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Introduction

L’'imagerie médicale, qui a pris un essort considierae dernier siecle, se tourne petit a petit
vers l'imagerie moléculaire. La détection plus fealdle nhombreuses cibles permettrait une
meilleure compréhension et un diagnostic plus précle pathologies.

L’'Imagerie par Résonance Magnétiqgue (IRM) est ueehnique prometteuse largement
répandue dans les milieux hospitaliers. Elle est invasive, présente une bonne résolution
spatiale et permet de visualiser en profondeur damsorganisme vivant. Elle possede
cependant quelques défauts, dont sa faible satilitbur palier ce probléme, les chercheurs
ont proposé plusieurs solutions telles que I'idtiisn des agents de contraste. Ainsi, des
complexes de gadolinium ou des nanoparticules diexge fer améliorent la qualité des
images en IRM'H. Cependant, I'observation des protons atteintdepent ses limites.
L'utilisation d'autres especes hyperpolarisablesitppermettre l'acces a de meilleures
sensibilités.

Au cours de cette thése, nous nous sommes intérasBiM ?°Xe. Le xénon est un gaz
inerte avec un nuage e€électronique polarisable qureind extrémement sensible a son
environnement chimique. Cela se traduit par ungelazamme de déplacements chimiques.
De plus, le xénon est hyperpolarisable, ce qui peditraugmenter drastiquement le rapport
signal sur bruit et de résoudre les problemes deilsiété de I'IRM. Cependant, n’étant
spécifique d’aucun récepteur biologique, le xénécessite d’étre vectorisé. Pour ce faire, des
auteurs ont proposé son encapsulation dans unencalgeulaire capable de reconnaitre la
cible biologique a imager. Les meilleurs candigaiar une encapsulation optimale du xénon
sont aujourd’hui les cryptophanes, synthétisés payremiére fois dans le laboratoire de
Collet en 1981

Les cryptophanes sont des molécules cages comstilg® deux unités cyclotrivératrilenes
reliées entre elles par des chaines pontantes. &h P8quipe de Pines a Berkeley, met au
point la premiére biosonde RMNXe en détectant le complexe biotine-avidine gracm a
cryptophane décoré par une molécule de biatiDepuis, de nombreux chercheurs travaillent

sur cette thématique dont I'équipe de Dutasta ettiiBra Lyon, de Pines et Wemmer a

1 J. Gabard, A. Collet]. Chem. Soc., Chem. Commui981, 1137
2 M. M. Spence, S. M. Rubin, I. E. Dimitrov, E. iR D. E. Wemmer, A. Pines, S. Q. Yaoi, F. TidhiG.
Schultzi,PNAS 2001, 98, 10654



Berkeley, de Dmochowski a Philadelphie, de Freule@in, de Holmann a Georgetown, de

Schroder a Berlin, de Chambron a Dijon et de Beithet Rousseau a Saclay.

Nous nous sommes fixés comme objectif dans cedigetkde concevoir et de synthétiser de
nouvelles cages plus adaptées pour les applicaipn®M **Xe ainsi que des biosondes
pertinentes pour se rapprocher d’applicationgvo.

Dans une premiere partie de ma these, nous nousi@é®nmtéressés au développement de
nouvelles cages afin d’étudier et d’affiner lesgiétés d’encapsulation du xénon au sein des
cryptophanes. Nous avons voulu faire varier finemlantaille de la cavité interne des
cryptophanes en jouant sur la longueur des chag@hiest les deux cyclotrivératrilenes. Nous
avons également introduit d’autres hétéroatomes ks ponts afin de changer
I'environnement chimique du xénon au sein de lacag

Dans les parties suivantes, nous nous sommes dofEesar la conception de biosondes par
fonctionnalisation de cryptophanes déja décrits rpaliverses applications d'intérét
biologique. D’une part, nous avons évalué la padgsillle détecter des métaux de maniere
plus spécifique et plus sensible grace a I'IRM xéhgperpolarisé. D’autre part, nous avons
travaillé sur la conception de biosondes bimodalafsn de coupler des techniques

complémentaires d’imagerie médicale.

Ces travaux de thése ont été réalisés en collatoravec plusieurs partenaires : Dr. Patrick
Berthault et son équipe au CEA Saclay pour les neod®s expériences de caractérisations
par RMN ***Xe hyperpolarisé des cages synthétisées, Dr. Thigmotin et Dr. Jean-Pierre
Dutasta a 'ENS de Lyon pour la synthese de cry@oph, Dr. Nathalie Arhel a I'Institut
Pasteur pour les expériences de marquage de metétaguées” cystéine suivies par

fluorescence ainsi que Dr. Eric Doris et son éqpiper la synthése de la sonde CrAsH.

10



|. ETAT DE L'ART

11



12



|. Etat de I'art

Le développement de technigues d'imagerie médiestiéa clef de diagnostics plus précoces
de maladies et de meilleurs suivis de traiteme@tgourd’hui, la diversité des modalités
disponibles pose la question légitime du choix'ded d’entre elles. Les differentes méthodes
peuvent se révéler complémentaireselon la nature et les symptémes de la patholagie
visualiser.

En effet, si I'imagerie optique a une sensibilitiégalée, elle ne permet pas d'aller en
profondeur dans les tissus. Les tomographies pass@&n de positons ou par émission
monophotoniques (TEP et TEMP) permettent de saldét’intérieur du corps humain, mais
n'ont pas de bonnes résolutions spatiales et teglipsr La tomodensitométrie (TDM) ou
scanner a une application limitée souvent aux @ettumeurs solides. L'utilisation de ces
deux derniéres méthodes doit étre modérée a cassdases d’irradiations ionisantes non
négligeables délivrées pendant I'examen. Les dirmsont une technique peu colteuse mais
dont la sensibilité reste assez faible. Les carniatitfues les plus pertinentes de ces méthodes

d’'imagerie courantes sont comparées dans le tabléeant (Tableau 1).

TEP/TEMP TDM Imagerie IRM Ultrasons
optique
Spectre de  Rayonsy Rayons X  VisibleallR Ondes radio Ondes haute
radiation fréquence
Résolution 1-10 mm 100 pm 25-50pm 10-100pm 30 um
Spatiale
Résolution  60-1000 s 10-100 ms 1-200 ms 10-100 ms 1-100 ms
temporelle
Sensibilité pM Y fM-nM UM-mM HM-mM
Coat +++ ++ E 4 +
Autres  Radiations Contraste Imagerie Imagerie
remarques ionisantes limité pour limitée en limitée en
les tissus profondeur profondeur
mous ou derriere
des masses
Radiations hétérogenes
ionisantes (os/poumons)

Tableau 1 : Comparaison des techniques classiduesggrie médicale

% 3. Pirot,Neuropsychiatrie : Tendances et Déh2@98 33, 37

* Journal du CNRS n°260-261, septembre-oct@brkl
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Malgré son colt et sa faible sensibilité, I'imaggoar résonance magnétique (IRM) reste un
bon compromis pour faire de I'imagerie fonctionaell vivo en temps réel. Dans la suite de
cette these, c’est a cette méthode que nous n@&uwsseerons plus particulierement.

A. L'IRM **Xe

1. IRM

L'IRM est une technique d'imagerie médicale noragsive largement répandue dans les
milieux hospitaliers. Elle donne accés a des imagedeux ou trois dimensions de l'intérieur
du corps avec de bonnes résolutions spatiale giaiethe. Ces images concernent les tissus
mous, essentiellement le systéme nerveux, les pasimes muscles ou le coeur. L'IRM
permet de donner des informations sur I'anatomies raassi sur la fonction de ces organes.
Elle repose sur le principe de résonance magnétiqukaire (RMN) et souffre de la faible

sensibilité intrinseque de ce phénomene.

a) Principe physique de la résonance magnétiguéairte

En 1946, Bloch et Purcell (prix Nobel 1952) sont leremiers a faire les mesures du
magnétisme nucléaire par induction magnétique jelient alors les bases des méthodes
actuelles de détection RMN. Par la suite, c’estsdasm méme domaine que des prix Nobel
seront également décernés en chimie (Ernst en M®ithrich en 2002) et en médecine
(Lauterbur et Mansfield en 2003).

