contraste spécifiques de la zone malade a
étudier. Pour I’instant, les agents de contraste commerciaux se distinguent en deux grandes catégories :
les agents de contraste extracellulaires et intravasculaires.!'

La plupart des agents de contraste commerciaux sont des agents extracellulaires de petite taille,
diffusant rapidement du sang au liquide interstitiel. Ils sont utilisés principalement pour la détection de
tumeurs dans le cerveau. Lorsqu’elle est intacte, la barriere hémato-encéphalique (BHE) est
imperméable aux agents de contraste. En revanche, la présence d’une Iésion la rend perméable a ces
especes qui vont alors s’accumuler dans la zone malade. Les agents extracellulaires sont éliminés par
les reins au bout de 80 minutes environ. Parmi les agents extracellulaires, ceux comportant des
groupements lipophiles présentent un intérét particulier car ils sont susceptibles de s’accumuler dans
les hépatocytes (cellules du foie). Ils sont alors qualifiés d’agents hépatobiliaires.'**!

Les agents intravasculaires sont plus gros et plus lipophiles et leur diffusion vers le liquide interstitiel
est ralentie. Ainsi, leur temps de rétention dans le sang est augmenté, ce qui permet de réaliser des
acquisitions longues et d’améliorer la résolution spatiale ou le rapport signal/bruit. De plus, ils peuvent

étre utilisés pour I’imagerie des vaisseaux sanguins et représentent une alternative trés intéressante a

I’angiographie par rayons X qui est a la fois douloureuse et cotiteuse.
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II.3.1. Les agents de type T,

Les agents de contraste superparamagnétiques commerciaux sont constitués de nanoparticules d’oxyde
de fer Fe;04. Ce sont des agents de contraste négatifs : par leur moment magnétique tres élevé, les
particules induisent de fortes variations du champ magnétique local et conduisent a une forte
diminution du temps de relaxation transversale T,. Les nanoparticules ont naturellement tendance a
s’agglomérer et deux méthodes de stabilisation sont utilisées (Figure 1. 5) :

- une stabilisation stérique (A) par de longues chaines greffées a la surface de la particule

(dextran, carboxydextran, polyethyléne glycol, albumine,...) ;
- une stabilisation électrostatique (B) par des charges présentes a la surface. Pour cela des

fonctions carboxylates sont utilisées (citrate, aspartate, acétate,...).

e

A 20 nm 8 nm'

Figure L 5 : Représentation schématique des deux méthodes de stabilisation des nanoparticules d’oxyde
de fer : (A) stérique, (B) électrostatique.

L’enrobage utilisé détermine la taille de la particule, sa biodistribution ainsi que sa pharmacocinétique.
Trois types de particules sont utilisées comme agent de contraste : les trés petites particules ou USPIO
(Ultra Small Particules of Iron Oxide) (& < 50 nm), les petites particules ou SPIO (Small Particules
of Iron Oxide) (50 nm <& <200 nm) et les grosses particules (200 nm < & < plusieurs pm).

Les principaux agents de contraste nanoparticulaires commerciaux sont présentés dans le tableau

suivant (Tableau I. 3).

Nom 7 7
commercial Laboratoire Type de particule & (nm) s P
Endorem Guerbet SPIO 200 24 107
Resovist Schering SPIO 62 20 197

Abdoscan GE Healthcare grosse particule 3500 - -
Lumirem Guerbet grosse particule 300 3.4% 3.8%

* relaxivités mesurées a 1T.

Tableau I. 3 : Caractéristiques des agents de contrastes superparamagnétiques commerciaux. Les
relaxivités ont été mesurées a 37°C et 0.5 T.
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Les grosses particules sont injectées par voie orale et sont utilisées pour 1’exploration des voies gastro-
intestinales (intestins, pancréas...). Les SPIO sont rapidement éliminées du sang et s’accumulent dans
le systéme réticuloendothélial du foie et de la rate. Les USPIO, de taille inférieure, présentent un
temps de rétention intravasculaire plus élevé et peuvent étre utilisées pour I’angiographie.”” Des
particules de ce type sont actuellement en phase III de développement clinique : le Sinarem (Guerbet)

et le Clariscan (Amersham Biosciences).

I1.3.2. Les agents de type T,

Les agents de type T, sont principalement des complexes de Gd(IIl) avec un ligand organique. En
effet, I’ion Gd-aqua étant toxique aux doses requises pour I’IRM, celui-ci doit étre complexé par un
chélate organique avant d’étre injecté au patient. Les ligands DOTA* et DTPA™ forment des
complexes dont les stabilités cinétique et thermodynamique sont suffisantes pour leur utilisation in
vivo (Figure I. 6). Le complexe Gd(DTPA) est le premier agent de contraste a avoir été approuvé pour
une utilisation clinique chez ’homme. Il est commercialisé¢ depuis 1988 sous le nom de Magnevist.
Depuis, au moins six autres complexes de Gd(III) avec des ligands polyaminocarboxylates ont été

commercialisés. Leurs structures et leurs propriétés sont présentées ci-dessous (Figure 1. 6 et Tableau

L. 4).
COO- COO-

Ry Gd** (
/ \ /CO00- ,L N
E ] T
Gd**

-ooc
Ri=R,= -~ >COO- Gd(DTPA)

o
Ry=Ry= /\f Gd(DTPA-BMA)

HN._
= ~coo.
R COO-  Gd(DOTA) Ry =R, = O  Gd(DTPA-BMEA)
OH
/Y Gd(HP-DO3A) HNI
OH o
o4  Gd(DO3A-butro) [
Ry = ~>C00-
OH
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CO0-

R, = 4§ Gd(BOPTA)

Figure L. 6 : Structure des principaux agents de contraste commerciaux pour ’'IRM.
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r
Formule chimique Nom commercial Laboratoire Biodistribution 1] |
(mMs™)
[Gd(DTPA)(H,0)]* Magnevist Schering extracellulaire 4.3
[GA(DOTA)(H,O)] Dotarem Guerbet extracellulaire 4.2
[GA(DTPA-BMA)(H,0)] Omniscan GE Healthcare extracellulaire 4.39
[GA(DTPA-BMEA)(H,0)] Optimark Mallinkrodt extracellulaire 4.3
hépatobiliaire/
[GA(EOB-DTPA)(H,O) Primovist (Eovist) Schering 5.38
extracellulaire
[GA(HP-DO3A)(H,0)] ProHance Bracco extracellulaire 3.7%
[Gd(DO3A-butrol)(H,0)] Gadovist Schering extracellulaire 5.6
5 ) hépatobiliaire/
[Gd(BOPTA)(H,0)]™ MultiHance Bracco ) 5.2
extracellulaire

* Valeur mesurée a 40 °C.

Tableau I. 4 : Relaxivités a 20 MHz, pH = 7.34 et 25 °C des principaux agents de contraste
commerciaux.®

Tous ces agents sont qualifiés « d’agents de contraste de premicre génération ». Aprés injection, ils
diffusent rapidement vers le milieu extracellulaire. Les complexes [Gd(EOB-DTPA)(H,O)] et
[Gd(BOPTA)(H,0)]* sont dérivés du complexe [Gd(DTPA)(H,0)]* par substitution d’un bras
acétate par un groupement comportant un noyau benzénique plus lipophile. De ce fait, leur spécificité
vis-a-vis des cellules du foie est augmentée.

Pour tous ces complexes, le métal est li¢ aux huit atomes donneurs du ligand et a une molécule d’eau.
Leur relaxivité a 0.5 T (20 MHz) est faible: 4 4 5 mM's”, ce qui est caractéristique de petits

complexes ne possédant qu’une molécule d’eau dans leur sphére de coordination.

Un agent de contraste a base de Mn(Il) a également été approuvé cliniquement: le complexe
[Mn(H,DPDP)]* représenté a la Figure I. 7. Il est commercialisé en Europe par GE Healthcare sous le
nom de Teslascan. C’est un agent de contraste extracellulaire et hépatobiliaire. Sa relaxivité est de 2.8
mM's” dans ’eau (& pH 7.4 et 25°C).”*! Du fait de 1’absence de molécules d’eau dans la premiére
sphere de coordination du métal, cette valeur est faible ; elle est associée a la présence d’un cortége de

molécules d’eau liées par des liaisons hydrogénes avec le ligand.*¥
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Mn(H,DPDP)

Figure L. 7 : Agent de contraste extracellulaire commercial a base de Mn(II).

La dose maximale d’agent de contraste injectée au patient est limitée par la stabilité du complexe dans
les conditions physiologiques. Des doses standards de 0.1 mmol/kg de masse corporelle sont utilisées.
A ces concentrations, une relaxivité inférieure ou égale a 5 mM™s” ne produit pas un contraste
suffisant pour les nouvelles applications de I’IRM. Ainsi, de nombreux efforts sont réalisés pour
accéder a des agents de contraste a hautes relaxivités. Dans ce but, nous nous sommes intéressés au
développement de complexes de Gd(III) et a la compréhension de ’influence de leur propriétés de

compréhension sur la relaxivité.
IL4. Les chélates de Gd(III) comme agents de contraste

I1.4.1. Du Gd-aqua aux complexes de Gd(III)

Les propriétés magnétiques d’un agent de contraste paramagnétique sont primordiales pour définir son
efficacité. L’agent est d’autant plus efficace que I’interaction entre son moment magnétique
¢électronique et le moment magnétique nucléaire des protons du solvant est importante. Nous avons
distingué plusieurs ions paramagnétiques parmi les métaux de transition et les lanthanides : le Gd(III),
le Fe(Ill) et le Mn(II). Méme si certains agents de contraste a base de Manganése et de Fer ont été
approuvés pour des usages cliniques, le Gadolinium reste 1’¢lément de choix :

- c’est le seul ion qui posséde sept électrons non appariés (Gd® : S = 7/2, Fe’" et Mn®":

S=5/2);

- son temps de relaxation électronique est long au champ de PIRM(T;, ~ 107 s) ;'

- il présente un nombre de coordination élevé (CN = 9) lui permettant d’accommoder neuf
molécules d’eau d’hydratation qui seront les plus influencées par la présence du centre
paramagnétique ;

- T’ion gadolinium ne posséde qu’un seul degré d’oxydation stable, empéchant ainsi toute

métabolisation in vivo par des processus d’oxydoréduction.

Cependant, ’aqua-ion Gd®" est toxique aux doses requises pour I'IRM.* Cette toxicité provient
essentiellement de la similitude de son rayon ionique avec celui du Ca(Il), qui conduit & une
compétition avec le calcium humain a I’origine d’un déréglement des canaux calciques empéchant

ainsi la transmission neuromusculaire. D’autres métaux endogeénes peuvent, dans une moindre mesure,
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donner lieu a des réactions de transmétallation : le Zn(Il) et le Cu(Il). De plus, I’ion Gd(III) libre peut
interagir avec les protéines du sérum (albumine...) ou avec les anions endogenes (phosphates,

carbonates ou hydroxydes) pour se déposer, sous forme de sels insolubles, sur les os, le foie et la rate.

La complexation du Gd(III) par un chélate organique permet d’éviter toute toxicité et de garantir
I’excrétion rapide de 1’agent paramagnétique de I’organisme.
Cependant, le complexe formé doit posséder plusieurs propriétés indispensables :

- forte solubilité dans I’eau a pH physiologique car des solutions de concentration 0.1 M a 1M
sont injectées ;

- stabilités thermodynamique et cinétique suffisantes pour éviter le relargage du Gd-aqua dans
I’organisme. En effet, les cations endogénes comme 1’ion Ca(Il) et, dans une moindre mesure
les ions Zn(II) et Cu(Il) peuvent donner lieu a des réactions de transmétallation. Les ligands
endogénes comme les oxoanions (carbonate, phosphate...) ou les groupements latéraux des
acides aminés des protéines peuvent ¢galement donner lieu a des réactions de compétition
avec le ligand.

- faible osmolarité, car I’augmentation de 1’osmolarité du sang peut provoquer un déréglement
du fonctionnement des reins ;

- De plus, le ligand ne doit pas saturer la spheére de coordination du Gd(IlI) mais laisser au
moins un site de coordination vacant pour qu’une molécule d’eau (au moins) puisse se
coordonner, s’échanger avec le solvant et assurer ainsi le transfert de 1’information

paramagnétique.

La conception du ligand est primordiale car c’est lui qui, par son architecture et sa composition
chimique, va déterminer les propriétés du complexe. L’un des enjeux majeur est de pouvoir accéder a
des complexes solubles dans 1’eau et dont la stabilité thermodynamique et cinétique est suffisante. De
plus, de nombreux parametres déterminant la relaxivité sont influencés par 1’architecture du complexe.
Afin de les mettre en évidence, nous devons nous intéresser au mécanisme de relaxivité des complexes

de Gd(IID).

I1.4.2. Description théorique de la relaxivité

Nous avons vu précédemment que la contribution principale a la relaxation des protons de I’eau
provient d’une interaction entre le spin nucléaire des protons et le spin électronique du Gd(III). Cette
interaction d’origine dipolaire diminue rapidement avec la distance rggy. Trois catégories de molécules
d’eau sont distinguées :

- I’eau en premiére sphére de coordination, directement liée au centre métallique ;

- I’eau de sphére externe, pour laquelle I’interaction avec le Gd(III) est gouvernée uniquement

par les phénomenes de diffusion translationnelle ;
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- et ’eau en deuxiéme sphere de coordination, le plus souvent liée au complexe par des liaisons
hydrogenes via le ligand ; son temps de résidence a la surface du complexe est supérieur au

temps de diffusion translationelle de I’eau libre.

Trois mécanismes de relaxation différents sont respectivement associés : le mécanisme de sphere
interne (ou inner-sphere IS), le mécanisme de seconde sphere (ou second-sphere SS) et le mécanisme

de sphére externe (ou outer-sphere OS). La représentation schématique de ces mécanismes est donnée

Figure L. 8.
— % Sphere
Seconde E())(tserne
Sphere (SS) (08)

<

1/tm

% Sphere
Interne (IS)

FGdH

Figure I. 8 : Représentation schématique d’un complexe de Gd(III). t,, est le temps de résidence d’une

molécule d’eau en premiére sphére (IS), T’ le temps de résidence d’une molécule d’eau en deuxiéme
sphére (SS).

L’augmentation paramagnétique de relaxation (PRE) est alors la somme des trois contributions

(Equation 1. 3), il en est de méme pour la relaxivité (Equation 1.4).

IS os sS
1 1 1 1 .
L N +| = 4| — i=1 2 Equation L. 3
7-; para ]—; 7-; ]—;

SS.
r=rer® 4T i= 1,2 Equation I. 4

Les agents de contraste a base de Gd(III) étant principalement des agents de type T, nous nous

limiterons dans I’introduction a la description de la relaxivité longitudinale r;.

- Mécanisme de sphére interne (1IS)
La contribution paramagnétique de sphére interne résulte de I’échange des molécules d’eau en
premiere sphére de coordination avec le solvant. Pour les complexes dont la sphére de coordination

n’est pas saturée, cette contribution est en général prépondérante. Le mécanisme de relaxivité de
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sphere interne est décrit par la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM) qui repose sur les
approximations suivantes :*"

- le spin électronique est assimilé a un dipole ponctuel localisé sur I’ion métallique ;
- le complexe est assimilé a une sphére, sa rotation est isotrope ;

- le facteur de Landé g est isotrope ;

- les fonctions de corrélation (tg, T, ...) ont toutes la méme forme exponentielle ;

- seule la levée de dégénérescence transitoire des niveaux électroniques de spin du Gd(III) est

prise en compte.

Dans ce cadre, I’augmentation paramagnétique longitudinale est la suivante (Equation I. 5) :

1 qP c q

m

TS T, +1, 5557, +7,

Equation L. 5

Avec :
- Py, la fraction molaire des molécules de solvant en premiére sphére de coordination ;
- g le nombre de molécules d’eau liées par centre métallique ;
- ¢ la concentration molaire en ion paramagnétique ;
- Tim le temps de relaxation longitudinale du proton d’une molécule d’eau dans 1’hypothese
d’une coordination infinie de cette molécule d’eau ;

- Tm le temps moyen de résidence des molécules d’eau dans la premiére sphére de

27,28]

coordination.!

Figure L. 9 : Représentation schématique du mécanisme de sphére interne et des différents paramétres.

La relaxation des protons de 1’eau liée Ty, est gouvernée par ’interaction dipdle-dipole. En effet, la
liaison de 1’eau au centre métallique étant purement électrostatique et la densité électronique faible a

I’emplacement du proton, 1’interaction scalaire (ou de contact) est négligée. **! La variation de T, en
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fonction du champ magnétique est donnée par les équations de Solomon-Bloembergen modifiées
(Equation L. 6) ; 221
L _ 27/ 21,56+ 37, 771,

T, 15 (Four)" (1+a),21622)+ (l+a)321'022)

Avec :

Equation I. 6

- S le nombre quantique de spin électronique ;

- v le rapport gyromagnétique nucléaire du proton ;

- up le magnéton de Bohr ;

- g le facteur de Landé pour I’¢lectron libre ;

- 1gqn la distance entre le spin nucléaire I (du proton) et le spin électronique S ;

- o et g les fréquences de Larmor pour le proton et 1’électron (s = 658 ) ;

- 14 (1= 1,2) le temps de corrélation relatif a la dynamique du couplage S-1.
Plusieurs facteurs peuvent moduler I’interaction entre les deux spins: le temps de corrélation
rotationnelle du complexe (tr), le temps moyen de résidence des molécules d’eau dans la premiére
sphére de coordination (t,) et le temps de relaxation électronique du Gd(III) (T;.) (voir Equation 1. 7) :

1 1 1 1

—_— = Equation L. 7
t., T, 7, T

ci ie m

Notons que les deux termes entre crochets de I’Equation 1. 6 sont responsables d’une baisse importante
de la relaxivité a haut champ (o’te > 1).

Comme les temps de relaxation nucléaire, les temps de relaxation électronique varient en fonction du
champ magnétique. Pour les complexes de Gd(III), Tj. est li¢ a la modulation temporelle de la levée de
dégénérescence des niveaux é€lectroniques de spin du Gd(III) (« Zero Field Splitting » ou ZFS). Une
description précise fait intervenir deux contributions : d’une part, la fluctuation moyenne du ZFS (ZFS
statique) causée par la rotation brownienne du champ moyen du ligand accompagnant celle du
complexe dans le référentiel moléculaire et d’autre part, celle liée aux vibrations du champ de ligand

(ZFS transitoire ou transient).””) Une description simplifiée, prenant en compte uniquement la partie

vibratoire du ZFS, est donnée par la théorie de Bloembergen et Morgan (Equations I. 8 4 I. 10) : 2%
1 1 4
— =2C — + - Equation 1. 8
T, l+ogr, 1+4ow57;
1 5 2
—=C —+ 5 2+3 Equation L. 9
T, l+wsr; 1+4w5t,
1
C =%ATZTV [4S(S+1)—3] Equation I. 10

Avec :
- Af* le carré de ’amplitude de I’éclatement & champ magnétique nul ;
- 1ty le temps de corrélation associé a la modulation vibrationnelle de la levée de

dégénérescence.
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A1’ et Ty sont reliés au temps de relaxation électronique a champ nul tg, par la relation suivante :

LzéATZTV[45(S+1)_3] Equation 1. 11

Cette description met en évidence les parametres importants a controler pour maximiser la relaxivité :

- le nombre d’hydratation du complexe q ;

- la distance spin nucléaire - spin électronique rgqy pour une molécule d’eau coordonnée ;
- le temps de corrélation rotationnelle du complexe 1x ;

- lavitesse d’échange ke, = 1/1,, des molécules d’eau coordonnées avec le solvant ;

- les temps de relaxation électronique T, et Ty..

Comme nous allons le voir au paragraphe suivant, ces parameétres sont fortement influencés par les

propriétés structurales du ligand.

De plus, cette description met en évidence I’influence du champ magnétique (o, ®s) sur la relaxation
¢électronique (Equations I. 8), et de maniére plus générale, sur relaxivité de sphére interne (Equations I.
5, 1. 6). L’étude de la relaxivité en fonction du champ est donc primordiale pour la caractérisation d’un
agent de contraste. La mesure des temps de relaxation en fonction du champ magnétique est appelée
relaxométrie. Un profil relaxométrique ou NMRD (Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion)
correspond au tracé de la relaxivité mesurée en fonction du champ. Pour des champs supérieurs a 0.47
T (20 MHz), les temps de relaxations sont mesurés sur des spectrométres RMN. Cependant, il est
également intéressant de mesurer la relaxivité de solutions de complexes de Gd(III) a des champs plus
faibles, inaccessibles par les méthodes de spectroscopies RMN classiques. Pour cela, une nouvelle
technique expérimentale utilisant un cyclage rapide de champ magnétique a été développée. Depuis le
milieu des années 1990, des relaxométres sont commercialisés par la société italienne STELAR. Le
principe de fonctionnement du relaxomeétre est détaillé dans la partie expérimentale (§ IV.5).

L’allure du profil NMRD permet d’accéder a une interprétation qualitative des mécanismes de
relaxation. En effet, a bas champs (< 3-4 MHz), c’est le temps de relaxation électronique qui domine
les fluctuations de I’interaction dipéle-dipéle et détermine la relaxivité. A des champs plus élevés
(>4 MHz), c’est le temps de corrélation rotationnelle tr qui est dominant et génére un extremum
autour de 30 MHz (Figure 1. 10). La valeur de ce maximum est fortement influencée par le temps de

résidence des molécules d’eau en premiére sphere de coordination t,, (Figure I. 11).
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Figure L 10 : Relaxivité de sphére interne calculée (modéle SBM) pour q = 1, A,= 0.05 cm™, Ty = 10 ps,
Tm= 100 ns dans ’hypothése d’une rotation a) rapide, tg = 0.1 ns et b) lente, tg = 10 ns. D’aprés la
référence ',

w=10ns
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Figure I. 11 : Relation entre la diffusion rotationnelle et I’échange de ’eau pour un complexe de Gd(III)
correspondant aux paramétres suivants : q = 1, T;. > 10 ns a By = 1.5 T. D’aprés la référence "'\,

- Mécanisme de sphére externe (0OS)

La contribution de sphére externe provient de 1’interaction dipolaire entre le spin nucléaire et le spin
¢électronique, lorsque les molécules de solvant diffusent a proximité du complexe. Le mécanisme est
caractérisé par la distance minimale d’approche agqy entre la molécule d’eau et 1’ion paramagnétique
et par le coefficient de diffusion relatif D d’une molécule d’eau par rapport au complexe. Cette

contribution est décrite par le modele de Ayant-Belorisky-Hwang-Freed (ABHF) (Equations I. 12 et L.
3) :32:33.34.35.36)

1 87T 5 5.o (1 . 701 .
TIOS :?]/Iysh S(S"‘l ¥ T—+lC()I +§] T—+la)s

le 2e

Equation I. 12
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Avec :
- S le nombre quantique de spin électronique ;
- v, ¥s les rapports gyromagnétiques du proton et de 1’électron ;
- hla constante de Planck ;
- T le temps de relaxation électronique du Gd(III) ;

oy et wg les fréquences de Larmor pour le proton et I’électron.

Le temps caractéristique est un temps de corrélation diffusionnelle tp, tel que tp= agai2/D. La densité
spectrale j(o) est la transformée de Fourier des fonctions de corrélation temporelles tp et T, (associées

a T;.). Dans le cas d’un complexe de Gd(III) assimilé a une spheére, elle peut étre exprimée ainsi :

10°N, c 4+ x
i (O‘) = Re — avec x =,/o7, Equation I. 13
Da,,, 3(9+9x+4x> +x7)

- claconcentration en espéce paramagnétique en mM ;

- Ny le nombre d’Avogadro ;

- D le coefficient de diffusion relatif d’une molécule d’eau par rapport au complexe
(D=D;+Ds) ;

- ageu la distance minimale d’approche entre un proton d’une molécule d’eau diffusant
librement et 1’ion paramagnétique.

Cette contribution est typiquement de I’ordre de 2 43 mM™'s™ 4 25°C et 2 20 MHz (0.5 T).5"!

- Mécanisme de seconde sphére (SS)

Les molécules d’eau en interaction spécifique avec le ligand (liaisons hydrogénes principalement) ne
sont pas correctement représentées par un simple modele de sphéres dures. Le mécanisme de sphére
externe ne peut donc pas leur étre appliqué. Cette contribution n’est en général pas considérée pour
I’évaluation de la relaxivité des complexes. Elle devient importante lorsque le temps de résidence t,,°
des molécules d’eau dans la deuxiéme sphére de coordination est supérieur au temps de corrélation
diffusionnel tp (tp = ang*D). Dans ce cas, R. B. Lauffer et ses collaborateurs ont montré que le
phénoméne pouvait étre décrit, en premiére approximation, de maniére analogue a la relaxivité de
sphere interne (IS) en ajustant la vitesse d’échange 1’y et la distance du proton au centre métallique
r’can (Figure L. 8).[38'401

Plusieurs exemples d’une telle contribution ont été reportés dans la littérature. Notemment, une tres
forte contribution de seconde sphére a été obtenue par 1’incorporation d’unités glucose ou galactose

autour d’un complexe [Gd(DOTA)(H,0)].""! Deux dendriméres ont été synthétisés dont I'un est

représenté ci-dessous (Figure L. 12).
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Figure 1. 12 : Dendrimeére dérivé du [Gdg(DOTA)(H,O)] possédant 12 unités glucose.

La relaxivité a 20 MHz et & 25°C est trés élevée (r; ~ 25 mM's™), en accord avec une contribution de
seconde sphére de 10 mM™'s™ associée a la présence de 8 molécules d’eau en liaison hydrogéne avec

les groupement hydroxyle des sucres terminaux.

I1.4.3. Parametres influengant la relaxivité de spheére interne

Nous avons vu que de nombreux paramétres influencent la relaxivité et que leur contribution est
fortement influencée par le champ magnétique. Néanmoins, il est difficile d’obtenir une détermination
précise de ces paramétres par 1’étude du seul profil NMRD. En particulier, il est trés difficile de
séparer les contributions relatives de sphére interne et de sphére externe. Il est donc nécessaire de
déterminer un maximum de paramétres de fagon indépendante. Des efforts considérables ont été
réalisés et des méthodes de détermination fiables des différents parameétres ont ét€ mises au point. De
plus, en vue d’accéder a la synthése de complexes possédant une relaxivité optimale, I’influence des
propriétés structurales des complexes doit étre également étudiée. Nous présentons ici, pour chaque
paramétre, les méthodes classiques de détermination et comment il peut étre ajusté par 1’architecture

du complexe.

- Nombre de molécules d’eau coordonnées, q

Les équations de Solomon-Bloembergen-Morgan indiquent que la relaxivité de sphére interne est
proportionnelle au nombre q. De plus, ¢’est avec la contribution de seconde sphére, le seul paramétre
ajustable par le chimiste dont I’augmentation s’accompagne d’une amélioration de la relaxivité quel
que soit le champ magnétique. Cependant, 1’augmentation de q est associée a une diminution du
nombre de coordination du complexe et s’accompagne généralement d’une diminution de stabilité

thermodynamique et/ou cinétique. De plus, des ligands endogénes (anions, protéines) peuvent, en se
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coordonnant au centre métallique, déplacer les molécules d’eau en premiére sphére et éteindre la
relaxivité. En pratique, les agents de contraste commerciaux possedent une seule molécule d’eau dans
leur sphere de coordination. Un des challenges actuels consiste a trouver un compromis entre stabilité

et efficacité.

La méthode la plus fréquemment utilisée pour la détermination de q est la mesure des temps de vie de
luminescence des complexes de Tb(III) et d’Eu(Ill) dans 1’eau et dans D,0O. Cette méthode est décrite
en Annexe 1. Il est également possible de déterminer le paramétre q par 1’étude du déplacement induit

par le complexe de Dy(III) sur la résonance du noyau 'O de la molécule d’eau.

- Distance Gd(III)-proton, reay

La relaxivité de sphére interne est une fonction de (erH)'6. Ce parametre a donc une influence
importante sur la relaxivité. Par exemple, une diminution de la distance de 0.1 A correspond a une
augmentation de la relaxivité de 20%. Sa détermination doit étre précise. En pratique, la distance rgan
est souvent calculée a partir de la distance Gd(II1)-O, elle-méme déterminée a 1’état solide par 1’étude
des structures cristallographiques ou ajustée arbitrairement. Récemment, une étude par spectroscopie
ENDOR (Electron Nuclear Double Resonance) a été réalisée par P. Caravan et ses collaborateurs sur
I’ion Gd-aqua et sur un complexe avec un ligand polyaminocarboxylate, le [Gd(HPDO;A)(H,O)]. La
distance rgaqy est identique dans le cas de ’ion aqua et du complexe ; elle est égale a 3.1A.* Ce
résultat est en accord avec les données cristallographiques obtenues précédemment® et est conforté
par d’autres expériences ENDOR réalisées sur différents complexes de Gd(III)."*"! Ainsi, le paramétre
rgan peut étre, dans une bonne approximation, considéré comme indépendant de I’architecture du

complexe et fixé 43.1 0.1 A

- Echange des molécules d’eau, kox = 1/t
La vitesse d’échange des molécules d’eau k., est définie comme I’inverse de leur temps de résidence
dans la premiére sphére de coordination T,
L’échange de I’eau a la surface d’un complexe de Ln(III) peut avoir lieu selon plusieurs mécanismes
limites (Figure I. 13) :*
- un mécanisme dissociatif D pour lequel un intermédiaire possédant un nombre réduit de
molécules d’eau dans la sphére de coordination est observé,
- un mécanisme associatif A dont I’intermédiaire posséde un nombre supérieur de molécules
d’eau
- et un mécanisme I, ou aucun intermédiaire cinétique ne peut &tre identifié. Il se distingue en
deux catégories Iy ou I, selon que I’étape cinétiquement lente soit la dissociation ou

I’association.
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Figure 1. 13 : Représentation schématique des mécanismes d’échange d’une molécule de solvant.

Au vu de I’équation 1.5, la vitesse d’échange des molécules d’eau a une double influence sur la
relaxivité :

- soit le temps de résidence des molécules d’eau t,, est trés long (t,, >> T},,) et I’échange de
I’eau est le seul parameétre limitant la relaxivité ;

- soit le temps de résidence t,, est court (1, << Ty,,) et ¢’est le temps de relaxation longitudinale
intrinseque du proton d’une molécule d’eau T, qui limite la relaxivité. Or nous avons vu en
introduction que Ty, dépend également de la vitesse d’échange de ’eau ainsi que d’autres
parametres (rotation, relaxation électronique).

Ainsi, dans le cas de complexes macromoléculaires (PM > 5000 Da), c’est souvent la vitesse
d’échange des molécules d’eau qui limite la relaxivité.

La vitesse d’échange des molécules d’eau dans la sphére de coordination d’un complexe donné est trés
sensible a de 1égéres modifications de I’arrangement des atomes au niveau du centre métallique. On

considére en général qu’elle est optimale pour une valeur de ke, proche de 1.10% s™.

Classiquement, cette vitesse est déterminée par la mesure du temps de relaxation transversal (T,) de
’oxygéne 'O d’un solvant marqué, en présence et en absence d’agent paramagnétique, a différentes

températures. La méthode est décrite en Annexe 2.

- Rotation

Aux champs de I’IRM utilisés actuellement (0.5 -1.5T), la relaxivité des petits chélates de gadolinium
est limitée par leur vitesse de rotation élevée en solution. Cette vitesse peut tre ralentie en augmentant
leur poids moléculaire et de nombreuses techniques de synthése de composés macromoléculaires ont
été développées. En revanche, aux champs ¢élevés des nouveaux imageurs (7 — 9.5 T), la relaxivité la

plus élevée est obtenue pour des complexes de tailles intermédiaires. La Figure 1. 14 donne la
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relaxivité de sphére interne calculée par la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan pour des
complexes mono-aqua de divers temps de corrélation rotationnelle tr et dont la vitesse d’échange est
optimale (key= 1.10" s™). La relaxivité maximale aux hauts champs est atteinte pour des valeurs de tx
comprises entre 400 et 1000 ps. Dans le cas d’une cinétique de rotation plus lente, une diminution de

la relaxivité est observée. Cette diminution est engendrée par la dispersion en champ du paramétre Ty :

quand a)ﬂfe >>1, Ty, augmente et la relaxivité diminue.

B /T
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40 P | L L L Lol
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R
30 L
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0 T T T T T LKL | w T T T T T
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Figure I. 14 : Contribution de sphére interne a la relaxivité simulée par la théorie SBM pour des
complexes mono-aqua de vitesse d’échange optimale : q = 1, k., = 1.10® s, D’aprés la référence %,
Plusieurs méthodes de détermination du temps de corrélation rotationnelle tr sont utilisées.
Tz peut étre tout d’abord estimé par 1’intermédiaire du coefficient de diffusion rotationnelle D® par
I’équation de Debye-Stokes, en approximant le complexe par une molécule sphérique (Equation 1.14).

1 _ 4mi31yd nfR
6D" 3k,T

T = Equation I. 14

Avec

- kg la constante de Boltzmann ;

- m la viscosité macroscopique de la solution ;

- fi le facteur de microviscosité ;

- apyq le rayon effectif du soluté étudié correspondant a un modéle moléculaire compact.
Ce dernier est déterminé a partir de la mesure, sur des modéles moléculaires compacts, des trois
longueurs d;, d, et d; des axes principaux de ’ellipse décrivant le mieux le complexe par la relation

a,,y =0.54/d\d,d, . Le facteur de microviscosité peut étre calculé par 1’équation suivante [+

36



Introduction

-1
6a1+3a /(a, 6 +2a

fr=|—2+ UC 3W) Equation L. 15
Apa (1+2aw/ahyd)

ol a,, est le rayon de la molécule d’eau (1.4 A).

Ainsi, les temps de corrélation rotationnelle de deux complexes de structures et de volumes proches
sont proportionnels au produit ahyd3 fr.

11 est également possible de déterminer tx par son influence sur le temps de relaxation longitudinale de
I’oxygeéne-17 (Annexe 2). tx est en général déduit des courbes de variation du temps de relaxation T,
en fonction de la température. L’inconvénient de cette méthode est qu’elle requiert la connaissance de
la distance rggo et de la constante de couplage dipolaire. De plus, d’autres paramétres sont
simultanément ajustés comme le temps de relaxation ¢lectronique Tie.

Enfin, tg peut étre obtenu par des mesures de temps de relaxation du C ou du *H du ligand en
présence d’un métal diamagnétique (Y (III), La(IIl), Lu(Ill)). L inconvénient est que ces noyaux sont
peu sensibles vu leur abondance naturelle. De plus, cette technique ne mesure pas directement la
rotation du métal mais celle d’un atome proche, susceptible de tourner a une vitesse différente.'*”!

En pratique, tr est souvent obtenu par ajustement des profils NMRD (Nuclear Magnetic Resonance

Diffusion).

- La relaxation électronique

Les temps de relaxation électronique longitudinale et transversale jouent un réle primordial a bas
champ et de ce fait, sont importants dans 1’optimisation de la relaxivité des agents de contraste utilisés
aux champs cliniques actuels (0.5 a 1.5 T) (Equations 1. 5 a I. 10). Cependant, il est difficile de les
déterminer indépendamment des autres parameétres. Tout d’abord, il n’existe pas a ce jour de théorie
valable quelles que soient les valeurs des ZFS statique et transitoire et leurs temps de corrélation
respectifs. Les équations I. 8 a I. 10 du modéle SBM ne sont applicables que pour un nombre restreint
de situations pour lesquelles le processus de relaxation électronique est mono exponentiel et 1’énergie
associée a I’éclatement en champ nul moyen (ZFS statique) est négligeable.'” En dehors de ces
situations, la relaxation électronique devient multi exponentielle voire plus complexe et la théorie
beaucoup plus difficile.