En I'absence de champ magnétique, les moments tiqges des spins des protons n’ont pas
d’orientation particuliére. Sous l'action d'un channagnétiqu?&; ilIs vont se mettre a
tourner autour de la direction du champ a une s&esgulaire deo=yBy, y étant le rapport
gyromagnétique, décrivant ainsi un cone dit cOne pdécession. On crée alors une
composante longitudinale de I’aimantati?b Bur 'axe z,ﬁ étant la somme des moments
magneétiques de spin de chaque proton (Figure le§.déphasages qui existent entre les
différents moments magnétiques de spin font gujilanpas de composante transversale dans

le plan (x,y).

5 P.C. LauterburNature New. Bio).1973 242 190
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Lorsque I'on appliqgue un courant sinusoidal dares lbiwbine d’axe perpendiculaire%a Bo ala
fréquence de résonance des protons, ceci crée ampclmagnétiqueﬁBqui perturbe les
moments magnétiques de spin. Ces derniers qui teatnautour de%o d’'une maniere
déphasée entrent alors en cohérence de phase @ilephsautour de% provoquant
'apparition d’'une aimantation transversa?eyMans le plan (x,y) (Figure 1b).

Lorsque I'on supprime le chamﬁ,Bla rupture de la cohérence de phase causée par le
interactions entre les aimantations nucléairesngsux voisins, entraine la disparition de
aimantation transversale. L’aimantation revierbra dans sa position d’équilibre sous
I'action deﬁ. Ce retour a I'équilibre s’effectue suivant un memnent de précession libre
durant lequel les composanteegitudinaleﬁ et transversal? Mde I’aimantationﬁl varient

au cours du temps (Figure 1c).

Z Vi
El] “‘;Il] Eﬂ &£ =50 E@
i)& f)%y

(@) (b) (c)

Figure 1 : (a) aimantatio?é\/ﬁ I’équilibre ; (b) basculement de I’aimantatFro Yun anglea
= 90° dans le plan transversal apres une excit&fn (c) retour de I'aimantation jWers la
position d’équilibre en un mouvement complexe

Ce phénomeéne, appelé relaxation, est caracténisdepa parametres:
(1) Le temps de relaxation longitudinad T
Il correspond au temps que mettent les moments étigges a retrouver leur
alignement suivant I'axe z.
(2) Le temps de relaxation transversal T
Il décrit la décroissance du signal dans le play) (x

Le signal de précession libre (FID &uee Induction Decgyest enregistré. A la suite d'une

transformée de Fourier, un signal fonction de kqdience de résonance représentant le

spectre RMN final est ainsi obtenu.

15



b) Principe physigue de I'imagerie par résonancegnéggue nucléaire

Pour obtenir une image par résonance magnétiqpeniepe consiste a appliquer un gradient
de champ magnétique dans I'espace de sorte quéglaehce de résonance change d’un point
a l'autre de I'objet pour un méme noyau. Avec undeode fréquence fixe, seule une région
entrera en résonance et fournira un signal. Enlaldéicéa fréquence sondée, une région
différente se trouvera en situation de résonanigri(® 2). Le signal magnétique émis par les
noyaux juste apres la résonance est détecté etraitentent informatique permet de

reconstruire une image tridimensionnelle préseatéeoupes successives.

T LT~

o=-B,

= -y (By+G,2z)

() (b)

Figure 2 : principe de limagerie par résonance magnétiGespectroscopie RMN (b)
imagerie par résonance magnétique 1D

c) Des problémes de sensibilité

La faible sensibilité de I'IRM provient de la fagbkensibilité intrinseque du phénomene de
RMN. L'intensité du signal est en effet proportiefla a la polarisation qui dépend de la

différence des populations de spins entre les deats d’énergie (Equation 1).

N N_ V- B - B[J
p—rt o anh| 20

D A (z-;rg-’f‘)
Equation 1

Pour une particule de spirr 1/2, N, et N représentent le nombre de spins sur les deux états
de spinnm = 1/2 etm = -1/2, B le champ magnétique appliquéle rapport gyromagnétique,
kg la constante de Boltzmann et T la températurelabso

® L. Emsley, Cours M1 RMN Structurale
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A I'équilibre thermodynamique, la différence erii® deux populations de spins et donc de la
polarisation nucléaire est trés faible. Le ratgnsi sur bruit en RMN étant proportionnel a P,
les applications de I''RM sont essentiellementreéstes a'H (d'abondance naturelle de
99,984% et dg élevé). Les autres noyaux ne sont quasiment gesesita cause de leur faible
abondance naturelle et/ou de leur faible conceotrat sensibilité comparés au proton. Si

nous parlons ici d'lRM??Xe, c'est que le xénon est un atome aux proprEtéuliéres.

2. Le xénon : quels apports en IRM ?

Le xénon est un gaz noble, découvert par Ramséyasers en 1898 par analyse spectrale
des résidus de l'air. Il est chimiquement ineriedore, incolore et quatre fois plus dense que
l'air.

Dans le corps humain, il inhibe les récepteursaghattergigues N-méthyl-D-aspartate ou
NMDA, ce qui lui confére des propriétés anesthésmnA des concentrations plus faibles, il
joue un réle d'agent neuroprotecteur par interactevec les protéines globulaires
cytosoliques

En imagerie médicale, l'isotop&Xe a déja fait ses preuves en scintigraphie des pogm
Deux isotopes sont observables en RMN ; le xén@ndlgbondance naturelle de 26,4 % et de
spin 1/2 et le xénon 131 d'abondance naturelle d&%let de spin 3/2. Le meilleur candidat
pour les applications en RMN est l'isotope 129mpsgsede un signal RMN plus simple et un
temps de relaxation plus long. Le gaz hyperpolaaigdé initialement utilisé pour l'imagerie

des poumorts® puis du cerveau.

a) Un atome sensible

"N. Colloc’h, J. Sopkova-de Oliveira Santos, P.aitleiau, D. Vivarés, F. Bonneté, B. Langlois d’Esta, B.
Gallois, A. Brisson, J. J. Risso, M. Lemaire, Tafgé, J.H. AbrainBiophys. J.2007, 92, 217

8 K. Kawakami,Ann. Nucl. Med.1997, 11, 67

°M. S. Albert, G. D. Cates, B. Driehuys, W. HappgrSaam, C. S. Springer, Jr, A. Wishrii&ture 1994 370,
199

193, P. Mugler IIl, B. Driehuys, J. R. Brookeman,5.Cates, S. S. Berr, R. G. Bryant, T. M. DarelE. del
Lange, J. H. Downs lll, C. J. Erickson, W. HapgerP. Hinton, N. F. Kassel, T. Maier, C. D. PhiljB. T.
Saam, K. L. Sauer, M. E. WagshiMagn. Reson. Med1997, 37, 809
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Le xénon possede un large nuage électronique hantepolarisable, ce qui le rend
extrémement sensible a son environnement chimigak se traduit en terme de RMN par
une large gamme de déplacements chimigdés{Figure 3).

XeOg* XeF, XeF, Xe sur Pt/Na-Y
\ \ AR / \
| | | | pem
7500 5000 2500 0
Xe/sang Xe/Myoglobine Gaz référence
\
| | | ppm
200 100 0

Xe/DMSO Xe/H,O Xe/Perfluorcarbones

Figure 3 : déplacement chimique du xénon dansrdifté environnements

b) Un gaz hyperpolarisable

i- Définition de I'hyperpolarisation

A I'équilibre thermodynamique, les populations gmglans les deux états d'énergie sont peu
différentes. L'état d'hyperpolarisation se défppdt une différence accrue des populations des
deux états de spins (Figure 4).

AR :
bhbes bbb

Energie Equilibre thermique Etat d’hyperpolarisation

Figure 4 : distribution des populations de spiletat d'équilibre et état hyperpolarisé

' B. M. Goodson, Journal of Magnetic Resona2@2 155, 157
2T Pietrass, H. C. Gaedédv. Mat,1995 7, 826

13C. Boutin, H. Desvaux, M. Carriére, F. Leteurtde Jamin, Y. Boulard, P. BerthauMMR Biomed.2011 24,
1264
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L'intensité du signal RMN étant directement li@gblarisation P, I'hyperpolarisation est un

moyen efficace d'accroitre la sensibilité de I'lRM.
ii- Méthode d'hyperpolarisation du xénon

Les gaz nobles peuvent étre hyperpolarisés par agenpptiquE*>® La méthode consiste &
mélanger le gaz d'intérét avec les vapeurs d'uralnaétalin ou d'atomes métastables (en
général il s'agira déHe), et d'irradier successivement le mélange avedumiére circulaire
polarisée de laser a des fréquences appropriéeanoheent angulaire de la lumiére polarisée
est absorbé par le métal alcalin ou les atomessta@las puis leur polarisation est a leur tour
transferrée au gaz noble par collisions interatoesqu

Dans le cas du xénon, le métal alcalin utilisé lestubidium. Nous pouvons détailler le
processus dans ses deux étapes.

La premiére étape est le pompage optique de l'esgiéaliné®?”’.

Un mélange de vapeur de rubidium, d’azote et deoxéest introduit dans une cellule
préalablement chauffée a 100 °C, puis on irradiaipdaser a 794 nm. Dans ces conditions et
en présence d'un champ magnétique, il n'‘existengsaule transition électronique permise
(Figure 5). Elle correspond a la transition en&® hiveaux de spin électronique — 1/2 et le
premier état excité de spin + 1/2 du rubidium. Redlisions successives entre atomes
permettent d'égaliser les populations entre étatités qui ensuite se désexcitent pour
retourner a I'état fondamental. La vitesse d'etioitadu spin électronique étant supérieure a
la vitesse de relaxation électronique, on obtiemt forte concentration de rubidium a I'état de

spin électronique + 1/2.

14 A. J. KastlerPhys. Radiuml95Q 11, 225

> M. A. Bouchiat, T. R. Carver, C. M. Varnuihys. Rev. Lett196Q 5, 373

6B, M. GoodsonJournal of Magnetic Resonan@002, 155, 157

17p. Berthault, G. Hubert, H. Desvatogress in Nuclear Magnetic Resonance Spectros@@og 55, 35
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amwww  EXcitation
- = » désexcitation
<> €galisation des populations par collisions
2 &
Sz

-1/2 +1/2
Figure 5 : polarisation électronique du rubidium

La seconde étape fait intervenir des collisionstiplels entre le rubidium et le xénon en phase
gazeuse qui donnent lieu a un couplage dipolaitie & spin électronique du métal et le spin
nucléaire du gaz (Figure 6). On arrive alors ambten un temps trés court, une importante
concentration de xénon fortement polarisé, la adiar nucléaire de ce dernier étant vraiment

minime.

Figure 6 : transfert de polarisation entre le rulnidiet le xénon
Le xénon hyperpolarisé est ensuite recueilli padeosation et peut étre transvasé dans les

expériences de RMN. Cette hyperpolarisation entraireaugmentation de la sensibilité du

signal RMN d'un facteur G 10 (Figure 7).
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(@ (b)

Figure 7 : pour un méme échantillon spectres R¥fXe (a) hyperpolarisé (1 scan) (b) non
hyperpolarisé (15 h acquisition) (11,7 T, 293'K)

c) Méthodes d'introduction du xénon

Malgré une forte polarisation du xénon apres leBrigjues de pompage optique, les pertes de
la polarisation peuvent étre lourdes selon le maglerisi pour introduire le xénon dans le
systéme étudié. Les méthodes différent selon quésillein vitro ouin viva™.

i- Expériences in vitro

Le but est de maintenir une résolution spectrdiesante dans les conditions expérimentales.
Pour cela, les solutions qui sont peu sensiblecangitions de gel peuvent étre dégazées par
des cycles de gel-dégel pour éviter les tracesygéme paramagnétiques et d'autres gaz
dissous. La qualité des spectres peut étre largesmadiiorée par ce simple dégazage.

Le xénon peut étre délivré directement par simpglgaasion du gaz, ou par condensation a
l'intérieur du tube utilisé pour I'expérience. Daesdernier cas, un point froid peut étre creé
au dessus de la solution grace a un spinner creusapapte au tube RMN et que I'on peut
remplir d'azote liquide. L'opération s'effectue rearge du spectrométre afin de garder la
polarization du xénon. Enfin, le tube est secouédificcélérer la dissolution du xénon.

Pour des solutions biologiques qui ne résistentgusconditions de gel et dégel ou qui ne
peuvent étre secoués vigoureusement, une méthtmtradive consiste a dégazer en bullant

de I'nélium ou de I'argon avant d'ajouter le xérgpn peut étre lui-méme bullé).
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Le groupe de Pines a dailleurs développé un systanflux constant de xénon qui permet
d'avoir une polarization quasi-constante du xéhdPe flux doit cependant étre éteint pendant
la durée de I'expérience pour ne pas perdre lautgsolspectrale.

Une derniére solution présentée par Bautheonsiste & utiliser des membranes & fibres
creuses commercialement disponibles qui permedténiter la formation de bulles et qui ne

nécessite pas l'arrét du flux de xénon.
ii- Expériences in vivo

Pour les expériences in vivo, le xénon peut étrediit de deux maniéere différentes; soit par
inhalation, soit par injection. Les deux méthodeg ohacune leurs avantages et leurs

inconvénients.
% L'inhalation

C'est la maniere la plus simple d'apporter le xétanms le corps. Que ce soit par intubation
d'un animal anesthésié ou par inhalation volontdaes le cas d'un homme, il est possible
d'observer les poumons grace au xénon hyperpdlatigst méme viable dans certains?€as

d'observer le cerveau par simple inhalation puidgugaz noble ne met pas plus de 1 a 2

secondes pour passer la barriere hémato-encéphaliqu
+ L'injection

C'est une méthode certes plus invasive mais aussidplecte que l'inhalation. Le xénon doit
alors étre dissous dans un solvant biocompatilales ¢tequel il est hautement soluble, et ou la
vitesse de relaxation du gaz est limitée. Jusquéckénon a été injecté dans des solutions
salines (faible solubilité mais; Tong), des émulsions intralipides c'est-a-dire slespensions
aqueuses de vésicules lipidigtie& (meilleure solubilité et Tacceptable), des émulsions de

perfluorocarboné&?*?*(bonne solubilité et long.J ou encore des liposonfés

83.1. Han, S. Garcia, T.J. Lowery, E.J. Ruiz, B&eley, L. Chavez, D.S. King, D.E. Wemmer, A. Piresl.
Chem.2005 77, 4008

9D, Baumer, E. Brunner, P. Bliimler, P.P. ZankeW/HSpiessAngew. Chem. Int. EQ006 45, 7282

2'3.D. Swanson, M.S. Rosen, B.W. Agranoff, K.P. @uR.C. Welsh, T.E. Chupplagn. Reson. Med.997,
38, 695.

2L G. Duhamel, P. Choquet, E. Grillon, L. Lamallel.JLeviel, A. Ziegler, A.Constantineschlagn. Reson.
Med, 2001, 46, 208
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d) Nécessité d'une biosonde

Une fois administré, le xénon n'ayant aucune sjpééifparticuliere (mis a part les récepteurs
NMDA), il ne permettra pas de visualiser des cild&éstérét biologique. Pour rendre I''RM
xénon fonctionnelle, il est nécessaire d'introduime biosonde.

Une biosondeest une molécule composée d'une entité hote gpexmettre d'encapsuler le
gaz et de lui conférer un environnement chimiqueiqdier, d'un bras espaceur et d'une
antenne de reconnaissance de la cible d'intérgaréB).