Plusieurs techniques expérimentales peuvent étre utilisées pour la détermination de la relaxation
¢électronique mais de nombreux problémes sont souvent rencontrés. La relaxation électronique
transversale est accessible par la mesure de largeur de raie RPE (Résonance Paramagnétique
Electronique).*®! Cependant, de nombreux paramétres de ZFS doivent étre déterminés nécessitant des
enregistrements de spectres multi champs et multifréquences sur des spectrométres RPE rarement
disponibles. De plus, ’interprétation des données est limitée par la validité du modéle SBM.1"! En

pratique, la détermination des parametres de relaxation électronique des petites molécules est souvent
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estimée par I’ajustement des profils NMRD, pour des fréquences comprises entre 0.01 et 40 MHz.
Cependant, de nombreux parameétres doivent étre ajustés simultanément et leur détermination peut étre
faussée par les limites de la théorie. Au vu du manque de méthodes pour la détermination du temps de
relaxation électronique, les paramétres de coordination influengant la relaxation électronique sont
encore peu connus aujourd’hui. Une étude plus fine de la relaxation ¢lectronique est donc

indispensable au développement de nouveaux systémes.

I1.4.4. Nouvelle génération d’agents de contraste

L’influence du temps de corrélation rotationnelle a été largement étudi¢. De nombreux complexes
macromoléculaires a rotation lente ont été synthétisés : des complexes monomériques, polymériques,
des dendriméres ou des adduits avec des macromolécules biologiques (comme 1’albumine) ont conduit
a de nouveaux agents de contraste dont la relaxivité est élevée aux champs moyens (0.5 - 1.5 T). Les
premiers agents de cette nouvelle génération commencent a apparaitre sur le marché. Ils sont classés
en différentes catégories selon leur pharmacocinétique. A la différence des agents de contraste de
premiere génération qui sont non spécifiques et diffusent rapidement vers le milieu interstitiel, les
nouveaux diffusent lentement ou pas du tout avant d’étre excrétés a leur tour par la filtration

glomérulaire (Figure 1. 15). Voici quelques exemples de ces agents de nouvelle génération.

Agent de contraste
l Dose O tracellulaire l Dose  Agenta diffusion

(non spécifique) lente

—— ( Milieu = (" Milieu
y interstitiel 7 \Uinterstitiel
Excrétion Diffusion Excrétion  Diffusion interstitielle
rénale interstitielle rénale ralentie
Agent de pool Agent de pool
Dose sanguin 3 Dose sanguin a
excrétion rapide excrétion lente

Milieu
interstitiel

Milieu
interstitiel

CORE) | |CO=

Excrétion Pas de diffusion Excrétion  Pas de diffusion
rénale interstitielle énale réduite interstitielle

Figure I. 15 : Agents de contrastes classés en fonction de leur pharmacocinétique.

Le chélate de Gd(III) MS-325, développé par EPIX Pharmaceuticals, est commercialisé en Europe
sous le nom de Vasovist (Figure 1. 16). Des essais cliniques sont encore en cours pour une
commercialisation aux Etats-Unis. Il appartient a la nouvelle classe des agents de contraste a diffusion
lente utilisés pour 1’angiographie. En formant des interactions hydrophobes avec I’albumine sérique, le

MS-325 acquiert plusieurs propriétés intéressantes :
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- son temps de rétention dans le sang est augmenté. L’accumulation de I’agent de contraste dans
les vaisseaux sanguins permet une meilleure visualisation du systéme vasculaire: des
séquences haute résolution imageant tous les détails du systéme vasculaire peuvent é&tre
utilisées.["®

- la formation d’interactions non covalentes avec une protéine engendre une nouvelle entité de
grosse taille, et par conséquent, une augmentation de la relaxivité (42 mM's" & 20 MHz en

présence d’albumine au lieu de 5.8 mM™'s™).1*¥)

MS-325

Figure L. 16 : Complexe de Gd(IIT) MS-325.

La Figure 1. 17 représente le contraste obtenu avec le MS-325 en comparaison avec un agent de
contraste extracellulaire, le GA(DTPA). La différence de qualité des images entre les deux agents de

contraste est flagrante.

Figure 1. 17 : Images par résonance magnétique d’arriéres trains de lapin aprés injection soit de MS-325
(0.025 mmol.kg™ ; a-c), soit de Gd(DTPA) (0.1 mmol.kg" ; d-f). Les images ont été enregistrées 5 min (a,d),
30 min (b,e) et 60 min aprés injection (c,f). D’aprés la référence 161,

L’albumine, de poids moléculaire élevé, a pour effet de ralentir la rotation du complexe lorsqu’il y est

lié et d’en augmenter la relaxivité. Cependant, selon la constante d’affinité a la protéine, une fraction
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plus ou moins importante du complexe injecté est liée. Afin de s’affranchir de cette constante et de
bénéficier d’un accroissement de relaxivité maximal, il a été envisagé de créer une liaison covalente
entre un complexe de petite taille et une macromolécule. Plusieurs complexes macromoléculaires ont
été étudiés. En particulier, des essais cliniques sont en cours sur les chélates de Gd(III) P760 (essais
précliniques) et P792 (phase II) développés par le laboratoire Guerbet. Les complexes sont représentés
ala Figure I. 18.

Le P760 (PM = 5.3 kDa) est un agent de contraste a diffusion lente. Sa relaxivité dans 1’eau (25°C,
pH 7.4) atteint un maximum de 25 mM™'s™ entre 0.35 et 1.4 T (15 et 60 MHz)."”! Tout comme les
petits complexes extracellulaires, il peut franchir la barriére hématoencéphalique lorsqu’elle est
endommagée et est préconisé pour 1’étude des tumeurs du cerveau. Sa diffusion lente permet une
meilleure visualisation de la vascularisation des tumeurs.

Le P792 (PM = 6.5 kDa) a une relaxivité supérieure (40 mM™'s™ & 20 MHz). C’est un agent de pool
sanguin a excrétion rapide. Il est efficace pour la visualisation des artéres coronaires, la distinction des
métastases et des cancers bénins.”” Une étude comparative entre le P792 et le MS-325 a montré que
la relaxivité in vivo une minute aprés injection est nettement supérieure dans le cas du P792

(39 mM 's™ au lieu de 13 mM™'s™ a 20 MHz).P!

N [CH,(CHOH),CH,0H],

R e

© [ Gd3+j o P760
»\v/\tg\‘ Eiig Br *[CHo(CHOH),CH,OHl,

P792
- [CH2(CHOH),CH,OH,

gave wiﬂ

B [CHy(CHOH),CH,0H,

Figure I. 18 : Représentation des complexes P760 et P792 du laboratoire Guerbet.

Une autre méthode d’obtention de macromolécules est basée sur la synthése de dendriméres. Dans
cette optique, la firme Schering a développé une série de dendriméres dont le cceur est un noyau
aromatique trimesoyle triamide couplé a des résidus acides aminés. Par exemple, le complexe
Gadomer 17 posséde 18 résidus acides aminés eux méme greffés par 24 complexes de GADOTA-
monoamide (Figure I. 19). Sa relaxivité est de 16.5 mM’s' (20 MHz, 25°C, pH 7.4) par ion

Gd(111).5% Du fait de sa taille élevée (PM = 17 kDa), il est retenu dans la circulation et peut étre utilisé
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comme agent de contraste vasculaire et pour la différentiation tumorale. Il est actuellement en phase

III d’essais cliniques.

X
Mo x X
oNH NH HN
N
H 0” "NH X X
N
X )|( :‘\NH ” o )I(
WNH .,,H;\ o ﬁ\/\)/NH
HN,, NH O7 NH HN 0! NN

0
208, 2 M ~
H
o NH " K,N\EofN . HN. §jvnﬁl/kNlr\\N/o
XTUCONH NS0 HN hx o——ed - /\ OH;

Gadomer 17

Figure L. 19 : Structure du complexe dendrimérique de GAd(III) Gadomer 17.

De nombreuses études ont été réalisées en vue d’augmenter la relaxivité par I’intermédiaire du temps
de corrélation rotationnelle. Toutefois, les relaxivités obtenues sont maximales pour des valeurs de
champ intermédiaires (0.5 — 1.5 T) et sont nettement inférieures a la relaxivité maximale prédite par la
théorie. L’ajustement simultané des autres paramétres (vitesse d’échange de 1’eau en sphére interne,
relaxation électronique) est donc indispensable pour augmenter encore la relaxivité. Pour cela, une
meilleure compréhension des parameétres physiques et chimiques qui la déterminent est indispensable.
C’est a cet aspect que nous nous sommes intéressés.

De plus, les composés macromoléculaires possedent une relaxivité faible aux champs forts (7 — 9.4 T).
Une alternative consiste en la conception de nouveaux chélates qui présenteraient simultanément un
nombre ¢élevé de molécules d’eau dans leur premiére sphére de coordination, une stabilité
thermodynamique et cinétique suffisante et une vitesse d’échange de I’eau rapide. Ces complexes

présenteraient 1’avantage de posséder une relaxivité élevée quelque soit le champ magnétique.

De nouvelles stratégies plus originales sont également développées pour atteindre des relaxivités
¢élevées. Elles consistent a encapsuler des ions Gd(III), non pas dans un chélate organique, mais dans
un matériau poreux ou dans une cavité. L’utilisation des zéolites, composés aluminosilicate
microporeux, a notamment ét¢ envisagée. Un agent de contraste gastro-intestinal commercial, le
Gadolite, est constitué¢ d’une zéolite NaY dans laquelle des ions Na“ ou H™ ont été remplacés par des

ions Gd(III) (Figure 1. 20). La relaxivité est élevée (26 mM™'s™ a 60 MHz, 37°C) et est principalement
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due au grand nombre de molécules d’eau enfermées dans la cavité et a leur mobilité réduite.

Cependant, J. Peters et ses collaborateurs ont montré que la relaxivité était limitée par la vitesse de

. . , . s o 53
diffusion des molécules d’eau de Iintérieur de la cavité vers 1’extérieur.”®”

Figure L. 20 : Représentation schématique d’une zéolite NaYGd et du mécanisme de diffusion associé : (A)

représente une molécule d’eau liée au Gd(III), (B) une molécule d’eau dans la cavité et (C) les molécules
[53]

d’eau du solvant. D’aprés la référence

Gd(lll)

Figure I. 21 : Exemples de nouveaux matériaux pour 'IRM : A) nanotube de carbone « monocouche »,">*
B) métallofulléréne incorporant un ion Gd(III) en vert et les molécules d’eau a proximité,™ C)
encapsulation d’ions Gd(III) par I’apoferritine.”

D’autres matériaux forment des cavités et sont susceptibles de donner des agents de contraste
efficaces. C’est le cas des métallofullerénes,” des nanotubes de carbone® et méme d’une protéine,
I’apoferritine dont la cavité centrale a ¢té remplie de complexes de GdAHPDO3A au laboratoire de S.

Aime (Figure I. 21)."® De nombreuses recherches sont en cours actuellement sur I’utilisation de
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nouveaux matériaux. Toutefois, la stabilité de ces systémes est pour 1’instant trop faible pour envisager
leur utilisation clinique chez I’homme.

Quelque soit le type d’agent de contraste, de nombreuses recherches sont en cours en vue de rendre les
agents spécifiques a un organe ou de les utiliser pour I’imagerie moléculaire. Pour cela, le greffage de
biomolécules cibles ou de sondes moléculaires, sur un ligand ou a la surface d’une nanoparticule est
envisagé. Les termes d’agents de contraste spécifiques et bio activables (ou intelligents) sont

utilisés.”

IL.5. Exemples d’agents de contraste spécifiques ou bio
activables

Nous venons d’évoquer le cas du ciblage de I’albumine sérique qui a permis le développement
d’agents de contraste vasculaires. Du fait de sa concentration élevée dans le plasma (~ 0.6 mM) et du
nombre de sites capables de former des interactions avec les petites molécules, 1’albumine sérique est
relativement facile a cibler. Elle est souvent utilisée comme modele pour le développement d’agents
de contraste spécifiques. D’autres macromolécules (protéines, polysaccharides, dérivés lipidiques,...)
sont également intéressantes, en particulier lorsqu’elles sont surexprimées dans certaines régions du
corps, par certains organes ou par les cellules cancéreuses. La méthode de ciblage la plus ancienne et
la plus utilisée fait appel a [D’utilisation de chélateurs bifonctionnels. Ce sont des ligands
fonctionnalisés avec des polypeptides (anticorps monoclonaux ou peptides de synthése), des
oligonucléotides ou n’importe quelle biomolécule susceptible de reconnaitre la surface de la molécule
cible."**"1 En général, la technique est limitée par la faible sensibilité de I’'IRM par rapport a la
concentration des récepteurs spécifiques. Ainsi, leur visualisation n’est possible que si leur
concentration dans les tissus est suffisamment élevée et/ou si I’efficacité de I’agent utilisé est
suffisante. Cette approche a toutefois été utilisée avec succes et quelques exemples sont présentés ci-

dessous.

I1.5.1. Ciblage de cellules

Deux approches différentes ont été utilisées pour le ciblage de cellules : le ciblage de 1’extérieur des

cellules, par I’intermédiaire des récepteurs cellulaires et le ciblage de I’ADN, a I’intérieur du noyau.

Le site actif de nombreux récepteurs cellulaires est constitué par des sucres, notamment 1’acide
sialique. Celui-ci joue un réle important dans la reconnaissance cellulaire et est surexprimé a la surface
des cellules tumorales (10° au lieu de 20.10° pour les cellules saines). Pour certains types de cancer, sa
prolifération est liée au développement des métastases. G. A. Lemieux et ses collaborateurs ont
développé le premier agent de contraste présentant une affinité pour 1’acide sialique. Un complexe
dérivé du GADOTA a été utilisé. Il forme une liaison covalente oxime avec le substrat. Récemment,

des nouveaux systémes ont été développés par J. A. Peters et ses collaborateurs en introduisant des
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fonctions phénylboronate sur un dérivé du DTPA.[%

L’acide phénylboronique se lie de maniére
covalente mais réversible aux diols de 1’acide sialique (Figure 1. 22). De plus, I’interaction est
spécifique de la forme majoritaire de 1’acide sialique (Neu5Ac) par rapport aux autres sucres présents

dans I’organisme.

O« CHs B(OH), (HO),B

OH 0
HO OH NH : OH
‘JL7\T/\\/ (-NH o) OHHO o) HN

Hood © OH

Acide sialique
(Neu5Ac) 0

Figure L. 22 : Exemples de ligands utilisés pour la détection de ’acide sialique et sa forme majoritaire
Neu5Ac. !

P. Caravan et ses collaborateurs ont mis au point un agent de contraste capable de pénétrer dans les
cellules et de se fixer spécifiquement sur I’ADN.'*"! Un peptide réputé pour interagir avec I’ADN

(séquence HTH), agit a la fois comme ligand et comme détecteur de L’ADN (Figure 1. 23).

/_che'|ate [ détecteur
@e @Nr e

—>

Figure 1. 23 : (A) Interaction par un chélate bifonctionnel classique, (B) interaction spécifique de I’ADN
avec un metallopeptide.

L’augmentation de la relaxivité de 1’agent en présence d’ADN (29.2 mM's™ & 20 MHz et a 37°C par
rapport & 16.2 mM's™) est largement supérieure a celle obtenue par 1’approche classique. Cet effet a
été corrélé a la rigidité du systéme.

I1.5.2. Agents de contraste bio activables ou « intelligents »

Le développement de I’imagerie moléculaire a donné naissance a une nouvelle catégorie d’agents de

contraste dont le signal est influencé par leur environnement. Plusieurs stimuli comme le pH, la
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présence d’enzymes ou de cations métalliques'® ont été exploités. Quelques exemples de complexes
sélectifs d’une enzyme ou dont la relaxivité est influencée par le pH du milieu sont présentés ci-

dessous.

Les agents de contraste activés par une enzyme permettent de déterminer sa localisation et de mesurer
I’activité enzymatique. Ce type de systéme a tout d’abord été développé par T. Meade et ses
collaborateurs en fonctionnalisant un analogue du GdDOTA par un substituant B-galactosyl.® Ce
substituant est hydrolysé sélectivement par la B-galactosylase, ce qui a pour effet de libérer un site de
coordination au profit d’une molécule d’eau et d’augmenter la relaxivité (Figure 1. 24). La j-
galactosylase n’étant pas présente naturellement dans I’organisme, elle est utilisée comme traceur pour
suivre I’expression de différents genes. Depuis, le méme groupe a développé sur le méme principe un

agent de contraste sensible & la B-glucoronidase, enzyme produite par les cellules cancéreuses.!*”

Somd BAoLa i

O,N
R / \:\[\ N ~ /O / \l

unité p-galactosyl (}/ o 0 acide B-glucoronique

Figure 1. 24 : Exemples d’activation de chélates de Gd(III) par une enzyme.

L’activation des agents de contraste par une modification du pH semble étre une méthode judicieuse
pour mettre en évidence les tumeurs. En effet, le pH du milieu extracellulaire des tissus cancéreux est
plus acide (6.8 — 6.9) que celui du milieu extracellulaire sain (7.4). La méthode d’activation la plus
répandue consiste en une modulation de la sphére de coordination du métal en fonction du pH : cette
modulation peut avoir lieu soit par la formation pH-dépendante de complexes ternaires avec des
anions carbonate,® soit par une modification des propriétés de coordination d’un donneur du ligand.
Cette stratégie a été développée par le groupe de D. Parker'®! puis utilisée récemment par D. Sherry et

[70, 71]

ses collaborateurs. Les ligands utilisés sont représentés ci-dessous (Figure L. 25).

A B

O

R 1

(@) HN— @R' E ;

2/<N/_\N/\/ (Ifl) J /_\

L T ' [Gd3+jo
R N\ /N7/§ N N\/&
;;\o_ R ©

R =(CH,),COOH (n=2,3)
R'= CF3, Me, OMe

Figure I. 25 : Exemples de complexes de Gd(III) sensibles au pH développés par (A) Parker et al,'®! (B)
Sherry et al.’l
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En milieu basique, la fonction sulfonamide du ligand est déprotonnée et liée au centre Gd(I1I). Quand
le pH diminue, la fonction sulfonamide protonnée n’est plus liée au métal et libére deux sites de
coordination au profit de molécules d’eau conduisant a une augmentation de la relaxivité de 50% de

pH 7.4 4 6.8. Un fonctionnement similaire est observé pour 1’unité p-nitrophénol.

En conclusion, de nombreuses possibilités ont été explorées in vitro. Cependant, plusieurs obstacles
s’opposent a leur utilisation in vivo. Tout d’abord, les stabilités thermodynamique et cinétique des
complexes doivent étre suffisantes pour éviter le relargage de 1’ion Gd(IIl) dans 1’organisme car il est
toxique. Ensuite, I’imagerie cellulaire nécessite des agents de contraste pouvant franchir la membrane
cellulaire.

De plus, nous avons vu que I'utilisation d’agents de contraste spécifiques est principalement limitée
par un seuil de détection trop élevé. Ainsi, [’accés a des agents de contraste plus efficaces est

primordial pour le développement de ces nouvelles techniques.
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III. Des chromophores organiques aux complexes de

Ln(III) luminescents

La microscopie optique est utilisée pour déceler la présence de divers composés par 1’observation de
leur fluorescence. Le matériel biologique possede des propriétés de fluorescence intrinséque dues
notamment aux acides aminés aromatiques ou aux bases de I’ADN."?! Toutefois, il est plus aisé¢ pour
imager les tissus, cellules ou petits animaux, de faire appels a des marqueurs exogenes (c'est-a-dire
étrangers au milieu étudié), encore appelés fluorochromes. Ces marqueurs peuvent étre soit des
chromophores organiques (fluorescéine, rhodamine,...), soit des nanoparticules luminescentes, soit

des complexes de Ln(III) (Ln = Eu, Tb, Yb, ...).
II1.1. Définitions

II1.1.1. Fluorescence et phosphorescence

Lorsqu’une substance, initialement dans son état électronique singulet fondamental (S,), absorbe un
photon, il en résulte un état électronique d’énergie supérieure appelé « état excité ». Cet état est
instable et sa désexcitation vers ’état S peut se faire soit par des processus vibrationnels (1072-10™s),
soit par émission d’un photon. L’émission de photon associée a la relaxation d’un état
¢électroniquement excité est appelée luminescence. L’énergie du photon correspond a la différence
d’énergie entre 1’¢tat excité et le niveau accepteur de I’état fondamental. Les différents mécanismes de

retour a I’équilibre S;=> S, sont illustrés par le diagramme de Jablonski (Figure 1. 26).

— wem—/
ﬂ S, —_— A : absorption (107%s)

_ 1= F : fluorescence (10-12-10-5s)
N S1 P : phosphorescence (10-% — 10s)

—
A F P
Transfert inter systéme (ISC)
——— A— Relaxation vibrationnelle

N So So

Figure 1. 26 : Diagramme de Jablonski .
(S : état singulet, T : état triplet, v : niveaux vibrationnels associés)

Apres absorption, 1’état excité est relaxé de I’état singulet S; jusqu’au niveau fondamental. Les
processus non radiatifs mis en jeu peuvent impliquer soit des collisions avec les molécules de solvant,
soit des échanges vibrationnels avec les molécules environnantes a 1’état solide. Ensuite, deux types de
mécanisme de luminescence peuvent avoir lieu. Ils sont principalement différenciés par leurs temps

caractéristiques :
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- La fluorescence résulte de 1’émission d’un photon en association avec le transfert de spin de
1’état singulet S, vers un niveau vibrationnel excité de I’état fondamental (So*). La durée de
vie de 1état excité est comprise entre 10% et 10°s.

- La phosphorescence, implique une inversion de spin de I’un des électrons célibataires. Cette
conversion, plus lente (10%s), est appelée transfert inter systéme. Elle est en théorie interdite
mais favorisée par la présence d’atomes lourds comme les lanthanides. Ensuite, le transfert
T, So implique des états de multiplicité différente et est également « interdit ». La durée de

vie d’un état phosphorescent est donc relativement longue : de 10° 4 10 s.

II1.1.2. Rendement quantique

L’efficacité d’un processus luminescent est donnée par son rendement quantique. Il est défini comme
le rapport du nombre de photons émis au nombre de photons absorbés, pendant un temps donné. Il est
fortement influencé par la position énergétique des niveaux excités et est d’autant plus fort que les
désexcitations non radiatives sont minimisées.

Quel que soit le type de marquage, les molécules ayant un fort rendement quantique, un coefficient
d’extinction molaire élevé et également une résistance importante au photo blanchiment (ou « photo-
bleaching »), c'est-a-dire dont les propriétés d’émission ne sont pas affectées par les rayonnements

lumineux, seront privilégiées.

II1.2. Les chromophores organiques : une luminescence
éphémeére
De nombreux chromophores organiques sont disponibles commercialement. Les principales familles

de fluorophores utilisées sont les coumarines, les fluorescéines, les rhodamines et les cyanines. Elles

permettent de couvrir toute la largeur spectrale du proche UV au proche infrarouge (Figure 1. 27).

Coumarines Fluorescéines Rhodamines Cyanines
i
| I I | e
300 400 500 600 00 A/nm

Figure 1. 27 : Principales familles de fluorophores organiques et les domaines de longueurs d’onde
associées.

Les structures et les propriétés de certains de ces composées sont présentées ci-dessous (Tableau I. 5).
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H,N 0.__0 HO o) o) HN 0 _NH Cl'
= 0} O / O /

H03S (]
o\/ﬁ& O COOH ‘ COOCH,CH,
0]
NCS
Alexa Fluor 350 FITC Rhodamine 6G

‘0,8 SO, Na*
ICG
Famille Aabs (NM) Aem (NM) D (%)* T (ns)
Alexa Fluor 350  Coumarine 346 442 - -
FITC Fluorescéine 470 515 92 4.1
Rhodamine 6G =~ Rhodamine 530 552 61 2.5
ICG Cyanine 805 830 1.6 0.56

*PBS 50 mM, 150 mm NaCl, pH = 7.2, 22°C.

Tableau L. 5 : Exemples de fluorophores organiques communément utilisés et leurs propriétés. !

Des séries de fluorophores présentant de bons rendements quantiques et couvrant tout le domaine
visible avec des molécules empruntées a ces différentes familles sont commercialisées sous des noms
génériques : Alexa Fluor® (442 nm < Agm < 775 nm)"> ™ par Molecular Probes, Atto® dyes par
Aldrich.... En particulier, des rendements quantitatifs sont obtenus dans le visible avec certaines
fluorescéines et rhodamines. L’émission dans I’infrarouge est moins intense car elle est plus sensible
aux désexcitations non radiatives. Toutefois, les temps de vie de luminescence de ces composés sont
courts, de 1’ordre de la nanoseconde.

Une nouvelle famille de composés a également été¢ développée. Elle est basée sur I'utilisation de
dérivés du dipyrométhéne borane, communément appelé bodipy (Figure 1. 28). Des composés dont les
longueurs d’ondes d’émission sont comprises entre 520 et 670 nm ont pu étre obtenus par différentes
substitutions des groupements pyrole.” Certains de ces dérivés sont commercialisés par Molecular
Probes. Cependant, les temps de vie de luminescence restent courts : de 3.9 ns dans I’eau & 5.7 ns dans

le méthanol.””!
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Figure 1. 28 : Structure du bodipy.

Le nombre important de fluorophores commerciaux et leur utilisation facile en chimie organique
rendent ces composés attractifs pour réaliser des sondes optiques. En effet, ils peuvent étre aisément
couplés a toutes sortes de biomolécules telles que des oligonucléotides, des peptides, des
saccharides... De nombreux exemples de sondes et des applications associées peuvent étre trouvés
dans le Hanbook of Fluorescence édité par Invitrogen.!”!

Néanmoins, 1’utilisation de ces marqueurs est limitée par leurs propriétés optiques qui ne sont pas
toujours adéquates aux applications voulues. Tout d’abord, leur déplacement de Stokes, c'est-a-dire la
différence entre la longueur d’onde d’excitation et la longueur d’onde d’émission est faible, et rend le
filtrage entre la lumiére incidente diffusée (a la longueur d’onde d’excitation du systéme) et le signal
d’émission difficile. Ensuite, leurs bandes d’émission et d’absorption sont larges ce qui rend
I’utilisation simultanée de marqueurs différents difficile. Et surtout, les temps de vie de luminescence

sont faibles.

II1.3. Les ions Ln(III) : le concept de luminescence en
temps résolu

Nous avons vu au paragraphe [.4. que les ions lanthanides possédent non seulement des bandes
d’émission et d’absorption fines (quasi-monochromatiques) mais surtout, ils sont phosphorescents et
leurs temps de vie de luminescence sont significativement plus longs que ceux des chromophores
organiques (de I’ordre de la ms pour Eu(IIl) et Tb(III)).

Ainsi, leur utilisation permet de s’affranchir de la luminescence intrinséque du milieu biologique en

utilisant la méthode de luminescence en temps résolu (Figure 1. 29).

Fluorescence Phosphorescence
. du n_ﬂheu de I’ion Ln(IIT) (ms)
biologique(ns)
2
7
=
S
= >

Figure I. 29 : Principe de la luminescence en temps résolu.
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Le lanthanide est d’abord excité avec une lampe ou un laser pulsé. La mesure n’est effectuée qu’apres
un bref délai, ce qui permet de s’affranchir de ’auto fluorescence du milieu dont la durée de vie est

sensiblement plus courte que celle du lanthanide. De cette maniére, le rapport signal/bruit est amélioré.

Cependant, les coefficients d’extinction molaires des ions Ln(IIl) sont faibles et ils ne peuvent étre
excités que par des sources lasers dont la puissance entrainerait la destruction du matériel biologique.
Ainsi, ceux-ci doivent étre incorporés dans des systemes dont la fonction absorption est distincte du
lanthanide qui lui, joue le role d’émetteur. De plus, la séparation des fonctions absorption et émission

présente 1’avantage de conduire a un déplacement de Stokes important.

I11.4. Les complexes des Ln(II1) luminescents

Lorsqu’ils sont incorporés dans un complexe de structure . .
q P P Transfert d’énergie

UV/VIS

adaptée, les ions Ln(IIl) peuvent étre excités au moyen de

sources lumineuses classiques. En général, un (ou plusieurs)
. . . . . Chromophore
chromophores organiques incorporés sur le ligand jouent le

role d’antenne (Figure 1. 30). D’autres mécanismes de

sensibilisation peuvent étre également envisagés.
Figure 1. 30 : Principe de ’effet d’antenne.

II1.4.1. Les différentes voies de sensibilisation

- L’effet d’antenne

Le processus le plus souvent impliqué met en jeu 1’état triplet du ligand. Il se déroule en quatre étapes
illustrées a la Figure 1. 31. Le chromophore organique absorbe I’énergie lumineuse et peuple ses états
excités singulets 'mn*. Le ligand est adapté si d’une part, un transfert inter systéme permet le
peuplement de son état excité triplet *mn* et, d’autre part, un transfert d’énergie efficace a lieu de cet
état triplet vers les états excités du lanthanide. Les états excités du lanthanide sont ensuite relaxés par
un processus radiatif, conduisant a I’émission de lumiére. Ce mécanisme est communément admis
pour tous les complexes de lanthanides, a I’exception de I’ion Ytterbium(IIl). Le transfert inter
systeme est efficace si le niveau de 1’état triplet du ligand est en adéquation avec 1’état excité du métal.
Dans le cas d’une différence d’énergie trop faible, un transfert en retour (« back transfert ») vers 1’état

triplet a lieu.
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A : absorption

LMCT
111:712 y y F : fluorescence

P : phosphorescence

bt Transfert inter systéme
A F P P : _»Transfert d’énergie (ET)
«=.xp «Back transfert » (bt)

4 — e | 2 Relaxation vibrationelle

Ligand Métal LMCT : bande de transfert
de charge Ligand-Metal

Figure 1. 31 : Sensibilisation des Ln(III) par le ligand : mécanisme impliquant I’état triplet du ligand.

- Autres voies d’activation

Transfert par les bandes de transfert de charge

Le transfert par les bandes de transfert de charge ligand - métal (LMCT) ou métal - ligand (MLCT)
permet également de sensibiliser le métal. Cette méthode est largement utilisée pour exciter les métaux
de transition. Elle est cependant peu utilisée pour les lanthanides car d’une part, les bandes de transfert
de charge sont plus faibles et d’autre part, leur niveau d’énergie doit étre parfaitement contr6lé. En
effet, un niveau suffisamment élevé permet le transfert vers 1’état excité Ln* et exacerbe la
luminescence ; en revanche un niveau d’énergie trop bas I’éteint (Figure I. 31). Les bandes de
transfert de charge sont ainsi impliquées dans les processus de désactivation non radiatifs électriques
comme le Transfert Electronique Photo-induit (PET). Ce phénoméne est lié a une oxydation ou une
réduction du métal associée a 1’excitation du ligand. Il est d’autant plus probable que le caractére
¢électro-attracteur ou donneur d’une molécule est exacerbé dans son état excité. En général, une
réduction du métal est observée. Elle est d’autant plus favorisée que le métal est facilement réduit :

Eu(IIl) > Sm (III) > Yb(III).l"®!

Sensibilisation par les métaux d

Le dernier mode d’excitation implique le transfert d-f depuis un métal de transition. Cette stratégie est
largement utilisée mais ne sera pas détaillée ici. Par exemple, le Cr(Ill) est efficace pour I’activation
de complexes émettant dans le proche infrarouge'”” et permet d’augmenter la durée de vie apparente
de la luminescence.”™

- Cas de l'ion Ytterbium.

Pour I’ion Yb(III) qui ne posséde qu’un état excité (*Fs,, E = 10 300 cm™), le mécanisme de transfert
d’énergie depuis le chromophore est plus controversé. Deux alternatives ont été proposées. La
premiére suggere un transfert « classique » par ’intermédiaire de 1’état triplet du ligand en dépit d’une

différence d’énergie importante entre les états *nr* et Ln* ; I’énergie en excés étant transformée en

énergie vibrationnelle et en chaleur.”” La deuxiéme explication met en jeu un transfert d’électron
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associ¢ a un mécanisme d’oxydoréduction impliquant le degré d’oxydation Yb(II). Ce mécanisme est
illustré a la Figure 1. 32. Il n’est envisageable que si les deux étapes de transfert d’électron sont

thermodynamiquement possibles.

L*, Yb'!

transfert e-

L*,Yb!

L, Yb"

L, Yb"

Figure I. 32 : Mécanisme par transfert d’électron pour la sensibilisation de I’Yb(III).

Ce mécanisme a été mis en évidence par Horrocks et al’® en observant la luminescence de 1’ Yb(III)
en présence de parvalbumine apres excitation des unités tryptophanes de la protéine. La réduction de
I’Yb(III) par le tryptophane dans son état excité singulet L* produit un radical cationique L°" et
I’Yb(II). Le radical cation, oxydant trés puissant, va oxyder a nouveau I’ytterbium(II) pour donner le
ligand L dans son état fondamental et le métal trivalent, soit dans son état fondamental Ln, soit dans

son état excité Ln*. La fraction de Ln* obtenue est a I’origine de la phosphorescence observée.

- Les mécanismes de transfert
Le transfert d’énergie de 1’état triplet du ligand vers les états excités du métal est un phénomene trés
complexe qui implique plusieurs mécanismes. Deux mécanismes limites ont été proposés et sont

représentés Figure 1. 33 : celui de Dexter (a gauche) et celui de Forster (a droite).

A A

E E
Tnn*  3nn* . Tnn*  3rn* .
R Ln A e Ln
..._.' y o, .
—F TR
7y 7y

Ln —H— Ln —H—
_f_l_ nn _f_l_ nn

Figure 1. 33 : Représentation schématique des mécanismes de Forster (a gauche) et de Dexter (a droite).
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- Le mécanisme de Dexter™® repose sur un échange électronique entre le ligand et le métal. Ce
transfert nécessite un contact entre les orbitales moléculaires du donneur et de I’accepteur.
Ainsi, son efficacité dépend exponentiellement de la distance R entre le donneur et I’accepteur

(€™). On peut considérer qu’il cesse d’étre impliqué au dela de R =3 A.

- Le mécanisme de Forster™ s’appuie sur le couplage entre le moment dipolaire associé a 1’état
triplet et celui des orbitales 4f. Dans le cas d’un mécanisme purement dipolaire, I’efficacité du
transfert peut étre estimée a partir de I’équation simplifiée suivante :

1
N,=——"—¢ Equation I. 16

6
IJ{R}
RO
avec R la distance donneur-accepteur et Ry la distance de Forster, correspondant a une
efficacit¢ de transfert moyenne de 50%. Elle dépend de plusieurs parametres comme le
rendement quantique du donneur (en absence d’accepteur), I’indice de réfraction du milieu

¢tudié, I’intégral de recouvrement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre

d’absorption de 1’accepteur.

I11.4.2. Conception de chélates de Ln(III) luminescents

A la lumiére de ces mécanismes, plusieurs points doivent attirer notre attention lors de la conception

d’une sonde luminescente :

- Les désexcitations non radiatives vibrationnelles liées aux oscillateurs O-H du solvant ou aux
vibrations des liaisons du ligand devront étre minimisées. Pour cela, la présence d’oscillateurs
moléculaires de type O-H ou N-H dans la premiére sphére de coordination du lanthanide est a
¢viter. En effet, les modes vibrationnels peuvent interagir avec les niveaux électroniques
excités de 1’ion, conduisant a une atténuation (« quenching ») de la luminescence. Ainsi,
lorsque des molécules de solvants protiques (H,O, et dans une moindre mesure MeOH) sont
coordinées au centre métallique, la durée de vie de luminescence et le rendement quantique se
trouvent fortement affectés. L’efficacité du processus est fortement influencée par la nature du
vibrateur. Ainsi, la désactivation par les vibrateurs O-H est supérieure a celle provoquée par
les vibrateurs O-D. Cette différence peut étre mise a profit pour déterminer le nombre de
molécules d’eau coordinées au métal. La méthode est détaillée en Annexe 1. Afin d’éviter ces
vibrations, les complexes dont la sphére de coordination est saturée sont privilégiés. De plus,
pour un vibrateur donné, la désactivation est d’autant plus faible que la différence d’énergie

AE entre 1’état émissif du lanthanide et son état fondamental est grande. Par exemple,
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I’extinction de luminescence est plus importante pour 1ion Eu(III) (AE(’Dy-"F¢) = 12 300 cm’

" que pour I’ion Tb(III) (AECD4-"Fo) = 14 200 cm™) (Figure L. 34).
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Figure 1. 34 : Désexcitations vibrationnelles des complexes d’Eu(III) et de Th(III) dans ’eau légére et dans
D,0.