Le xénon étant extrémement sensible a son envinoame chimique, les déplacements
chimiques en RMN?*Xe vont étre différents selon que le xénon soielitou bien encapsulé

dans la biosonde seule ou encore encapsulé daimstande fixée a sa cible biologique.

129Xe hyperpolarisé

® I
1
‘ Molécule héte !
1
:
»
»

e®®,

e

Bras

. 1
Antenne de reconnaissance,

Cible biologique

RMN "2Xe

Figure 8 : concept d'une biosonde IRfXe hyperpolarisé

e) Cages encapsulantes

i- Critéres de sélection d'une molécule hote

#2B.M. Goodson, Y.Q. Song, R.E. Taylor, V.D. Schepl{.M. Brennan, G.C. Chingas, T.F. Budinger, G.
Navon, A. PinesProc. Natl. Acad. Sci. USA997, 94, 14725

% J.G. RiessChem. Rey2001, 101, 2797

2 A K. Venkatesh, L. Zhao, D. Balamore, F.A. JoleédzS. Albert, NMR Biomed.200Q 13, 245

% 3. Wolber, 1.J. Rowland, M.O. Leach, A. BifoMagn. Reson. Med.999 41, 442

% G. Duhamel, P. Choquet, E. Grillon, J.-L. Levikl Ziegler, A. Constantinesc@,.R. Acad. Sci. Parj2001,
4,789
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Les critéres requis pour une molécule héte effichcgénon sont les suivants :

(1) Posséder la meilleure affinité possible pour le xéno

(2) Permettre un échange entrée/sortie du xénon adbegtét. étre lent a I'échelle de la
RMN mais suffisamment rapide pour remplir constaminfee cage avec du xénon
hyperpolarisé frais

(3) Conférer au xénon encapsulé un signal RMN donépgadtement chimique est
notablement éloigné de celui du xénon libre

(4) Minimiser la relaxation au sein de la cage

(5) Etre soluble en milieu aqueux et étre facilemeinéssable pour permettre des

applicationgn vivo

Pour concevoir une molécule de meilleure affinté,peut se référer aux travaux de Rebek
qui ont montré en 1998 qu'il existe un ratio optierare la taille de la molécule invitée et la
taille de la molécule héte de 0,55 + G,09.e volume de van der Waals du xénon étant de 42
A3, le volume de la molécule héte idéale serait d&¥6

De plus, la nature des interactions entre I'hdie gaz noble est importafteD'une part, la
stabilisation du complexe xénon-hote peut venirfdeses dispersives de London (multipdles
induits) qui dépendent des polarisabilités récipesqgdes deux molécules non poldite€es
énergies sont connues pour stabiliser les atomegalenobles mais interviennent aussi dans
des systemes aromatiques ou les électrons sontatiéésc D'autre part, la formation du
complexe peut étre entropiquement favorisée deas par effet hydrophobe du xénon.

On trouve dans la littérature un certain nombrecages encapsulant le xéfnen voici

guelques exemples.
ii- Les cyclodextrines

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides ayelgconstitués de 6 a 12 motifs glucose

reliés par des liaisons1,4.

27’3, Mecozzi, J. Rebek JEhem. Eur. J.1998 4, 1016

2 3Cerny, P. HobzaPhys. Chem. Chem. Phy2007, 9, 5291
29F. LondonZ. Phys, 193Q 60, 491.

30 D.M. RudkevichAngew. Chem. Int. EQ2004 43, 558
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Figure 9 : structure d-cyclodextrine

L'a-cyclodextrine (Figure 9), la plus petite cyclodem& composée de 6 unités glucose,
posséde un volume interne compris entre 140 etA®*70.a cage encapsule bien le xénon
mais le trop grand volume de sa cavité entrainéalmange trop rapide du xénon dans et hors
de la cage. De plus, sa constante d'affinité peurdnon a été estimée a 20' ¥ 298 K, ce

qui est trop faible pour considérer des applicatipatentielles en tant que biosotide
iii- Les calixarenes

Les calixarenes sont composésndaités phénoliqgues(= 4 - 20) reliées entre elles par des
ponts méthyléniques au niveau des positiomniso de la fonction hydroxyle (Figure 10). lIs
sont obtenus par condensation du phénol avec Imaldehyde en milieu basique. lls
présentent une cavité hydrophobe entre les noyanxéb&ues et une région hydrophile au
niveau des groupements hydroxyle (Figure 10a). Centes cyclodextrines, la vitesse
d’entrée et de sortie du xénon dans la cage esatbap trop rapide et les constantes d’affinité
pour le xénon sont trop faibles. A titre d'exempéecalix[4]aréne hydrosoluble STCAS8-(
sulfothiacalix[4]arene sodium saltprésente une constante d'affinité d’environ 14" I
298 K dans I'eau (Figure 108)

3L K. Bartik, M. Luhmer, S.J. Heyes, R. OttingerR&isse,). Magn. ResorB, 1995 109, 164
323, Fukotomi, Y. Adachi, A. Kaneko, A. Kimura, Hujfvara, J. Incl. Phenom. Macrocycl. Chen2007, 58,
115
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NaO3S

NaO3;S SO;3;Na

(a) (b)
Figure 10 : (a) calix[4]aréne avec des substitupats-tert-butyle, (b) structure du STCAS

SO3Na

iv- Les hémicarcérands

Alors que les carcérands encapsulent une molétule & laisse plus ressortir méme a tres
haute température, les hémicarcérands permettanitde et la sortie d’'une molécule a haute
température et forment un complexe relativemerileta température ambiante. Ills ont une
vitesse d'échange suffisamment lente a I'échelléad@MN pour pouvoir étre des systemes
hoétes prometteurs pour le xénon. L’hémicarcéranémbpar Cram en 1991, constitué de
deux tétrameres aromatiques reliés par une chaintarge possede par exemple une
constante d'affinité pour le xénon d’environ 200" Mans le chloroforme & 22°C (Figure

11)%.

A = [CHu)aPh

Figure 11 : hémicarcérand encapsulant le xénon
v- Les cucurbiturils
Les cucurbiturils sont des macrocycles composéstésiglycoluril pontées par un méthylene

(Figure 12a). lls sont obtenus par réaction duajlyd avec le formaldéhyde en milieu acide.

Les cucurbit[n]uril (CB[n]) peuvent comporter 5 @ dnités glycoluril et leur volume varie de

33D, J. Cram, M. E. Tanner, C. B. Knobldr,Am. Chem. Sqd991, 113 7717
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82 a 870 A Le plus petit cucurbituril, CB[5], qui devraitrétle plus adapté pour
I'encapsulation du xénon d’aprés les travaux deeheK’ est en fait trop rigide pour laisser
entrer le xénotl. Le CB[6] est donc le meilleur de cette familleawne constante d’affinité

d’environ 200 M! en milieu acide a 298K

(a) (b)
Figure 12 : (a) structure générale des cucurbitisjub) structure du CB*[6]

Récemment, le groupe de Kim a synthétisé un cuuilbhydrosoluble CB*[6] possédant
une constante d'affinité pour le xénon de 3000 Mesurée par ITC (Figure 12B) Ce

résultat est extrémement prometteur.

vi- Les cryptophanes

Les cryptophanes ont été découverts en 1981 pagmolepe de Collét Ces molécules sont
constituées de deux unités de dérivés de cycloaidene (CTV) reliées entre elles par des
ponts alkyledioxy (Figure 13). La longueur des pogit les substituants; Rt R des cycles
aromatiques peuvent varier. lls présentent undé&aydrophobe adaptée a I'encapsulation du
xénon et ont & ce jour les meilleures constanteinité (2,9 x 18 M™ pour le cryptophane-
111 hydrosolubl¥) et des vitesses d'échange tout & fait adaptées.