- De méme, nous avons vu que des désexcitations non radiatives par Transfert Electronique

Photo induit (PET) sont d’autant plus probables que le lanthanide utilisé est oxydant et que le

ligand est réducteur. Ce processus, principalement observé dans le cas de 1I’Eu(IIl), est favorisé

par la présence de groupements donneurs d’électrons (comme les amines) sur le ligand."***¥

- Aussi, le niveau énergétique de 1’état triplet du ligand doit étre correctement positionné
par rapport aux états excités de 1’ion étudié. Une étude détaillée a été réalisée par M. Latva et
ses collaborateurs sur une série de complexes de Tb(III) et d’Eu(IIl). Ils ont démontré que le
transfert était irréversible a partir d’une différence d’énergie entre les deux états supérieure a
1850 cm™.*) Pour les complexes d’Eu(IIl), la relation entre la position énergétique de 1’état
triplet du ligand et I’efficacicé du transfert semble moins bien comprise. Néammoins, cette
méme étude a révélé un transfert efficace pour un état triplet du ligand positionné autour de
22 000 cm™'. Dans le cas d’une différence énergétique plus faible, un processus de transfert en
retour de type vibrationnel a lieu. Son temps de vie dépend de la température, selon une

équation de type Arrhenius.
Ainsi, le rendement quantique d’un complexe est fortement influencé par les propriétés de son ligand.

Celui-ci doit étre bien adapté pour limiter les processus de désactivation non radiatifs et ces niveaux

d’énergie doivent étre en bonne adéquation avec ceux du métal utilisé.
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I11.5. Exemples d’'application des complexes de Ln(I1I) pour
le diagnostic biomédical

Il existe trois applications principales des complexes luminescents dans le domaine biomédical : les
sondes chimiques luminescentes, les tests immunologiques et les essais d’hybridation, et I’'imagerie

médicale.

II1.5.1. Sondes luminescentes

En ce qui concerne les sondes, la détection d’ions ou d’entités moléculaires (analyte) s’effectue par la
présence ou I’absence d’un signal lumineux (systéme « on-off »). La modulation de la luminescence

peut avoir lieu par trois mécanismes principaux (Figure 1. 35).1")

a)

c) h\."g
|

< <

Figure L. 35 : Modulation de la luminescence d’un complexe de lanthanide par I’interaction avec un
analyte an. D’aprés la référence ",
Premiérement, I’analyte peut interagir directement dans la sphére de coordination du lanthanide. Ce
mécanisme est mis & profit pour la détection d’anions (Figure I. 35 a). Nous savons que la
luminescence du métal est « quenchée » par la présence de molécules d’eau liées au centre métallique.
L’interaction avec des anions déplace ces molécules d’eau et restore la luminescence. Un travail
important dans ce domaine a été réalis¢ par D. Parker et ses collaborateurs.” Par exemple, le
complexe cationique d’Eu(Ill) incorporant un chromophore pyridinothioxanthone (Figure 1. 36)
s’avére étre un senseur sélectif du citrate.® En effet, en présence de citrate, une augmentation
significative de I’intensité¢ de la bande d’émission de I’Eu(Ill) a 615 nm est observée. De plus, cette
augmentation a lieu quel que soit le pH (4 < pH < 8.2) et n’est pas influencée par la présence d’autres
anions endogenes (phosphate, lactate, carbonate) dans des concentrations identiques a celles du milieu

extracellulaire.
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Ph

Figure I. 36 : Senseur sélectif du citrate.

Deuxiémement, la luminescence du complexe peut étre influencée par les propriétés photophysiques
du ligand en modifiant par exemple le niveau énergétique de ses états excités (Figure 1. 35 b et ¢). Les
processus non radiatifs font alors intervenir les bandes de transfert de charge ou un transfert d’électron
photo induit d’un récepteur vers le lanthanide. Ce processus est souvent utilisé pour la détection de
cations métalliques et I’élaboration de systémes sensibles au pH :*'! la complexation d’un cation par le
récepteur supprime le transfert d’électron et la luminescence devient le principal processus de
relaxation. De tels systémes ont été développés pour la détection des principaux cations endogénes :
Cu(II), Zn(II), Mn(II), Ca(II), Mg(II), K(I) et Na(I).¥**!

Enfin, des systémes analogues a ceux utilisés pour le développement d’agents de contraste IRM
sensibles au pH ont également été utilisés (§ I11.5). Pour ces systémes, le nombre d’atomes donneurs, et
par conséquent le nombre de molécules d’eau dans la sphére de coordination du métal, varient avec le

pH et engendrent une modulation des désexcitations vibrationnelles."

ITI1.5.2. Tests immunologiques

Les tests immunologiques se basent sur une réaction biochimique entre un antigéne (I’analyte) et un
anticorps spécifique marqué avec une sonde fluorescente. Plusieurs technologies sont utilisées et
commercialisées avec des complexes de lanthanide: on distingue les tests hétérogénes des tests

homogenes (Figure 1. 37).
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a) Phase hétérogéne Complexes b) Phase homogéne
P de Ln(lll)
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Figure L. 37 : Principe des tests immunologiques.

Pt

Le systétme hétérogene Delfia (Dissociation Enhanced Lanthanide FluorolmmunoAssays) a été
développé par le groupe de I. Hemmili dans les années 1980.°*! Un complexe de Ln(III) luminescent
est greffé sur un anticorps spécifique de I’analyte a étudier. L’entité analyte-anticorps marqué est mise
en présence d’un second anticorps fixé sur un support solide. Aprés lavage de ’anticorps marqué en
exces, les ions Ln(IIl) sont relargués en milieu acide. Ces ions sont ensuite complexés par un
photosensibilisateur (B-dicétone) et la luminescence de ce nouveau complexe est mesurée. Une
adaptation de cette méthode consiste a greffer directement un complexe de lanthanide luminescent sur

le premier anticorps, ¢’est la technologie CyberFluor."*"!

Les tests homogénes impliquent, pour la plupart, la réaction d’un antigéne avec deux anticorps
différents : le premier est marqué avec le chélate de Ln(Ill), le second avec un accepteur organique.
Aprées excitation, la lumieére émise par le lanthanide est transférée sur 1’accepteur qui émet a une
longueur d’onde caractéristique. Le transfert TR-FRET (Time-Resolved Fluorescence Resonance
Energy Transfer) n’a lieu que si le donneur et 1’accepteur sont suffisamment proches, c’est a dire s’ils
sont attachés au méme antigéne. Sur ce principe, G. Mathis et ses collaborateurs ont réalisé de
nombreux tests immunologiques et des tests d’hybridation de ’ADN. Des complexes d’Eu(Ill) avec
les cryptants de Lehn sont utilisés avec des accepteurs cyanine et d’autres systémes.”> ** Ils sont
aujourd’hui commercialisés par la société Cis Bio international. La société Amersham Biosciences a

[97

développé un systéme analogue avec des ligands terpyridine.””! Deux exemples sont représentés a la

Figure 1. 38.
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Figure 1. 38 : Premiers complexes d’Eu(IIl) commerciaux : a gauche, crypate d’Eu(III) avec le ligand
TSP ;% a droite, complexe avec le ligand TMT."”!

II1.5.3. Imagerie

Actuellement la technique d’imagerie par luminescence est applicable uniquement in vitro ou pour les
expériences sur les petits animaux. Deux types de marqueurs luminescents sont utilisés pour
I’imagerie par fluorescence en temps résolu : les complexes de lanthanides émettant dans le visible
(Eu(Ill) et Tb(IIl) principalement) et ceux émettant dans 1’infrarouge, principalement 1"Yb(III).
L’émission dans I’infrarouge présente un avantage considérable puisqu’elle permet de s’affranchir de
I’absorption de 1’eau et des tissus biologiques et, a terme, d’explorer des tissus plus en profondeur.
Dans tous les cas, les efforts de recherche sont dirigés vers 1’élaboration de marqueurs spécifiques.
Des stratégies analogues a celles développées pour les agents de contraste pour I’IRM sont utilisées.
Les efforts se sont principalement concentrés sur la détection des cellules cancéreuses.!'”! Les ligands
utilisés sont semblables a ceux utilisés pour la complexation du Gd(III). La plupart sont dérivés des
ligands polyaminocarboxylate de type DOTA ou DTPA pour lesquels un (ou plusieurs) bras acétate

13,94

(ou phosphonate) a été fonctionnalisé par un chromophore.!***! Par exemple, D. J. Bornhop et al. ont

mis au point un ligand dérivé du cycléne (Figure 1. 39) dont la luminescence du complexe de Tb(IIl) a

été observée in vitro chez le hamster.”™

/ N\
C4H9—O 9

Figure 1. 39 : Exemple de ligand construit sur une plateforme cyclen.
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D. Parker et ses collaborateurs ont également réalisé des images de cellules (fixées et vivantes) avec le
complexe d’Eu(Ill) dérivé du pyridinothioxanthone dont la structure est représentée Figure 1. 36. Pour
les trois lignées cellulaires NIH 3T3, Hela et HDF, seule la luminescence du noyau est observée.
Ainsi, le complexe est sélectif du noyau de la cellule et son utilisation ouvre de nouvelles voies pour la
visualisation des mécanismes au sein du noyau. D’autres exemples de complexes luminescents seront

présentés au chapitre IV.
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IV. Sondes « bimodales »

Il est important de souligner 1’intérét croissant pour les « sondes bimodales » pouvant &tre utilisées a la
fois pour I’imagerie optique et pour 'IRM. Avec de telles sondes, il devient possible de corréler les
observations in vitro par microscopie optique a ce qui est observé chez le patient par IRM et de
bénéficier simultanément de la forte sensibilit¢ de la sonde luminescente et de la résolution

anatomique de I’IRM.

Plusieurs sondes bimodales ont été synthétisées. En général, un chromophore organique est reli¢ a un
agent de contraste.”> *! Par exemple, K. Logothetis et ses collaborateurs ont conjugué un complexe de
Gd(IIT) dérivé du DOTA a la fluorescéine (Figure 1. 40).!'%!

Une autre approche consiste a développer des ligands pouvant étre utilisés pour I’Imagerie par
Résonance Magnétique ou pour I’imagerie optique en fonction du métal utilisé. C’est a cet aspect que
nous nous sommes intéressés. Cette approche est trés récente et permet de s’affranchir de la courte
durée de vie des chromophores organiques. Les premiers exemples ont été étudiés par D. Parker et ses
collaborateurs. Nous avons déja cité I’exemple des complexes de Gd(III) et de Tb(IIl) dont les
propriétés sont sensibles au pH.”? Plus récemment, C. Picard et ses collaborateurs ont obtenu une
sonde bimodale a partir d’un ligand macrocyclique contenant une unité bipyridine (Figure I. 40).!"!
Le complexe formé avec 1’ion Gd(III) posséde une relaxivité du méme ordre de grandeur que celle des
agents de contraste commerciaux (r; = 3.4 mM's”, 20 MHz, 37°C) ; les complexes avec les ions

Tb(III) et Eu(Ill) possédent une luminescence intense : leurs rendements quantiques respectifs sont

10% et 20%.
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Figure 1. 40 : Exemples de «sonde bimodale » pour ’IRM et la luminescence : a gauche, exemple

développé par K. Logothetis et al ;" 3

=Gd, Th).

a droite : complexes étudiés par C. Picard et ses collaborateurs (Ln
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Ces deux techniques d’imagerie requierent 1’élaboration de complexes thermodynamiquement et
cinétiquement stable et a terme, sélectifs de la molécule cible a étudier. Ainsi, nous pouvons envisager
d’utiliser un méme ligand pour les deux applications. Une comparaison directe des résultats de I’IRM
effectuée chez le patient aux observations in vivo par microscopie optique permettrait en effet
d’améliorer sensiblement la qualité du diagnostic.

Notons toutefois, que cet objectif est un véritable challenge. En effet, ce sont les propriétés de la
sphére de coordination qui déterminent 1’efficacité des complexes et nous avons vu que les exigences
sont différentes selon que le complexe soit utilisé pour I’IRM ou la luminescence. Notamment, une
sphére de coordination saturée conduit a des meilleurs rendements quantiques, alors que la présence de

molécules d’eau en premiére sphére est la clef d’une relaxivité élevée !
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V. Contexte et objectifs du travail

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre du développement de nouveaux chélates de lanthanides pour
leur utilisation comme sondes magnétiques et optiques pour 1’imagerie biomédicale. Les progres
récents en matiere de diagnostic et d’instrumentation ont ouvert de nouvelles perspectives pour
I’Imagerie par Résonance Magnétique : des scanners IRM a hauts champs (jusqu’a 9.4 T) ont été mis
en place pour I’imagerie des petits animaux ; le développement des biotechnologies ameéne les
chercheurs a développer I’imagerie moléculaire en utilisant des agents de contraste spécifiques de la
cible a étudier. Toutefois, la qualité des images IRM est aujourd’hui limitée par sa faible sensibilité.
Le développement d’agents de contraste a haute relaxivité est donc indispensable aux nouvelles
applications. Nous avons vu en introduction que de nombreux paramétres rentrent en jeu dans la
description du mécanisme de relaxivité d’un agent de contraste. Dans le cas des complexes de Gd(I1l),
le nombre de molécules d’eau dans la sphére de coordination du métal, leur vitesse d’échange, le
temps de corrélation rotationnelle du complexe et le temps de relaxation électronique longitudinale
sont autant de paramétres a optimiser pour obtenir une relaxivité élevée. De plus, leur influence sur la
relaxivité varie en fonction du champ magnétique. Ainsi, des propriétés différentes sont requises pour

leur utilisation aux champs forts (7 a 9.4 T) ou aux champs classiques de I'IRM actuelle (0.5 4 1.5 T).

Aux champs moyens, la vitesse d’échange des molécules d’eau en premiére sphére ainsi que le temps
de corrélation rotationnelle du complexe sont particuliérement importants. De nombreuses études ont
été réalisées dans ce sens et leur influence sur la relaxivité est relativement bien comprise.”” Ce n’est
pas le cas de la relaxation électronique. D’une part, il n’existe pas de méthode simple permettant sa
détermination expérimentale."*®! D’autre part, la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan utilisée
jusqu’ici pour la description de la relaxation électronique ne permet pas de rendre compte des
phénoménes observés aux champs faibles & moyens.'"” Cependant, I’influence de la relaxation
¢lectronique n’est pas négligeable. En particulier, dans le cas des complexes macromoléculaires : un
temps de relaxation trop court peut conduire a une chute de relaxivité jusqu’a 30% aux champs actuels
de I’imagerie clinique !™”" Aux champs élevés (7 4 9.4 T), la relaxation électronique longitudinale est
lente quelque soit 1’architecture du complexe et affecte peu la relaxivité. Seuls le temps de corrélation
rotationnelle du complexe et la vitesse d’échange des molécules d’eau en premicre sphére de
coordination peuvent étre optimisés. Néanmoins, leur influence sur la relaxivité est moins importante
qu’a bas champ. Des relaxivités élevées peuvent étre toutefois atteintes par I’augmentation du nombre

de molécules d’eau en interaction avec le métal.

Une série de complexes de gadolinium(Ill) avec des ligands dérivés du picolinate ont été

précédemment ¢étudiés au laboratoire. Deux de ces composés présentent des propriétés
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particuliérement intéressantes. Ils sont représentés ci-dessous (Figure 1. 41). Le complexe avec le
ligand tpatcn3' posseéde 1’une des relaxations électroniques en champ nul les plus lentes décrites dans la
littérature.*”! Cependant, sa relaxivité est limitée par I’absence de molécules d’eau dans sa sphére de
coordination. Le complexe de Gd(III) avec le ligand tpaa® posséde deux molécules d’eau en sphére
interne et de ce fait, une relaxivité élevée.!'” Toutefois, une étude compléte du systéme est rendue

impossible par sa faible solubilité a pH physiologique.

[Gd(tpatcn)] [Gd(tpaa)(H,0),]

3-

Figure I. 41 : Complexes de Gd(III) avec les ligands picolinate tpatcn® et tpaa™.

Notre travail s’oriente selon les deux axes suivants : d’une part, améliorer la relaxivité du complexe
[Gd(tpatcn)] par I’incorporation d’une molécule d’eau dans sa sphére de coordination et, d’autre part,
augmenter la solubilité du complexe [Gd(tpaa)], afin de tirer parti de la présence des deux molécules

d’eau dans sa sphere de coordination.

Pour cela une série d’analogues octadentes du ligand Hstpatcn sera synthétisée. Ils sont obtenus en
remplacant un picolinate bidente par un groupement monodente (acétate, phosphonate et propionate).
Les structures des complexes sont représentées Figure 1. 42. L’étude de la série devrait permettre de
conclure quant a I’influence de I’architecture du complexe sur sa stabilité et ses les paramétres

déterminant la relaxivité : vitesse d’échange et bien sir, la relaxation électronique.

w? g @w? Ef S
OP\/
O O o

[Gd(bpatcn)(H,0)] [Gd(pbpatcn)(HZO)]' [Gd(ebpatcn)(H,0)]

Figure 1. 42 : Complexes mono-aqua dérivés du [Gd(tpatcn)].

Concernant le complexe [Gd(tpaa)], plusieurs stratégies peuvent &étre utilisées pour augmenter sa
solubilité. En général, un complexe est d’autant plus soluble en milieu aqueux que le nombre de
groupements hydrophobes est faible par rapport & la quantité de substituants hydrophiles. Aussi, la
solubilité¢ est meilleure pour les complexes chargés. Ainsi, nous avons tout d’abord envisagé de
substituer un groupement picolinate hydrophobe du ligand Hjtpaa par un groupement acétate
hydrophile. De ce fait, la coordination du ligand est réduite et le complexe formé posseéde trois
molécules d’eau dans sa sphére de coordination. L’étude d’un analogue bis-aqua anionique possédant

un groupement aspartate a ¢galement ét¢ envisagée. Les complexes sont représentés a la Figure 1. 43.
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[Gd(dpaa)(H,0);] [Gd(dpaba)(H,0),] [Gd(mpaten)(H,O);]

Figure I. 43 : Complexes bis-aqua dérivés du [Gd(tpaa)(H,O];] (a2 gauche) et du [Gd(tpatcn)] (2 droite).

Ils posseédent deux ou trois molécules d’eau dans leur premiére sphére de coordination et, de ce fait,
sont susceptibles d’avoir une relaxivité dans 1’eau élevée quel que soit le champ. Cependant, deux
facteurs limitent 1’utilisation de tels systémes en milieu physiologique et sont a prendre en compte :
premiérement, un nombre d’hydratation élevé se traduit souvent par une baisse de la stabilité du
complexe ; deuxiémement, la compétition avec des ligands endogénes comme les anions phosphate,
carbonate ou citrate ou les groupements carboxylate des chaines latérales des protéines, peut conduire
a une diminution de la relaxivité. Des ¢tudes récentes ont montré que 1’affinité des ligands endogénes

(194 Ainsi, afin de comparer les propriétés des

est fortement influencée par I’architecture du complexe.
tripodes a pivot «amine centrale» a celles d’un complexe construit sur une base 1,4,7-
triazacyclononane, un analogue bis-aqua du complexe [Gd(tpatcn)] sera également synthétisé : le
complexe [Gd(mpatcn)(H,0),] dont la structure est également représentée Figure 1. 43. Une étude
comparative sera réalisée sur les trois complexes [Gd(dpaa)(H,O);], [Gd(dpaba)(H,O),]" et

[Gd(mpatcn)(H,0),] afin d’étudier I’influence de leur architecture sur leur stabilité thermodynamique,

leurs propriétés de relaxivité et leur affinité pour les ligands endogenes.

Un intérét non négligeable de tous ces systémes réside dans leur « bimodalité ». En effet, tous les
ligands présentés ici incorporent des chromophores organiques. Le groupement picolinate compte
parmi les meilleurs chromophores qui sensibilisent I’Eu(IIl) et le Tb(III).'%! Ainsi, les complexes
correspondants seront évalués du point de vue de leur luminescence dans le visible. En effet,
I’influence de la géométrie dans laquelle le chromophore est arrangé autour du lanthanide sur son
efficacité de luminescence a trés peu été étudiée. Une étude systématique sur 1’ensemble des ligands

développés ici devrait permettre de dégager les facteurs importants.

Nous avons vu que les systemes émettant dans I’infrarouge sont particuliérement intéressants pour
leurs applications dans le domaine biomédical. Ainsi, nous avons également envisagé 1’étude d’un
systeme tripodal luminescent dans I’infrarouge. Le picolinate n’étant pas adapté a la sensibilisation des
ions Yb(III), Nd(III) et Er(Ill) émettant dans I’infrarouge, nous avons décidé de les remplacer par des

chromophores hydroxyquinoléine dont les propriétés de sensibilisation se sont avérées tres
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efficaces.'” Pour cela, des complexes avec un ligand analogue du ligand Hstpatcn possédant des

groupements hydroxyquinoléine seront étudiés (Figure 1. 44).

[Ln(thqten)]

Figure I. 44 : Structure du complexe avec le ligand thqten® (Ln =Nd, Yb, Er).

Ce manuscrit est organisé de la maniére suivante : aprés avoir présenté la synthése des ligands
(chapitre II), nous présenterons 1’étude des complexes de Gd(III) du point de vue de leur structure, leur
stabilité et leurs propriétés de relaxivité (chapitre III). Une nouvelle méthode de détermination directe
du temps de relaxation électronique sera présentée. Enfin, le chapitre IV sera consacré aux propriétés
de luminescence dans le visible des complexes avec les ligands dérivés du picolinate (Eu(III), Tb(III))
et a I’étude de la luminescence des complexes [Ln(thqtcn)] dans le proche infrarouge ( Ln =Yb, Nd,

Er).
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Synthése des ligands

I. Conception des ligands

Nous avons vu en introduction que la structure et 1’architecture du ligand ont une grande influence sur
les propriétés du complexe de lanthanide associé. Plusieurs stratégies ont été développées pour

encapsuler les ions lanthanides dans une structure aux propriétés prédéterminées.

La premicre approche est basée sur le principe clef-serrure : le ligand est constitué d’une cavité
coordinante dont les propriétés (taille, nombre, nature et disposition des atomes donneurs) sont

prédéfinies en fonction de I’ion a coordonner et des propriétés souhaitées.

Des ligands
macrocycliques (coronants)*! ou polycliques (cryptants)™ * sont utilisés. La préorganisation de ce type
de récepteur vise a minimiser le colt entropique de la complexation. Plusieurs exemples de complexes
luminescents avec des cryptants de Lehn ont été décrits en introduction.”! La difficulté dans le
développement de ce type de ligands réside dans 1’ajustement de la cavité a la taille de 1’ion considéré
ce qui rend le contrdle de la sphére de coordination du métal délicat. Une petite modification des
groupes fonctionnels peut se traduire par une variation importante de la taille de la cavité, et donc de la

stabilité du complexe.

Pour pallier a ces difficultés, une deuxiéme approche, basée sur le concept d’ajustement induit a été
développée.”) Cette approche prend en compte la flexibilité des ligands : la cavité de coordination est
construite par « enroulement » du ligand autour de 1’ion métallique qui joue alors le role d’un agent
template. L’absence de préorganisation des ligands défavorise entropiquement la complexation. Ce
sont des interactions secondaires intramoléculaires entre les ligands qui vont agir sur la stabilité¢ des
édifices formés. Ces interactions sont dirigées par le ligand et par les propriétés structurales (taille,

géométrie) et électroniques du complexe.”

Ainsi, cette approche permet un meilleur contréle de la
sphere de coordination du complexe. L’utilisation de ce principe a donné naissance a de nombreuses

familles de ligands : les macrocycles ramifiés, les auto-assemblages et les podants (Figure 1. 1).
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{

Macrocycle ramifié <

Podant

Auto-assemblage '/2

Figure II. 1 : Représentation schématique des différentes familles de ligands flexibles.

De nombreux exemples d’utilisation de cyclénes fonctionnalisés, de type DOTA* ou DO3A’ ont été
vus en introduction. Ces ligands forment des complexes extrémement stables avec les ions Ln(III).
Nous avons vu en introduction que ce sont les ligands les plus utilisés actuellement pour le
développement d’agents de contraste et de sondes luminescentes.® "

Des auto-assemblages en triple-hélice ont également été synthétisés au laboratoire du Pr. C.

121 Ces hélicates permettent I’accés & de nouveaux systémes hétérobimétalliques d-f.l"*! En

Piguet.!
choisissant un métal d approprié, ces édifices supramoléculaires peuvent posséder des propriétés
magnétiques ou spectroscopiques intéressantes.

La derniére famille est constituée des ligands podants. Parmi eux, les polyaminocarboxylates linéaires
dérivées de ’"EDTA™ ou de la DTPA™ ont été largement étudiés pour le développement d’agents de
contraste.!"" Le principal inconvénient de ces systémes est leur faible symétrie et leur flexibilité
importante. De plus, ils conduisent majoritairement a des complexes anioniques présentant une grande
osmolarité en milieu physiologique. Les ligands tripodes constituent une approche intermédiaire entre
I’utilisation de récepteurs rigides et celle des ligands linéaires flexibles. Ils allient a la fois
prédisposition et stabilité des complexes formés a une cinétique de complexation rapide apportée par
une structure ouverte flexible. Plusieurs motifs (ou ancres) permettent d’accéder a 1’élaboration de
ligands tripodes : le motif amine tertiaire pour lequel trois fonctions coordinantes sont reliées a un
azote central par des ponts méthylénes (ou éthylénes), le motif tren'*! pour lequel un azote central est
en général lié a trois fonctions amide par des ponts éthylénes et la plateforme 1,4,7- triazacyclononane

(tacn). Ces trois motifs sont représentés ci-dessous avec un exemple d’application (Figure II. 2).
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(0] N\ S\ O
NH N HN
—
7 N\ j 7\ A N N = N" N
OH |~ HO | i | N~
N o N _N_AL N \‘\N 'y
/ \ \ N
(0] (0] R R/N
\OH _N R R
\ R R

I‘\J 6}

tren-Me-3,2-hopo R=H tpa R=H tmptacn
R=COOH Hjtpaa R=COOH Hjtpaten

Figure II. 2 : Principaux motifs conduisant a la synthése de ligands tripodes et exemples de ligands.

Les motifs utilisés pour la chimie de coordination des lanthanides(IIl) ont été empruntés a la chimie

des métaux de transition. Le motif tren a largement été utilisé pour la complexation des métaux de

16-19

transition!'*'”, puis pour celle des Ln(III). Par exemple, le groupe de K.N. Raymond a développé une

série de ligands dérivés du ligand tren-Me-3,2-hopo dont les complexes de Gd(III) possédent des

13201 ¢ principal avantage du motif tren réside dans la facilité de

propriétés de relaxivité intéressantes.!
synthése des ligands et dans son adaptabilité. En effet, différents groupements peuvent étre incorporés
par la formation d’une liaison amide avec les amines primaires terminales. Cependant, le groupement
carbonyle peut agir comme groupement coordonnant comme dans le cas du ligand tren-dpaam

développé par C. Piguet et ses collaborateurs.”"

N\ Nj /N N o
/7\N “ /7\
O O ‘ A QNT
fN) N _~
T
tren-dpaam

Figure II. 3 : Structure du ligand tren-dpaam.

Les tripodes possédants des ponts méthylénes sont plus cotliteux en synthése organique mais donnent
lieu a la formation de systémes plus rigides. Ils sont utilisés depuis longtemps pour la complexation
des métaux de transition comme le Cu(I)** ! et le Fe(I)* en vue de développer des modéles
fonctionnels et structuraux des sites actifs de métalloprotéines ou d’enzymes. Par exemple, le ligand

25 . .
7.1 Les premiers essais

tpa a été synthétisé pour la premicre fois par G. Anderegg et F. Wenk en 196
d’utilisation du ligand tpa pour la complexation des lanthanides ont été réalisés au laboratoire. Des
complexes 1 : 1 stables dans le méthanol ont été obtenus ; cependant, ils se dissocient partiellement
dans I’eau.” En vue d’augmenter la stabilité du complexe, le ligand Hstpaa a été synthétisé et les
complexes de Gd(III) associés possédent des propriétés de relaxivité intéressantes.”” Enfin, nous
avons vu en introduction que, le ligand 1,4,7-triazacyclononane ainsi que ses dérivés s’averent étre
également des bons ligands des métaux de transition et sont utilisés pour le développement de mimes

28,29

de sites actifs de métalloprotéines.” *! En particulier, la structure et les propriétés de complexation de
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plusieurs cations (M = Na®, Ca®", Cu®", Zn*",...) par le ligand tmptacn ont été étudiées’™ *'\. La
coordination du Ni(II) avec 1’analogue pentadente dmptacn a également été étudiée par le groupe de
L. Spiccia (Figure II. 4).5% Toutefois, il faut noter que la synthése des composés dissymétriques est

beaucoup plus délicate que celle des composés symétriques et souvent peu reproductible.

NN
N N |
Ho Ny

dmptacn

Figure II. 4 : Structure du ligand dmptcn. B2

De maniére analogue au ligand Hjtpaa, un ligand nonadente (tpatcn) possédant trois unités picolinate
greffées sur le pivot 1,4,7-triazacyclononane a été développé au laboratoire.*” 11 forme un complexe
stable en solution aqueuse avec I’ion Gd(III) qui posséde une relaxation électronique
exceptionnellement lente a bas champ, a I’origine d’une relaxivité particuliérement élevée pour les

faibles valeurs de champs magnétiques.
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I1.Ligands tripodes a pivot 1,4,7-triazacyclononane

IL.1.  Synthese et caractérisation des ligands a motif

picolinate

Le complexe de Gd(III) du ligand Hstpatcn posséde une relaxation électronique intéressante.
Toutefois, son utilisation en tant qu’agent de contraste pour I’IRM est limitée par sa faible relaxivité
due a I’absence de molécules d’eau dans sa sphere de coordination. Des modifications structurales du
ligand Hstpaten ont donc été envisagées afin d’y incorporer des molécules d’eau. Une série de ligands
octadentes et un ligand heptadente, analogues du ligand Hstpatcn, ont été synthétisés (Figure II. 5).
Différents groupements R;, R, et R; ont été incorporés afin d’étudier leur influence sur la structure des

complexes en solution, leur stabilité et également leur propriétés de relaxivité.

T\ P P
NN N N
\ ’\NL\I\ = X MNL\I* AN A V\NA\];O
A N ‘ ‘ | ‘
| New _N R N~ _N I OH
N " on
o~ © Ho o 0”7 “OH HO™ Y0 o

OH
0~ "OH
Hjtpaten R, = ~~¢°  Hjbpaten H;mpatcn
OH
o)
R,= ~Hon Hjebpatcn

HO

oH Hjpbpaten

Figure II. 5 : Le ligand Hjtpatcn et ses analogues.

Pour ces quatre nouveaux ligands, les azotes du 1,4,7-triazacyclononane sont substitués de maniére
dissymétrique. La synthése sélective de triazacyclononanes (tacn) non symétriques implique la

différenciation des trois azotes du macrocycle et est délicate. Plusieurs techniques de syntheéses de

1,4,7-triazacyclononane mono- et disubstituées ont été reportées dans la littérature.**

N N N
\V\NA‘\ S V\NA‘\ S V\NA‘\
/ /
R N — N R N I — _N o N
RX
HO o HCl 0”7 Okt E0” O 07 okt E0” YO
|

N
0" OH ou KOH
Figure II. 6 : Analyse rétrosynthétique des ligands H;bpatcn, Hzebpaten et H;pbpaten.

Une analyse rétrosynthétique rapide (Figure II. 6) indique que les trois ligands H;bpatcn, Hsebpaten et

Hipbpatcn peuvent étre obtenus a partir du méme intermédiaire disubstitué I. Une fois cet
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intermédiaire clé obtenu, le troisiéme bras peut étre ajouté par substitution nucléophile de 1’amine
secondaire du composé I par des halogénures d’alkyle (ou de phosphonyle) RX.

Notons également que la protection des acides carboxyliques sous forme d’esters facilite la
purification des ligands. En effet, au contraire des dérivés acide carboxylique qui ne sont solubles
qu’en milieu aqueux, les esters sont solubles dans les solvants organiques et peuvent étre purifiés par
les techniques classiques (extraction, chromatographie sur gel de silice ou d’alumine,...). Nous avons
choisi une protection par des esters éthyliques car celle-ci est largement utilisée pour les acides
picoliniques. Leur hydrolyse pourra ensuite étre réalisée en milieu acide (HCI 6M a reflux)** ou dans
des conditions basiques (KOH dans un mélange éthanol/eau a reflux).l?’->*3!

La difficulté de la synthése réside alors dans 1’obtention de I’intermédiaire 1. Cela nous conduit donc a

examiner les différentes possibilités de synthéses décrites dans la littérature.

II.1.1. Etude bibliographique : réaction de bisubstitution

Nous avons vu au paragraphe précédent que les ligands dérivés du 1,4,7-triazacyclononane forment
des complexes stables avec les métaux de transition. Ces composés peuvent étre utilisés dans la
médecine inorganique, comme photosensibilisateurs dans des cellules solaires, comme modéles
d’enzymes ou encore comme catalyseurs de réactions organiques.’® Dans le but d’ajuster plus
finement I’environnement de coordination autour du métal, les ligands dissymétriques sont de plus en
plus étudiés. Quatre voies de synthése sont principalement utilisées: les réactions de
protection/déprotection sélectives, la synthése par un intermédiaire orthoamide, les réactions de

cyclisation et la synthese directe.

- Protection / déprotection sélective

Des réactions de protection ou de déprotection du 1,4,7-triazacyclonane ont été étudiées avec divers
groupements. Parmi ces méthodes, la déprotection sélective du tacn tritosylé est la plus couramment
utilisée. En effet, la synthése « classique» du 1,4,7-triazacyclononane par cyclisation conduit a

B739) La déprotection des groupements tosyles a logiquement été étudiée. Le

I’intermédiaire tri-tosylé.
traitement du tacn tri-tosylé par un mélange acide bromhydrique/acide acétique en présence de phénol

conduit au dérivé mono-tosylé de facon parfaitement sélective avec un rendement de 91% (Figure I1.
7). 140,41

Ts HBraq " R R
N CH3CO,H, A N RX N HySO, N
—_—
I( \ 91% HN( \N N( \N env. 60% N( \NH
Ts™ ~— "Ts ~—" "Ts R™ ~— "Ts R™ —

Figure II. 7 : Fonctionnalisation a partir de déprotections sélectives du tacn tri-tosylé.

Des développements récents par les équipes de W.G. Jackson et M. Schroder ont conduit au dérivé di-

tosylé avec un rendement de 62%.1*>*]
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Synthése des ligands

La mono-benzoylation sélective du tacn a également été étudiée par N. A. Meanwell et al. La réaction
du tacn avec le chlorure de benzoyl en présence de butyl lithium donne lieu a la formation d’un
mélange 20 : 1 de produits mono- et di-substitué respectivement, avec un rendement global de 85%

(Figure II. 8).* La réduction du groupement benzoyl permet de libérer 1’amine secondaire.

2.2 nBui OY© Y©
H 1 CgH5COCI RX Ni Raney H

) N N\ =

0,
NH 80% HN NH N R/N N\R

Figure II. 8 : Fonctionnalisation du tacn par mono-benzoylation sélective.

De méme, D. Sherry et Z. Kovacs ont développé une méthode de protection sélective de deux azotes
du tacn par des groupements fer-butoxycarbonyl (Boc) ou benzyloxycarbonyl (Z) (Figure II. 9).1*!
L’utilisation  du  ter-butoxycarbonyloxyimino-2-phenyl  acétonitrile = (Boc-ON) et du
benzyloxycarbonyloxyimino-2-phenyl acétonitrile (Z-ON) permet d’isoler les produits diprotégés avec

des rendements de 74% et 75% respectivement.