3 Y. Miyahara, K. Abe, T. InaziAngew. Chem. Int. EQ2002 41, 3020

% M. El Haouaj, M. Luhmer, Y. Ho Ko, K. Kim, K. Bak J. Chem. SogcPerkin Trans, 2001 2, 804
%B.S.Kim, Y. H. Ko, Y. Kim, H. J. Lee, N. Selvdpa, H.C. Lee, K. KimChem Commun2008 2756

37 R. M. Fairchild, A. I. Joseph, K. Travis Holman, A. Fogarty, T. Brotin, J.-P. Dutasta, C. Bout®, Huber,
P. BerthaultJ. Am. Chem. Sq201Q 132, 15505
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(a) (b)
Figure 13 : (a) structure générale des cryptophafi®s cryptophane-111 hydrosoluble
fonctionnalisé avec 64¢-CsMes)RU']* ([Cp*Ru]")37

Les propriétés d'encapsulation des différents opimines testés seront détaillées par la suite.

f) Améliorer la sensibilité de I''lRN©**Xe

i- 'HYPER-CEST

C'est en 2006 que groupe de Pines introduit leemird'HYPER-CES¥.

Il s'agit d'exploiter I'existence d'un échange dbim entre le xénon libre (forme A) et le
xénon en cage (forme B) (Figure 14). En effet,daksn envoie une impulsion longue a la
fréquence de résonance du xénon encapsulé (\ergnion encapsulé est dépolarisé (rouge)
et le signal RMN disparait. Or, le xénon encapstaét en échange permanent avec le xénon
libre, le xénon libre sera a son tour dépolariséeesignal du xénon libre va également
décroitre.

Une telle méthode permet, lorsque le signal du xérarapsulé n'est pas ou peu visible du
fait de la faible concentration en biosonde, d'olesele phénoméne de décroissance sur le

signal toujours intense du xénon lifte

38|, Schroder, T. J. Lowery, C. Hilty, D. E. Wemmar,Pines Science2006 314 446
39 A. D. Sherry, M. WoodsAnnu. Rev. Biomed. En@008§ 10, 391
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Figure 14 : principe de I'HYPER-CEST appliqué atyptophanes en RMRF*Xe

Cette technique a été appliquée pour détecterdsepce d'avidine grace a un cryptophane
décoré d'une biotine. Un tube comportant un ligalase-avidine a été divisé en deux
compartiments. (Figure 15a): seul le compartimenfc&ré rouge) contient la biosonde

(concentration de 5 pM), le compartiment 1 (carigu)p sert de témoin. En absence de
saturation, le signal RMN du xénon libre est d'inmiéé égale dans les deux compartiments
(spectre b) et I'image e montre la présence demxdéboe dans tout le tube. Lorsqu'une

saturation a la fréquence de résonance du xénapsué est appliquée, le signal du xénon
libre disparait seulement dans le compartiment2ez@nt la biosonde (spectre ¢ et image f).
Une soustraction des signaux obtenus avant et aptesation (spectre d) permet d'obtenir la

localisation de la biosonde (image g).

Cette méthode permet de détecter des concentragiontiosonde de l'ordre de quelques
dizaines de nanomolaires, voire méme quelquesinestde picomolairé® Par ailleurs, une
étude portant sur l'utilisation optimisée d’'uneldeméthode a été publiée récemment par
I'équipe de Schrodét:

0. SchroderPhysica Medica2011, doi:10.1016/j.ejmp.2011.11.001
“L'M. Kunth, J. Dopfert, C. Witte, F. Rossella, L. Siter, Angew. Chem. Int. Ed.2012
doi:10.1002/anie.201202481
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Figure 15 : application de la technique d' 'HYPERST (a) lit d'agarose — avidine séparé en
deux compartiments : (1) témoin, (2) avec la bioson(b) et (c) spectres RMRXe
respectivement sans et avec saturation (en bleopadiment 1, en rouge : compartiment 2).
(d) spectre RMN**Ke obtenu aprés soustraction de (b) et (c). (€f)émage IRM***Xe
respectivement sans et avec saturation. (g) imaggoe aprés soustraction de (e) et (f).

ii- Augmentation de la concentration locale en sand

Une autre méthode qui permet d'améliorer la sditilie I''RM *?*Xe consiste & introduire
des plateformes capables de présenter plusieurptophanes afin d'augmenter la
concentration locale en xénon encapsulé.

En 2006, Pines et FréchHétdéveloppent des dendriméres polyamidoamines ocapabl
d'attacher de maniére non covalente entre 3 et rfitophanes. L'absence de liaison
covalente se traduit par un manque de stabilité praisente I'avantage d'éviter des synthéses
lourdes. La version biotinylée de ce dendrimere tneonne amplification de la hauteur de pic
d'un facteur 8 comparée a la biosonde d'originefadtteur 8 provient, d'une part de la
présence de deux cryptophanes par unité, d'auttepaal'absence de diastéréoisomeres, et
finalement d'une vitesse d'entrée et de sortienalpisle qui se traduit par un pic plus fin.

Une seconde approche est introduite par I'‘équip®ide$® en 2010 en s'inspirant d'une
stratégie développée pour des agents de contrasanpgnétiques qui utilise une capside

virale*** Celle-ci est une structure quasi-sphérique conteB2 pores d'environ 2 nm de

2J. L. Mynar, T. J. Lowery, D. E. Wemmer, A. PingsM. J. Fréchet]. Am. Chem. Sqi2006 128 6334

“3T. Meldrum, K. L. Seim, V. S. Bajaj, K. K. Palapjaan, W. Wu, M. B. Francis, D. E. Wemmer, A. Pinks,
Am. Chem. Soc201Q 132, 5936

*J. M. Hooker, A. Datta, M. Botta, K. N. Raymond, Bl FrancisNano Lett, 2007, 7, 2207

> A. Datta , J. M. Hooker, M. Botta, M. B. Franc®,Aime, K. N. Raymond]. Am.Chem. So2008 130, 2546
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diameétre chacun. Elle est composée de 180 monomgaresauto-assemblent spontanément
en un transporteur non infectieux, hydrosolublbietompatible. Une telle structure peut étre
aisément décorée de 125 cryptophanes, ce qui pdardescendre la limite de détection a 0,7
pM de sonde en appliquant la méthode dHYPER-CE8®ignal RMN est cependant élargi
a cause de la mobilité réduite des cryptophanes. d@mposés restent tout de méme trés
prometteurs et pourront étre fonctionnalisés afinsdegreffer spécifiguement a des cibles
d'intérét.

Derniérement, la méme équipe a eégalement publiédation du bactériophage M13 comme
support supramoléculaire pour le greffage d’unigtilde cryptophane-R. Cette nouvelle
structure a permis de détecter une concentratio23@efM en agent HYPER-CEST, une

sensibilité jamais atteinte pour un agent de ceteriRM.

q) Visualiser plusieurs phénomenes biologigues émentemps

La grande sensibilité du xénon permet de diffémmgimultanément des milieux relativement
proches (multiplexing). Cette possibilité a été anen valeur par I'équipe de Berthault en
2008". Dans ces travaux, deux cryptophanes peuventdétectés puis imagés dans deux

environnements différents avec de bonnes résolusipatales (Figure 16).
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Figure 16": tube contenant 200L (CHCI,)./(CDCL), (1:14) dans la phase inférieure, 300
uL H2O/D,0 (1:14) dans la phase supérieureug3le compos€;, et 110ug deC,. Spectre
129 e obtenu en 1 scan avec 1 atm de gaz hyperpol@jdérage'*>Xe du xénon encapsulé
dans le cryptophan@, (dans BO) (b) Image*>Xe du xénon encapsulé dans le cryptophane
C;: (dans (CDG),)

“6T. K. Stevens, K. K. Palaniappan, R. M. Ramirez, B Francis, D. E. Wemmer, A. Pinddagn. Reson.
Med, 2012 doi:10.1002/mrm.24371
“7p. Berthault, A. Bogaert-Buchmann, H. DesvauxtGber, Y. BoulardJ. Am. Chem. So2p08 130, 16456
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B. Les cryptophanes

1. Les dérivés de cyclotrivératrylenes

En 1915, Robinson reporte pour la premiére foistdiotion du cyclotrivératrylene (CTV,

Figure 17). Le produit, a I'époque, avait été ideénta tort comme étant le 2,3,6,7-
tétraméthoxy-9,10-dihydroanthracéheC'est en 1965, & la suite des travaux de Lifdsey
d’Erdtmart® et de Goldup' que la structure des CTV a pu étre clairementtifiée.