SRy
00 5"‘
Boc Boc
H ‘ ‘ TFA/CH,CI, H
N 2eq N\ RX (Nw ou HCI/EtOH (Nw
HN N. N NH
HN NH EtsN, CHCls Boc N Negoc N

74%

Figure IL. 9 : Di-protection sélective du tacn par le groupement Boc.

[46-48]

D’autres études ont été réalisées mais aucune méthode directe d’obtention du dérivé mono-

protégé avec de bons rendements n’a été mise au point.

Finalement, la préparation du composé di-trifluoroacétylé (di-TFA tacn) avec un rendement de 74% a

été réalisée par D. Moore et al'*” par réaction du tacn avec le trifluoroacétate d’éthyle en excés (Figure

1L 10).

EtOTFA
EtsN OYCFS OYCFs NaOH
4 “\ - ( \ - 4 H\
0,
HN NH  94% \f N NH
CF3 CF3

Figure II. 10 : Fonctionnalisation du tacn par di-protection sélective par un groupement trifluoroacétyle.
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- Voie orthoamide

Cette méthode de protection est spécifique au 1,4,7-triazacyclononane. C’est 1'une des voies les plus
utilisées pour la synthése de tacn N-fonctionnalisés avec des groupements alcéne, alcyne, acide
carboxylique , ester, phénolate...

Les trois amines réagissent avec un équivalent d’orthoformate d’éthyle pour former le 1,4,7-
triazacyclo[5.2.1.0*'°]-decane."- °!] Cet orthoamide est ensuite traité par un équivalent d’halogénure
alkyl pour donner, aprés hydrolyse, le dérivé mono-alkylé et formylé avec des rendements de 60 a
90%.*°" Des méthodes d’accés au dérivé di-alkylé sont également décrites.”™ Il faut noter que cette

méthode permet une différentiation totale de trois azotes du cycle (Figure II. 11).5¢

Oy _H Os_H
KOH
N 2RX[ x EtOH ”
NH HN N N N N

H,0 L] R__J'R RL_I'R
%antitati/(
Os_H

N

NH NI

R'X \
OsH
N KOH N
[N EtOH H
N

NN RL_JR
R R

—Q KOH
N % RX N H20 EtOH N
H —© +J H
NHHN" 75809 N 0% N Ng - NH N

Figure II. 11 : Fonctionnalisation du tacn par formylation sélective.

- Cyclisation

Plusieurs techniques de synthése des macrocycles polyazotés décrites dans la littérature font appel a la
cyclisation sous haute dilution™’ ou par effet template./*” Cependant, les méthodes les plus utilisées
sont dérivées de celle de J. E. Richman et T. J. Atkins impliquant la cyclisation d’un sel de tosylamide
linéaire avec un thiol di-tosy1é."*”

Plus particuliérement, deux méthodes de connexion du cycle tacn ont été utilisées pour la synthése de

1,4,7-triazacyclononnane dissymétriques (voies A et B). Elles sont représentées Figure 11. 12.

(voie A) [ x
R >NH HNC
[Nx ﬁ OTs TsO,

S (g

NH,

Figure II. 12 : Méthodes de connexion du cycle tacn.
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Des essais de cyclisation dissymétrique par la méthode classique de Richman et Atkins (voie A) ont
été réalisés avec une amine benzylée (R = Bn). Cependant, ’amine centrale portant le groupement

benzyle est plus nucléophile que les amines terminales. Son attaque nucléophile sur un des tosylates

est privilégiée et conduit a la formation préférentielle de la pipérazine (Figure II. 13).1"- 62
Me Me

7 NHTs 1. NaH, THF, A
BnN

2. (CH,OTs),, DMF, 120°C
NHTs
Me

BnN NTs

Figure II. 13 : Réaction nucléophile secondaire pour R; =Bn (méthode A).

Cet écueil a pu étre évité en remplagant le groupement protecteur Bn par un groupement formyl.[”

Toutefois, la méthode la plus utilisée consiste en la réaction du N,N’-ditosylethylene diamine
ditosylate sur une amine primaire (voie B). Par cette méthode, des dérivés benzylés (R = Bn) et alkylés
(R = Bn, CH,CH,OH, CH,CH,CH,0H, CH,CH,COOtBu, CH,CHOHCH, OH, CH,CHOHCHj;) ont

été obtenus avec de bons rendements (82 a 92%).16+¢¢!

Des séquences de cyclisation-réduction impliquant la réaction du bis-(chloroacetamide) avec une
amine primaire ont également été envisagées (Figure II. 14). Toutefois, les rendements sont faibles

(entre 15% et 40% apres réduction).” %

o
N .
NJK/(] 1. Na,COj, LiBr \N/\

CH4CN, A

QN{CI 2. LiAIH,, THF, A
/

Figure II. 14 : Séquence de cyclisation réduction.

- Synthése directe

L’obtention sélective de I’intermédiaire disubstitué par synthése directe est délicate et conduit a un

mélange des composés mono-, bi- et tri-substitués dans des proportions statistiques. '*"!

Les meilleurs rendements en produit bi-substitué ont été obtenus par J. Huskens et D. Sherry. Ceux-ci
ont obtenu le composé tBu,NO2A par substitution nucléophile de 1’ester fer-butyl bromoacetate sur le
tacn avec un rendement de 50% (Figure II. 15). Ils ont montré que la formation du dérivé tri-substitué
pouvait étre inhibée par protonation sélective d’une des trois fonctions amine du triazacyclononane

par ajout d’un équivalent d’acide trifluoromethane sulfonique TfOH.!?!
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COOtBu COOtBu
H 2 N ( ( H
N Br COOtBu N N N
o OIS
2 tBuOk
HN_  NH | TioH N NW HN\_/NW HN N
tBuOH COOtBu  COOtBu COOtBu COOtBu
9% 50% 9%

Figure II. 15 : Synthése directe du tBu,NO2A.

L. Spiccia et ses collaborateurs ont décrit en 1994 la disubstitution sélective du tacn par le chlorure de
picolyle dans I’eau. La sélectivité est contrélée par le pH, maintenu a 9 par ajouts successifs de NaOH
(Figure II. 16).”% Cependant, des problémes de reproductibilité ont amené les auteurs a utiliser une

autre méthode de synthése lors de leurs nouvelles études.®

=
> S
H N/ Cl
N -Hcl N
( \ .3 HCI ( \
HN N

HN NH Hy0, pH 9, ta
50%

N7
2

Figure II. 16 : Synthése directe du dmptcn.

- Bilan de I'étude bibliographique

Au vu de la littérature, les méthodes de fonctionnalisation spécifiques du tacn présentent les avantages

et les inconvénients suivants :

- Les méthodes par protections et déprotections successives ont I’inconvénient majeur de
multiplier les étapes de syntheses. De plus, ce phénomene est exacerbé lors de I'utilisation de
groupements protecteurs non orthogonaux (comme dans le cas des groupements éthyle, tosyle
et formyle utilisés ici). Surtout, les conditions de déprotection (acide/base ou hydrogénation

catalytique) sont incompatibles avec la présence d’esters ou de pyridines.

- La méthode par cyclisation présente 1’avantage d’éviter 1’achat de tacn commercial tres
couteux (~80 €/ 1g, Chematech) méme si, ici encore, de nombreuses étapes de synthése sont
nécessaires. De plus, la cyclisation est fortement dépendante de la présence des groupements
tosyle sur les amines, qui permettent d’une part, de contréler la nucléophilie des amines

61, 62]

terminales! et d’autre part, de placer la triamine dans une conformation favorable a la

cyclisation, en empéchant la libre rotation autour des liaisons voisines des groupes NTs.

- La synthése directe est la plus avantageuse car elle permet de limiter le nombre d’étapes de

syntheése. De plus, des rendements jusqu’a 50% en bi-substitué ont déja été obtenus par
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L. Spiccia et ses collaborateurs. Les principaux inconvénients de cette méthode sont liés au
manque de reproductibilité et aux difficultés de purification. Afin de faciliter la séparation des
trois dérivés mono-, bi- et tri-substitués, nous avons opté pour la synthése des esters
correspondants. Notons également que dans notre cas, le produit secondaire mono-substitué
n’est pas synthétisé a perte car il sera utilisé comme produit de départ pour la synthése du
ligand Hsmpatcn. De méme, le produit tri-substitué est un intermédiaire dans la synthése du
ligand Hstpatcn. Les conditions de réaction ont été étudiées pour d’une part optimiser le

rendement de bisubstitution et, d’autre part, améliorer la reproductibilité de la synthése.

I1.1.2. Synthése du 1,4-bis[6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-

1,4,7-triazacyclononane par syntheése directe

L’influence de différents facteurs sur la sélectivité de la réaction de substitution directe a été étudiée :
la steechiométrie (nombre d’équivalents de base et d’amine), le solvant, la base et la dilution. De
nombreux essais ont été réalisés au laboratoire en faisant varier ces paramétres. Ils sont récapitulés

dans le Tableau II. 1.
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N° Nature dela | Nbre d’eq Nbre d’eq Nature du C Rdt | Rdt Rdt Rdt
base de base de tacn solvant (M) | TRI BI MONO Total
Influence du solvant
1 iPr, EtN 7.5 1.5 CH,CN 0.05 36 39 10 85
2 iPr, EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
3 iPr, EtN 7.5 1.5 CHCl4 0.05 21 41 20 81
4 iPr, EtN 7.5 1.5 DMF 0.05 18 48 14 80
Influence de la base
5 iPr, EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
6 Et;:N 7.5 1.5 EtOH 0.05 6 54 20 80
7 MesNCHg 7.5 1.5 EtOH 0.05 -
8 iPr, EtN 4.5 1.5 EtOH 0.05 3 36 13 52
9 K,CO4 4.5 1.5 EtOH 0.05 17 19 9 45
10 CsCO4 4.5 1.5 EtOH 0.05 21 27 11 59
Influence du nombre d’équivalent de base
11 iPr,EtN 4.5 1.5 EtOH 0.05 3 36 13 52
12 iPr,EtN 6 1.5 EtOH 0.05 8 53 9 70
13 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
14 iPr,EtN 8 1.5 EtOH 0.05 12 52 11 75
Influence du nombre d’équivalent de triazacyclonane
15 iPr,EtN 7.5 3 EtOH 0.05 0 49 27 76
16 iPr,EtN 7.5 2.5 EtOH 0.05 2 53 24 79
17 iPr,EtN 7.5 2 EtOH 0.05 3 59 19 81
18 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
19 iPr,EtN 7.5 1 EtOH 0.05 29 44 7 20
Influence de la concentration
20 iPr, EtN 7.5 1.5 EtOH 0.01 0 32 25 57
21 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
22 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.1 10 56 17 83
23 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.5 16 58 13 87
Conditions optimisées
24| iPnENN | 7.5 | 2 | EOH | o5 ] 5 | 62 | 18 | 85

Tableau II. 1 : Etude de ’influence de différents facteurs sur les rendements de bisubstitution du tacn.
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Les conclusions sont les suivantes :

- Le choix de la base est primordial (Tableau II. 1, N° 5 a 10). L’utilisation d’une base azotée
défavorise la formation de produit tri-substitué, au profit du di-substitu¢. Le rendement de
bisubstitution a ét¢ multipli¢é par trois en passant du carbonate de potassium a la
diisopropyléthylamine. Cependant, dans le cas de bases moins encombrées comme la
triéthylamine et la méthylpipéridine, la formation du produit de condensation du dérivé chloré

sur la base est observée.

- Le choix du solvant est également important (Tableau II. 1, N° 1 a 4). D’une maniére
générale, la réaction de substitution nucléophile (Sx2) est défavorisée par 1’utilisation de
solvants polaires et protiques puisqu’ils stabilisent le nucléophile. De méme, dans le cas des
solvants aprotiques, le nucléophile est d’autant plus stabilisé que le pouvoir dissociant du
solvant est fort. Nous observons en effet une baisse de réactivité lors de 1’utilisation de DMF
par rapport au chloroforme et a 1’acétonitrile, plus polaires. Cette baisse s’accompagne d’une
diminution de la formation de dérivé tri-substitué au profit du dérivé bi-substitué. Des
rendements de 39 a 48% en bisubstitué ont été obtenus. Nous pouvons noter que des
rendements de bisubstitution similaires ont été observés dans le chloroforme et 1’acétonitrile et
que la trisubstitution est favorisée en milieu acétonitrile. Cette observation va a I’encontre de
ce qui était attendu en considérant la polarité des solvants. Ceci est probablement li¢é au
ralentissement global de la réaction dans le chloroforme 1ié d’une part a la plus faible
solubilité du nucléophile et, d’autre part, a une température de réaction inférieure (Eb(CHCI;)
= 61°C au lieu de Eb(CH;CN) = 82°). Tous parametres étant égaux par ailleurs, 1’utilisation

d’un solvant protique comme 1’éthanol favorise la bisubstitution. Le rendement est de 55%.

- L’influence du nombre d’équivalents de base et de tacn a également été examinée (Tableau II.
1, N° 11 a 19). L’augmentation de la quantité de base déplace 1’équilibre jusqu’a atteindre un
rendement maximal en bisubstitué pour 7.5 équivalents de iPr,NEt. Tous paramétres étant
égaux par ailleurs, les quantités de tacn ajoutées modifient la répartition statistique des
produits de substitution. Le rendement de bi-substitution est maximal lorsque le dérivé chloré

et le tacn sont ajoutés dans les proportions stoechiométriques 1 : 1.

- La concentration du milieu réactionnel a également une faible influence sur la sélectivité de la
réaction (Tableau II. 1, N° 20 a 23). Alors qu’un milieu trés dilué (0.01 M) conduit a un
rendement global trés faible (57%) et une augmentation des produits de dégradation due a un

temps de réaction plus long, de faibles variations du rendement global de la synthése sont
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observées a des concentrations de 0.05 M a 0.5 M, pour lesquelles il est voisin de 85%
environ. Toutefois, le rendement de bisubstitution est d’autant plus important que le milieu est
concentré : la formation du dérivé bi-substitué est favorisée par rapport a celle du mono-

substitué.

Finalement, nous avons montré que I’intermédiaire 1 (ou dérivé 4a) peut étre obtenu de maniére
reproductible avec un rendement de 62% par substitution nucléophile du dérivé chloré 3 (1 équivalent)
sur 2 équivalents de tacn.3HCI, en présence de 7.5 équivalents de diisopropyléthylamine dans
1I’éthanol a reflux (a une concentration de 0.5 M). Un mélange de produits mono- (5%), bi- (62%) et
tri-substitués (18%) est obtenu (Figure II. 17). Les trois produits sont séparés facilement par

chromatographie sur colonne d’alumine.

=
= \
x SN | SN” O COOEt
| COOEt H
H 1 Etooc” N COOEt N\ N
3
2 ( \ -3Hal Q \ v HN N * HN \N
7.5 iPr,NEt
HN___NH EtOH, A \ N
N/ N N
E000 | Et00C” X Etooc”
4a 4b
5% 62% 18%

Figure IL. 17 : Synthése des dérivés bi- (4a) et mono-substitués (4b) a partir du tacn. 3HCL.

Des préparations sur une échelle de 100 mg a 1g de produit final ont été réalisées. Les rendements
obtenus sont reproductibles. Notons que 1’excés de triazacyclononane est recyclé. L’amine n’ayant pas
réagi est précipitée dans le dichlorométhane et séparée par filtration. Aprés réaction avec une solution

aqueuse d’HCI 1M, on obtient a nouveau le produit de départ tacn. 3 HCI.

I1.1.3. Syntheése et caractérisation des ligands Hsbpatcn,

Hsebpatcn, Hspbpatcn et Hzmpatcn

- Ligand Hs:bpatcn

La substitution nucléophile, en milieu anhydre, du chloroacétate d’éthyle sur le composé 4a en
présence de K,CO; comme base, dans ’acétonitrile, permet d’obtenir le triester 5 avec un rendement
de 56%. Aprées saponification des esters dans une solution eau/éthanol de KOH, le ligand Hibpatcn est

obtenu avec un rendement de 71% par cristallisation dans I’eau a pH 1.5 (Figure II. 18).
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SN” > COOEt SN COOE N~ COOH
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HN N KaCO3 EOOC. N N, H2O/EtOH, A HOOC._N N
CH4CN, A N 71% —
N~ 56% N7 N7
EtOOC EtOOC HOOC
4a 5 Hsbpatcn

Figure II. 18 : Synthése du ligand H;bpatcn.

Le spectre RMN 'H du ligand Hsbpaten dans D,O, a 25°C et a pD = 4.2 ne présente que huit
résonances. Les protons éthyléniques du triazacyclononane apparaissent sous la forme de trois
singulets larges (0 = 3.33, 3.41 et 3.54 ppm). Les protons CH, du groupement acide acétique
apparaissent sous la forme d’un singulet a 3.81 ppm. De méme, les protons CH, en o du groupement
acide picolinique donnent lieu a un singulet a 4.34 ppm. Les protons de la pyridine donnent naissance
a deux doublets (0 = 7.54 et 7.76 ppm) et a un triplet (6 = 7.94 ppm) (Figure II. 19). Ces observations
suggerent la présence de plusieurs conformeéres en solution, dont I’échange rapide donne une symétrie

moyenne C,.

Binl;

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25

Figure IL. 19 : Spectre RMN 'H, Hsbpatcn, D,0, 25°C, pD = 4.2
(#, glycérol provenant de I’électrolyte du pH-métre).

Des cristaux du ligand sous la forme Hibpaten. 2 HCI. 4 H,O ont été obtenus par lente évaporation

d’une solution aqueuse de ligand a pH = 1.5. La structure est présentée Figure II. 20.
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Figure II. 20 : Diagramme ORTEP du ligand (Hsbpatcn)Cl,. H,O (ellipsoide de probabilité a 30%).

Le composé cristallise avec une molécule d’eau dans le groupe d’espace P-1 du systéme triclinique.
Les trois acides carboxyliques sont protonnés, ainsi que les deux amines du triazacyclononane portant
les groupements acide picolinique. Cette observation est en accord avec le résultat des études

potentiométriques qui seront présentées au chapitre 11 (§ 1).