9!

HsCO OCH;
HeCO hco  ocH; OCHs

Figure 17 : structure du cyclotrivératrylene

L'appellation générale de ces molécules composawid noyaux aromatiques reliés par des

ponts méthyléne est tribenzo(a, d, g)cyclononatr(Ergure 18).

HO 4o  ocH, OCHs HO  ho

tribenzo(a, d, g)cyclononatriéne cyclotrigugiane cyclotriphénoléne
Figure 18 : dérivés de cyclotrivératryléne

Par la suite, on effectuera un abus de langage ppelant CTV tous les dérivés de

cyclotrivératriléne.

a) Synthése de CTV

Il existe deux grandes méthodes d'obtention de CTV.

“8G. M. Robinsony. Chem. So¢1915 102, 266

“9A. S. Lindsey,). Chem. Soc1965 1685

*0H. Erdtman, F. Haglid, R. Ryhaglcta. Chem. Scandl964 18, 1249
*L A. Goldup, A. B. Morrison, G. W. Smitl, Chem. Soc1965 3864
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Une premiere consiste a mettre en présence dessélu vératrole avec du formaldéhyde en

milieu acide (Figure 19).

)OJ\ CH,"
Ry H. H”H s
T e TR

R4
Figure 19 : synthése de CTV a partir de dérivédatatvole et du formaldéhyde

La deuxieme consiste a générer le cation benzyliongermédiaire a partir d'alcools
benzyliques en milieu acide. Il s'agit de la méthtalelus répandue actuellement pour

I'obtention de divers CTV (Figure 20).

OH acide de Lewis CHy*

ou
acide de Bronsted 0 s
R \ R Rq R2
2 2 R, R4
H0 R2

R R4 R1

Figure 20 : synthése de CTV a partir d'alcool bégag substitué

Le mécanisme envisagé (Figure 21) pour ces cyaiétisations passe par la formation d'un
carbocation stabilisé qui permet successivemeimbraieer le dimére, puis le trimere avant de

permettre la cyclisation finale pour obtenir le CTV

CHy" CH,"
acide ‘-‘
= — — OO0, |— O
R, Ry Ra R Ro Ry
Ry Ry R, Ri Ry Ry Rz Ry

Rq

OH
R, R
R, CH,
ou
.
Ra  H”H
Rq

Figure 21 : mécanisme proposé pour la formatioG o

Pour que les réactions de cyclotrimérisations soafitaces, il est nécessaire d'avoir un
groupement électrodonneur en, Rour activer la position en para de ce groupejransi
gu'un groupement protecteur en Rfin d'éviter les substitutions électrophiles estte

position (Figure 22).

52 A. Collet, Tetrahedron1987, 43, 5725
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* *
ou
R R
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*

! % position a protéger
! % groupement donneur§

. % position a activer

Figure 22 : protection et activation de I'alcoohbdique de départ

L'acide choisi dépend du composé a cycliser, ilt magir d'acides de Bronsted (HGJO
HCOOH, HSO,;) comme d'acides de Lewis,(®, Sc(OTf}catalytique).
Quelle que soit la méthode employée, la synthés€Té s'accompagne en général par la

formation d'oligoméres cycliques, dont le cyclaéératryléne majoritaire (Figure 23)
R Ry
Rz R1
Ry O O Ra
R2 R1

Figure 23 : structure générale du CTTV

b) Symétrie et chiralité des CTV

Le cyclotrivératrilene est une molécule achiralepéndant, si les substituants & R sont
différents sur le cyclononatriene, la molécule davichirale. Les propriétés de symétrie des
composés dépendent de la voie de synthése. Enafiattir de vératroles substitués par deux
groupements différents, il est possible de fornarmxdcations régioisomeres (Figure 24). Ces
cations vont conduire a deux paires d'énantiomdeesymeétrie respective;&t G. La
symétrie G est obtenue par des condensations croisées drscddaocations (voie A). La

symétrie G est obtenue par trois condensations successivesmme cation (voie B).

53J. D. White, B.D. GesneTetrahedron1974 30, 2273
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VOIE A VOIE B

. ,.dafs., . ..c’afs.

symétrie C4 symétrie Cy

Figure 24 : symétrie des CTV obtenus a partir devée du vératrole

Dans le cas de la synthése a partir de l'alcoatyigpue, seul un carbocation est formé, ce qui

meénera a une paire d'énantioméres de syméjriEiqure 25).

OH acide de Lewis CH,*
ou
acide de Brénsted 0 s + "-{s
N aQ O Q Q G
O
Ho d d 4 »n U

symétrie C3
Figure 25 : symétrie des CTV obtenus a partir devéél'alcool benzylique

Des CTV énantiomériquement purs peuvent étre obtpausntroduction d'un substituant
chiral (avant**°ou apré¥~°"*8cyclotrimérisation), séparations des diastéréoésesmobtenus

par chromatographie puis clivage des groupemeitsich

> A, Collet, J. Jacque3etrahedron Lett.1978 1265
* A. Collet, J. Gabard, J. Jacques, M. Cesariouilh€m, C. Pascard, Chem. Soc., Perkin Tran$981, 1,

1630
%6 J. Canceill, A. Collet, J. Gabard, G. GottardHi,P. Spadal. Am. Chem. Socl985 107, 1299
57 J. Canceill, A. Collet, G. Gottarelli, Am. Chem. Sod.984 106, 5997

%8 3. Canceill and A. Colletouv. J. Chim.1986 10, 17
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c) Conformations des CTV

Les CTV énantiomériqguement purs peuvent racémiserupe interconversioncfown to

crowr' en passant par des conformations intermédiagaddle et "twistéé (Figure 26). Ces

composeés sont en général moins stables que la owation "couronne” a cause d'interactions

répulsives existant entre un groupement méthyléna eycle aromatique oppcsé

conformation "crown" conformation "crown"

R, Ry

conformation "saddle" conformation "saddle"

Ry, R4 0 Ri  Ra
R2
Ri

R
R4

) 9!

)

s conformation "twistée" R
2

Ri

R4
Rz

Figure 26 : différentes conformations du CTV

Le temps de demi-vie d'un conformere unique e$bdire de 3 ans a 0 °C, 1 mois a 20 °C et

quelques minutes & 100 *CLa barriére d'énergie d'inversion est de I'ordr@6l kcal.mot.

Les conformations intermédiaires de type saddlevgr@uétre isolées dans le cas de CTV

modifiés sur les ponts méthyléne ou particulierememcombrés au niveau des cycles

aromatiques (Figure 27).

36

Figure 27 : exemple de CTV stables en conformatauidle



2. Les cryptophanes

a) Stéréochimie des cryptophanes

Les CTV étant chiraux, deux configurations sontsgues pour les cryptophanes. Si les deux
unités de CTV jointes sont identiques, on obtiet@monfiguratioranti. Si les deux unités de
CTV sont énantioméres, le cryptophane obtenu sgrt> . || existe au final trois

stéréoisomeres de configuration (Figure 28).

so Ny

anti

Figure 28 : configurationsynetanti

Les deux cryptophanesti sont chiraux et énantiomeres entre eux. Le cryj@oesyn peut
étre soit achiral si R= Ry, soit chiral si R# R.

En termes de symétrie :

SiRR=Ry et Z =27, |la formesyn est de symétrie 4 alors que la formanti possede une
symétrie 3.

SiRR= Ry et Z# Z', la formesynest de symétrie £alors que la formanti possede une
symétrie G.

SiRiI#Ry et Z=Z', les formesynetanti sont de symétrie {C

SiRZRy et Z# Z', les formesynetanti sont de symétrie C

9T, Brotin, J.-P. Dutast&shem. Rey2009 109,88
K. T. Holman Encyclopedia of Supramolecular Chemis2904
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b) Conformations des cryptophanes

Il est possible d'observer des changements de oatn pour des cryptophanes de grande
taille de cavité. Différentes inversions au nivems CTV conduisent a quatre cryptophanes
topoisomeres (Figure 29) :

- une conformatiomutout, lorsque les deux CTV sont en conformation coueognpointent
les ponts méthylénes vers l'extérieur.

- une conformatiorin/out, lorsqu'un des deux CTV en conformation couronamtp ses
ponts méthylénes vers la cavité de la molécule.cage

- une conformationn/in, lorsque les deux CTV en conformation couronnenteoit leurs
ponts méthylénes vers la cavité de la molécule.cage

- une conformationout/saddle (ou selle de cheval), lorsqu'un des deux CTV est e

conformation selle de cheval (Figure 26).

infout in/in out/saddle
Figure 29 : différentes conformations du cryptophane
Il est possible d’obtenir une conformation out/aupartir des composés qui possedent une
conformation in/out, in/in ou out/saddle lorsquerés solubilisation, ceux-ci sont chauffés ou

mis en présence de gaz pouvant étre encapsulénadesieur cavite.

c) Synthése de cryptophanes

Il existe trois grandes méthodes de synthése geaprane¥ >>>*(Figure 30). Toutes ont

comme produit de départ des dérivés d'alcools lienzg.

L A. Collet, J.-P. Dutasta, B. Lozach, J. Canc@&tlipics in Current Chemistrt993 165
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METHODE DIRECTE

Figure 30 : les trois méthodes de synthese desopiyphes

i- La méthode directe

La premiere méthode consiste a former d'abord umewr d'alcool benzylique pour le
cyclotrimériser ensuite en conditions acide (Figditg Cette réaction met en jeu le couplage

de trois diméres en créant six liaisons carbonbersr en une seule étape.

OH

Figure 31 : schéma de synthese général par la oetlicecte

Cette approche a l'avantage d'étre courte, et pefoigenir des cryptophanes avec des ponts

divers pouvant aller jusqu'a sept carbones. Cepgndle est restreinte a la formation de
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composeés de symétrigsDu G, et les rendements sont souvent relativement f&idlableau
2).

0-(2)-0 Anti (%) Syn(%)
(CHy)2 5 0
(CHy)3 17 3
(CHz)4 8 2
(CHyp)s 12 6
(CHy)s 8 2
(CHyp)7 5 1
(CHyp)s 0 0

CH,CH=CHCH, (E) 5 1
CH,CH=CHCH, (2) 10 8
CH,C=CCH, 0 0

Tableau 2 : rendement des isomé&ras etsynobtenus par la méthode directq EROCH)

Dans cette méthode, il semble que la formation ptaphaneanti soit favorisée. Les

intermédiaires probables de cette réaction soseptés dans la Figure 32.
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Figure 32 intermédiaires probables pour les cryptophaye®tanti par la méthode directe
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Cette approche a été utilisée par Holman pour syisdr un cryptophane anti présentant des

ponts m-xylylene substitué par un ester permettantapsulation d'une molécule de THF

(Figure 3352

Meog P-4 \

o) OMe X
X> Lxﬂ ) e é‘/.\‘ ek4¥
< MeO O ¢ \ .
N A o A TS R
X\ ok, P
?4 ¥
e $
ol

X: o>\_q ‘i\\g{‘ £

() (b)

Figure 33 : (a) cryptophane avec des ponts desspoenylylene substitué par un ester (b)
structure RX du cryptophane encapsulant une maémiTHF

ii- La méthode template

Il s'agit de l'approche utilisée par le groupe delle pour la premiere synthése de

cryptophanes (Figure 34).

OH
SeNO
RO Rrg R4 R1 Ry Ri Z/
0
Rz©
HO

R4

-N—O,

O

RN
7
0

0

R
S g

7

[0)

I O\Z ! z + (Z) (I) R1 Z
z R o / z |
| 2 0o 0 0, 2 R

0 (0]

anti

Figure 34 : schéma général de synthése des crygteptpar la méthode template

23, T. Mough, J. C. Goeltz, K. T. Holmatngew. Chem2004 43, 5631
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L'alcool benzylique est dans ce cas directemenlotymérisé pour former un CTV. Ce

dernier est fonctionnalisé avec des dérivés d'allsenzyliques pour préformer une cage qui
servira de "template" pour la fermeture de cycle terniére étape consiste en la
cyclotrimérisation intramoléculaire en milieu aciddué. Les rendements de synthese sont

souvent bien meilleurs que ceux obtenus par laodéthlirecte (Tableau 3).

0-(2)-0 Anti (%) Syn(%)
(CHy), 80 0
(CHy)3 27 50
(CH2)4 - -
(CH2)s 21 43
(CHy)e 18 9
(CH)7 - -
(CH)s 60 20

CH,CH=CHCH; (E) 34 5
CH,CH=CHCH; (2) 25 50
CH,C=CCH, 43 20

Tableau 3 : rendement des isomé&xes etsynpar la méthode template (R R, = OCH)

Le rapportsynfanti dépend de la parité du nombre de carbones diehtesles deux CTV : si

le nombre de carbone est pair, on observera majenient du cryptophananti et si le
nombre d'atome est impair on obtiendra majoritageindusyn En effet, la parité du nombre
de carbone au niveau du bras va déterminer I'atient de la fonction alcool réactive de
I'alcool benzylique et donc le sens de cyclisatidans le sens ou dans le sens inverse des

aiguilles d'une montre (Figure 35).

Figure 35 : intermédiaires probables pour les appanesynetanti par la méthode template
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La méthode template permet d’obtenir des cryptopbate symétrie Pet G, comme le
cryptophane-A et le cryptophanesign mais aussi des composés d'autres symétries coenme |

cryptophane-C (symétriesCou des cryptophanes de symétrig(llgure 36).

eSO
O Q H3COO s HaCO O s 0
HCO Q ocH, © g oo HaCO 0 Q 0 o 4 ocn %
9 0\/\OCH3 ) 2 ; o o OCHaocj Z\

E!CO HsCO O 0 o O OCH3 OCH; ﬁ \/\O 0 H.CO HcoO O o)
o\sgizy,om3 mcoWo \ Q \s O oo,

= DL

C

cryptophane-A cryptophane-E syn cryptophane-C cryptophane-233
D3 C3h Cs 2

Figure 36 : cryptophanes de symétrig Os,, Gz et G
iii- La méthode par couplage

Cette approche permet de synthétiser des crypteghpar couplage de deux sous-unités
cyclotrivératrylenes. Elle a été décrite pour lamiere fois par I'équipe de Cram en 1991 qui
a publié la synthese d'un cryptophane dans lequadjiee chaine pontante possede deux
fonctions alcynes. Les cryptophansegn (9) et anti (8) sont obtenus avec de faibles

rendements de 2 % et 4 % respectivement, a patidadix CTV identiques en présence

d'acétate de cuivre (Figure 3%)

AT AT

0O o
O, pyridine, 60 °C Q (0] CHs // | | HsC HaC
o CHs CHs - - / S ) . Il I
» / / N/ I I
74 o.HC HsC, §j§0 Y o HeC HaC, 0 o
Q CHa O CHs
Q X @
anti syn

Figure 37 : synthése de cryptophanes possédafbmaons diynes

% D. Cram, M. Tanner, S. Keipert, C. Knobldr Am. Chem. Socl991, 113 8909



Cette méthode a été utilisée pour la synthese yataphane-111 a partir de deux unités de

cyclotriphénoléne (Figure 3%)

HOOH CICH,Br <Oo 0/\0 )

Figure 38 : synthése du cryptophane-111 par laodéte couplage

Elle a été aussi appliquée pour la synthése duapipane-000 par couplage oxydant entre

deux unités de cyclotrithiophénoléne (Figure®9)

&
TS N
PP =

Figure 39 : synthése du cryptophane-000 par laodéte couplage

d) Fonctionnalisation de cryptophanes

Nous synthétisons des cryptophanes dans le butide des biosondes. Pour cela, il est
souvent nécessaire de fonctionnaliser les moléadgss afin de les rendre hydrosolubles,

spécifiques, ou biocompatibles. Différentes straggie synthése sont alors possibles.

i- Synthése et fonctionnalisation de cryptophanez22

Toutes les biosondes décrites jusqu'a présentdamntryptophanes de type 222 quasiment
tous synthétisés a partir du CT\(Figure 40).