- Ligand Hzebpatcn

Pour la synthése du ligand Hiebpaten, des conditions similaires a celles utilisées pour son analogue
Hsbpatcn ont tout d’abord été envisagées en remplagant uniquement le chloroacétate d’éthyle par le
chloropropionate d’éthyle. Cependant, un faible avancement de la réaction a été observé. Nous I’avons
associ¢ a une diminution du caractére électrophile du carbone en B de la fonction ester, due a un
affaiblissement de 1’effet électroattracteur de 1’ester par 1’augmentation de la longueur de la chaine
carbonée. Une base plus forte a donc été utilisée pour compenser cette baisse de réactivité.’*) En effet,
la méme réaction en présence de triéthylamine permet d’obtenir le triester 6 avec un rendement de
45%. La saponification des esters éthyliques conduit au ligand Hsebpatcn avec un rendement de 39%
(Figure II. 21). Au vu de la tres forte solubilité du ligand dans 1’eau et de la faible quantité mise en jeu

(109 mg), celui-ci a été purifié par HPLC (gradient H,O/CH;CN/TFA) plutét que par cristallisation.
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N7 COOEt SN COOEt N” "COCH
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4a 6 Hiebpatcn

Figure II. 21 : Synthése du ligand Hzebpatcen.

Le spectre RMN 'H du ligand Hsebpatcn dans D,O, a 25°C et a pD = 2.4 présente neuf signaux
distincts (Figure II. 22). Les protons éthyléniques du triazacyclononane apparaissent sous la forme
d’un singulet (5 = 3.57 ppm) et de deux doublets (6 = 3.67 et 3.71 ppm). Les protons CH, en o de
I’acide carboxylique se présentent sous la forme d’un triplet (& = 2.68 ppm) de méme que ceux en [
(6 = 3.64 ppm). De manicre similaire au ligand Hsbpatcn, les protons CH, en o du groupement acide
picolinique sont équivalents. Ils apparaissent sous la forme d’un singulet a 4.53 ppm. Les protons de la
pyridine donnent naissance a deux doublets (3 = 7.63 et 8.06 ppm) et a un triplet (5 = 7.95 ppm). Ce

spectre est également en accord avec une symétrie C, du ligand en solution.

(CHy)ten

Ho Hy

Hq2
Hs

,___,_MJU& U

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0

Figure II. 22 : Spectre RMN 'H, H,ebpatcn, D,0, 25°C, pD =2.4.
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- Ligand H,pbpatcn

Plusieurs méthodes de fonctionnalisation d’un ligand azoté par un acide phosphorique sont décrites
dans la littérature. La synthése la plus directe consiste en une réaction « one pot » de 1’amine avec
I’acide phosphorique en présence de paraformaldéhyde dans I’acide chlorhydrique (HCI 6M) a reflux.
Cependant la purification, souvent laborieuse, est a l’origine d’une grande disparité dans les
rendements obtenus. En effet, si C. Platas-Iglesias et al ont décrit un rendement de 40% pour la
synthése du ligand Hgbpeda-p (N,N’-bis(6-carboxy-2-pyridylmethyl)ethylenediamine-N,N’-
methylenephosphonic acid),”* 1’équipe de S. Aime n’a obtenu qu’un rendement de 5% pour la

synthése du ligand PCP2A par cette méthode.”” Les deux ligands sont représentés Figure II. 23.

le) X
o AH P—OH L
*T:OH (" “oH HOOC, N
N N
/\/N A\
N {_N_> COOH
X Z\ )
| N S | H203P
4 COOH
COOH
Hbpeda-p PCP2A

Figure II. 23 : Exemples de ligands phosphorylés.

Un essai de synthése directe a toutefois été réalisé. Cependant, la méthode a été abandonnée suite aux
problémes rencontrés lors de la purification.

Une alternative consiste a dissocier la synthése « one pot» préalablement décrite en deux étapes
consécutives afin de mieux contréler la réaction et de faciliter le traitement et la purification. L’ester
phosphonique est tout d’abord obtenu par une réaction de Mannich in situ entre le ligand azoté et un
tri-alkyl phosphite en présence de paraformaldéhyde. La déprotection des esters dans une deuxiéme
étape conduit a 1’acide phosphorique souhaité. De nombreuses réactions utilisant le triethyl phosphite
commercial ont été reportées.’® ") Cependant, I’équipe de H. C. Manning a montré que I"utilisation du
tri-ter-butyl phosphite permet de limiter les réactions secondaires et de faciliter la purification.”® Nous

avons donc privilégié cette méthode.

Le ligand Hjpbpatcn a été synthétisé a partir de 1’amine secondaire 4a et du tri-ter-butyl phosphite 7,
en présence de para-formaldéhyde (Figure I1. 24).
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Figure II. 24 : Synthése du ligand H;pbpatcn.

Le tri-fer-butyl phosphite a été préalablement obtenu avec un rendement de 92% selon la procédure
décrite par H. C. Manning et al, par réaction du fer-butanol sur le trichlorure de phosphore dans
I’éther anhydre a 0°C en présence de triethylamine. Ensuite, le composé 4a est mélangé a température
ambiante avec le paraformaldéhyde dans le THF anhydre. Le sel d’iminium ainsi formé réagit avec le

phosphite 7 a 50°C, pour donner I’ester 8 avec un rendement de 69%.

Au vu des difficultés de purification rencontrées lors des synthéses « one pot » (HCI a reflux), nous
avons préféré réaliser, pour I’hydrolyse des esters éthyliques et fer-butyliques, deux étapes de
déprotection successives (conditions plus douces). Les esters éthyliques sont d’abord saponifiés par
une solution de potasse dans un mélange H,O/EtOH a reflux puis le produit brut est ensuite hydrolysé
par I’acide trifluoroacétique pur, a température ambiante. Le ligand Haipbpatcn est obtenu aprés

purification par HPLC avec un rendement de 36%.

Le spectre RMN 'H du ligand Hspbpaten (D,0, 25°C, pD = 2.2) indique la présence de sept signaux
distincts. Les protons éthyléniques du triazacyclononane apparaissent sous la forme de deux singulets
larges (& = 3.71 et 3.88 ppm). Les quatre protons du groupement acide phosphorique se présentent
sous la forme d’un doublet (6 = 3.43 ppm), di a leur couplage avec le phosphore (J = 12.0 Hz). Les
quatre protons des CH, en a du groupement acide picolinique apparaissent sous la forme d’un singulet
a 4.59 ppm. Les protons des pyridines donnent naissance a deux doublets (6 = 7.61 et 7.92 ppm) et a

un triplet (6 = 8.01 ppm) (Figure II. 25). Ces résultats sont en accord avec une symétrie C,.

93



Synthése des ligands
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Figure IL. 25 : Spectre RMN 'H, H;pbpatcn, D,0, 25°C, pD =2.2.

- Ligand H:mpatcn

Le ligand Himpatcn est obtenu de maniére similaire au ligand H;bpaten par substitution nucléophile
du chloroacétate d’éthyle sur le composé 4b. Le triester 9 est tout d’abord obtenu avec un rendement
de 47%. Ensuite, ’hydrolyse des esters dans une solution aqueuse d’HCI 6M suivie d’une purification

par HPLC conduit au ligand Hsmpatcn avec un rendement de 35% (Figure I1. 26).

= 7 = ‘
< ] <
N~ COOEt N~ COOEt N" "COOH
N N
( \ cI” > COOEt (Nw HClaq 6M \
HN NH c.fzgﬁl Et00C._N NT 35% HOOC.__N NW
3 3
47% COOEt COOEt
4b 9 Hszmpatcn

Figure II. 26 : Synthése du ligand H;mpatcn.

Huit signaux distincts sont observés sur le spectre RMN 'H du ligand Hsmpaten dans D,0, a 25°C et
a pD = 2.2. Les protons éthyléniques du triazacyclononane apparaissent sous la forme de deux
multiplets (& = 3.29 et 3.37 ppm) et d’un singulet fin (& = 3.50 ppm). Les protons des groupements
acide acétique donnent un seul singulet fin (6 = 3.93 ppm). Les quatre protons CH, en a du

groupement acide picolinique forment un singulet a 4.51 ppm. Les protons de la pyridine donnent
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naissance a deux doublets (3 = 7.97 et 8.25 ppm) et a un triplet (6 = 8.31 ppm) (Figure II. 27). Ce

spectre est également en accord avec une symétrie C, du ligand en solution.
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Figure II. 27 : Spectre RMN H, H;mpatcen, D,0, 25°C, pD =2.2.

IL.2.  Synthese et caractérisation des ligands a motif
hydroxyquinoléine

L’étude de I'influence de I’hétérocycle sur la structure des complexes de Ln(IIl) avec des ligands
dérivés du 1,4,7-triazacyclononane et sur leurs propriétés a également été envisagée. En effet, alors
que les acides picoliniques sont efficaces pour la sensibilisation des métaux émettant dans le visible,
I’utilisation de motifs hydroxyquinoléine devrait nous permettre d’accéder a des composés
luminescents émettant dans 1’infrarouge. Ainsi, nous nous sommes intéressés a synthétiser le ligand
Hsthqgten et son dérivé Hsthqten-SO;, analogues du ligand Hstpaten pour lesquels le groupement
aromatique hydroxyquinoléine remplace le picolinate (Figure II. 28). Leurs syntheses et leurs études

structurales en solution sont présentées ci-dessous.
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Figure II. 28 : Structure des ligands H;thqten et Hsthqten-SO;.

I1.2.1. Syntheése et caractérisation du ligand Hsthqtcn

Le ligand Hsthqtcn a été synthétisé en 4 étapes a partir de la 8-hydroxy-2-methylquinoléine
commerciale selon la procédure décrite par J. P. Cross et P. G. Sammes légérement modifiée (Figure

II. 29)."!

(0]
Cl)H< NBS, CCly
A X (BzO),, A X
N Et;N N 30% N
CH,Cl; anh.
OH S No %(o
(0] o tacn.3HCI
Et;N
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== =
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N N
(N\ OH KOH aq./ THF (N\ oj%(
o
o S
QUI(HO)\/N N 71% Qw(Oplv)\/N Nﬁ

Qui(OH) Qui(Opiv)

Figure II. 29 : Synthése du ligand H;thqten.

La premiére étape consiste en la protection du groupement phénol par un ester pivaloique. Ensuite, une
réaction de bromation radicalaire du groupement méthyle par la N-bromosuccinimide (NBS) est
réalisée. 1l faut noter que le choix du groupement protecteur est particulierement important car 1’ester
formé doit suffisamment désactiver le cycle aromatique pour empécher qu’une réaction secondaire de
bromation ait lieu sur le cycle. Le dérivé bromé est ensuite condensé sur le tacn en présence de
triethylamine. Pour finir, ’ester pivaloique est déprotégé. Cette étape, décrite par les mémes auteurs,
fait intervenir une réduction avec I’hydrure de lithium et d’aluminium dans le THF. Cependant, elle
n’a pu étre reproduite avec un bon rendement. L’ester pivaloique a donc été saponifié selon une
méthode plus « classique » utilisant KOH dans le THF.®™ Le rendement de la déprotection a été

amélioré : 71% au lieu de 57% initialement obtenu par les auteurs.
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Le spectre RMN 'H du ligand Hithqten dans D,0, a 25°C et a pD = 8.3 présente sept résonances. Les
douze protons éthyléniques du triazacyclononane sont tous équivalents. Ils apparaissent sous la forme
d’un seul singulet (6 = 3.55). Les protons CH, en o du cycle hydroxyquinoléine donnent un singulet
a 4.60 ppm, ils sont rendus équivalents par la libre rotation du noyau aromatique autour de la liaison
C-N. Les protons de I’hydroxyquinoléine donnent naissance a quatre doublets (& = 6.81, 7.18, 7.44 et
8.15 ppm) et a un triplet mal résolu (& = 7.25 ppm) (Figure II. 30). Ce spectre est caractéristique d’une

symétrie Cs, en solution, pour laquelle les trois bras sont équivalents.
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Figure II. 30 : Spectre RMN lH, Hithqten, D,0O, 25°C, pD = 8.3.

I1.2.2. Syntheése et caractérisation du ligand Hethqtcn-SO;

Le principal inconvénient des groupements hydroxyquinoléine est 1i¢ a leur caractére hydrophobe. En
effet, les complexes de Ln(II[) correspondants sont rarement solubles en milieu aqueux.’
L’introduction de groupements sulfonate sur le ligand devrait assurer une bonne solubilité des
complexes dans 1’eau. En effet, contrairement aux complexes de [Ln(thqtcn)] qui sont neutres, les
complexes obtenus avec le ligand Hgthqten-SO; sont chargés négativement. Cette méthode a
récemment été utilisée par Comby et al.®*! La réaction de sulfonation a lieu dans 1’oléum (H,SO,, SO;

20%). Elle est orientée par le groupement phénol et parfaitement régiosélective.
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Figure II. 31 : Synthése du ligand Hgthqtcn-SO;,

Le ligand Hgthqten-SO; a donc été synthétis€ de manicre similaire a partir du ligand Hjthqten et est

obtenu avec un rendement de 82% par précipitation dans 1’éthanol (Figure II. 31).

Son spectre RMN 'H (D,0, 25°C, pD = 8.3) ne présente que six résonances : un singulet (8 = 2.95)
appartient aux douze protons du triazacyclononane ; un autre, a 3.85 ppm, correspond aux protons
éthyléniques porteurs de I’hydroxyquinoléine pour laquelle un set de quatre doublets est observé (o =
6.66, 7.60, 7.72 et 8.75 ppm) (Figure II. 32). Ainsi, le ligand Hethqten-SO; posséde également une

symétrie C;, en solution.

Qui(OH) (SO 3H)

QUi(OH) (SO 3H)
(CH,)ten
Hsg
H, Hsg Hio
Hy
- S ,J L

Figure II. 32 : Spectre RMN 'H, Hthqten-SO;, D,0, 25°C, pD = 8.3.
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III. Ligands tripodes a pivot amine centrale

Comme vue en introduction, des ligands tripodes pour lesquels les fonctions coordinantes sont
branchées sur un atome d’azote central ont également été synthétisés. Ces composés sont dérivés du
ligand Hstpaa dont la relaxivité du complexe de Gd(III) est particulierement élevée mais la solubilité
dans I’eau faible. L’incorporation de groupement acétate devrait permettre d’améliorer sensiblement la

solubilité des complexes dans 1’eau. Les différents ligands sont représentés Figure II. 33.

* O
N~ | N \OH
N o
HO” o o] "OoH
OH
H,tpaa H,dpaa H, dpaba

Figure II. 33 : Structure des ligands tripodes étudiés.

II.1. Synthése et caractérisation du ligand Hsdpaa

La substitution nucléophile, en milieu anhydre, du dérivé chloré 3 sur I’ester éthylique de la glycine,
en présence de K,CO; et de KI dans 1’acétonitrile, permet d’obtenir le triester 13 avec un rendement de
58%.27 L hydrolyse acide des esters par une solution aqueuse d’HCl 6M donne, aprés cristallisation

dans 1’eau, le ligand Hidpaa avec un rendement de 59% (Figure I1. 34).

Etooc:W _ HoocW _

N HCL.H,N" >COOEt Nﬂ HCI 6M, A Nﬂ
) g N" > COOEt—— '~ . N COOH

Et00C” N

KoCO3 / KI 59%
CH4CN, A 7N SN

\
58% ~

COOEt COOH

3 13 Hidpaa

Figure II. 34 : Synthése du ligand Hsdpaa.

Le spectre RMN 'H du ligand Hidpaa dans D,0, a 25°C et a pD = 4.7 ne présente que cinq
résonances. Les protons CH, du groupement acide acétique apparaissent sous la forme d’un singulet (3
= 3.94), tout comme ceux en o de 1’acide picolinique (3 = 4.60). Les protons des pyridines donnent
lieu a deux doublets (8 = 7.43 et 7.76 ppm) et a un triplet (0 = 7.76 ppm) (Figure II. 32). Ce motif est

en accord avec une symétrie C, du ligand en solution.
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Figure 3. 1 : Spectre RMN H, Hsdpaa, D,0, 25°C, pD =4.7.
(# résidu de CH,Cl,)

IIL.2. Synthése et caractérisation du ligand H,dpaba

De la méme fagon, la réaction du dérivé chloré 3 sur I’ester méthylique de I’acide L-aspartique permet
d’obtenir ’ester 14 avec un rendement de 78%.

KOH

H,O/EtOH, A
COOMe /
MeOOC-_* 32%
J:EOOMe \) 2 o
X HCI .H,N"~COOM No
/Q\/CI ~ o LUVAe N N~ > COOEt
EtOOC N KoCO3 / Kl

CH3CN, A Z N
78% N

COOEt
HCI 6M, A
3

14

_ N

Figure II. 35 : Synthése du ligand Hydpaba.
L’hydrolyse acide des esters par une solution aqueuse d’HCl 6M a reflux a conduit a 1’obtention de

I’amine 14b. Ceci est vraissemblablement lié & une réaction d’élimination d’acide buténe dioique
catalysée en milieu acide.
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Nous avons donc réalisé la saponification des fonctions ester par KOH dans une mélange H,O/EtOH a
reflux. Par cette méthode, le ligand Hydpaba est obtenu apres cristallisation dans I’eau (pH 1.6), avec

un rendement de 32% (Figure 11. 35).

Le spectre RMN 'H du ligand H,dpaba dans D,0, & 25°C et a pD = 2.0 présente sept résonances. Les
protons CH, en oo de ’acide carboxylique apparaissent sous la forme d’un doublet (6 = 2.67). Le
proton du carbone asymétrique donne un triplet a 3.79 ppm. D1 a la présence du carbone asymétrique,
les protons en o des groupements pyridiniques sont diastéréotopiques. Ils apparaissent sous la forme
d’un systeme AB (6, = 3.95, dg = 4.08 ppm). Les protons des pyridines donnent deux doublets (6 =
7.55 et 7.59 ppm) et un triplet (6 = 7.67 ppm) (Figure II. 36). Ces résultats indiquent que le ligand

posséde une symétrie moyenne C, en solution.

Hsa/Hzb

Figure II. 36 : Spectre RMN 'H, H,dpaba, D,0, 25°C, pD = 2.0.

En conclusion, deux séries de ligands tripodes ont été synthétisées. La présentation des propriétés de
stabilité, de relaxivité et de luminescence de leurs complexes de lanthanides(III) associés font 1’objet

des chapitres suivants.
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