% H. Fogarty, P. Berthault, T. Brotin, G. Huber,Besvaux, J.-P. Dutastd, Am. Chem. Sq007, 129, 10332
% M. A. Little, J. Donkin, J. Fisher, M. A. Halcrow, Loder, M. J. Hardigdngew. Chem. Int. EQ2011, 50, 764
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HO HO OMe OMe

1

Figure 40 : CTVL1

Ce composé est obtenu en trois étapes linéairestia ga l'alcool vanillique2, avec un

rendement compris entre 30 et 45 % (Figure 41)phénol est d'abord protégé par une
fonction allyle, ce qui permet de le cyclotrimérisgans l'acide perchlorique avec un
rendement d'environ 60 %. La réaction de cyclisatie marche pas ou peu avec la fonction

phénol non protégée. Il reste ensuite a deallgl€@TV 4 en présence de palladium.

~60 % ~80%

MeO
HO  ng  ome OMe
< 4 1

Figure 41 : synthése du CTV

OMe ~ T _ww Me

Pd(OAc),
cho3 0 Q PPhy, NHEY,
acetone reflux HC|04 MeOH MeO THF, H,0,80 °C

o]

+ Cryptophanes monofonctionnalisés, précurseursatmbide

PR
[ o)
@ oR

>}2
§ 7 N\

Figure 42 : cryptophanes monofonctionnalisés

Il s'agit de précurseurs développés par les équiesPine§ Dutasta et Brotiff®,

DmochowsKi’ et Freuné pour synthétiser leur biosonde (Figure 42).

V. Roy, T. Brotin, J.-P. Dutasta, M.-H.Charles, Delair, F. Mallet, G. Huber, H. Desvaux, Y. BouaP.
Berthault,ChemPhysChen2007, 8, 2082

67Q. Wei, G. K. Seward, P. A. Hill, B. Patton, |. Bimitrov, N. N. Kuzma, I. J. Dmochowski, Am. Chem.
Soc.,2006 128 13274
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Les cryptophanes sont obtenus en trois étapestia ¢harCTV 1. Les deux premieres étapes

consistent a alkyler les phénols, soit par un marerhl et deux monomereksoit par deux

monomeéres9 puis un monomerd 0. La cyclotrimérisation intramoléculaire finale an

acces aux cryptophanes désirés (Figure 43).

@)

OH OH
i “OMe i S0\ F
o) o

I I
9 10

Voie 1
(b)

HO 1 ‘ome OMe Voie2

M

2

! @)

(2

OH

é\o\

B

11
9 (2 éq.)
Cs,CO;5
DMF 80 °C
28 %
101 eq ) ‘
Cs,CO3 OMe
DMF 80 °C HCOOH
84% ( _sC
11 (1 éq.) ~50%
Cs,CO5
DMF 55 °C
. e%
9C(2C%q 2
S =
DMF55 °C 12 r= 77
80 % 13 R= /\\\

C’
OMe
(0] o OMe )
MeO MeO (o] (0]

OOR

Figure 43 : (a) monomer&s10, 11 (b) synthese des cryptopharte$

Le monomere est obtenu en deux étapes a parti2devec un rendement d'environ 58 %

(Figure 44). Les monomere$0 et 11 sont synthétisés en quatre étapes a partir du

dihydroxybenzaldéhyd#5 avec un rendement d'environ 46%%

8 A. Schlundt, W. Kilian, M. Beyermann, J. Sticht, Gunther, S. Hopner, K. Falk, O. Roetzschke, L.
Mitschang, C. FreundAngew. Chem. Int. EQR009 48, 4142
9T, Brotin, J.-P. Dutast&ur. J. Org. Chem2003 973
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R
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Figure 44 : (a) synthese du monom@i) synthése des monomeéddset 11

Les cryptophane$ et 6 sont finalement synthétisés en 12 étapes non legavec des
rendements respectifs de 1,2 et 2,9 %.

On accede aux cryptophangégt 8 a partir du cryptophang par déprotection de la fonction
allyle (7) puis par alkylation avec le bromoacétate de métky saponification8) (Figure

45). lIs sont obtenus en 13 et 15 étapes avecedesments d'environ 1 et 0,5 %.

CTT D Pa(OAG), CTO , Ecome = 5
MeO O PPhy NHEt,  MeO 0 (D) Cs,C05 DMF 05 0
oM o OMe ~70% omj

)

o J_ ome M€Y THFH0 80°C d_ “ome N o J_ ome
( ~88% ( 1 @) NaOH 1
MeO O o) MeO O H,O, MeOH o
MeQ P Meq Me O 0% Meo Me o 0 COOH
o) O Ie} OH e} O o/
a\9Js -\%» -\%)s
5 7 8

Figure 45 : synthése des cryptophanes8

Le séparation des énantioméres du cryptoplTaaeité effectuée par I'équipe de Dutasta et

Brotin’® et sera détaillée en partie 111.B.3.d).

T, Brotin, R. Darbe, M. Darzac, J.-P. Duta&taem. Eur. J.2003 9, 5784
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+ Cryptophanes tri-fonctionnalisés, précurseurs dedride

Ces cryptophanes ont été synthétisés par Dmoch@usk007 (Figure 46)7%73

ANF 22
; Z OMe N 23
H 24

RO RO o o0 ~>cooH 25

° % NN o 26
%NN

Figure 46 : cryptophanes tri-fonctionnalisés

lls peuvent étre obtenus selon deux voies de syathe
Dans la premiére voie, on introduit les monomd@®su 11 sur le CTV1 (Figure 47). Puis
une réaction de cyclotrimérisation donne accés @yptophane®?2 et 23 en 9 étapes non

linéaires avec un rendement de 4,8'%

eSS
10 ou 11 MeO
OH ~60% ( 40-48% (
OMe
: @ ?

Voie 1

27 r= NN 2 r= NNF
28 R= 23 rR=

Figure 47 : voie 1, synthése des cryptophanes 23 et

Dans la seconde voie décrite en 2011 par |'équeg@rdochowski (Figure 48)le monomere
est cyclotrimérisé afin d'obtenir le CT20. On introduit ensuite les monomergs ou 17,
puis on réduit les aldéhydes avant de cyclotrireénur obtenir les cryptophan22 et 23.

La deuxieme voie est plus rapide que la premiérsgoiglle réduit la synthése a 6 étapes (au

lieu de 9) avec des rendements meilleurs (9 % coépéd,8 %).

p. A. Hill, Q. Wei, R. G. Eckenhoff, I. J. Dmochsky, J. Am. Chem. So007, 129, 9262
2p_ A, Hill, Q. Wei, T. Troxler, I. J. Dmochowski. Am. Chem. So@2p09 131, 3069
0. Taratula, P. A. Hill, Y. Bai, N. S. Khan, I.DmochowskiOrg. Lett, 2011, 13, 1414
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Figure 48 : voie 2, synthése des cryptopha@®sst 23

Trois autres cryptophanes ont été obtenus a mhasircryptophane®2 et 23 (Figure 49). La

déallylation de22 conduit au cryptophan24. L'alkylation de24 par du bromoacétate de

méthyle suivi d'une saponification méne au crypémgh25. Enfin, trois réactions de

cycloaddition d'azotures sur les alcynes2@epermettent d'accéder au cryptoph@te Ces

trois derniers cryptophanes ont une meilleure stilél@n milieu aqueux et sont plus adaptés

a la synthése de biosondes.

Le dédoublement des deux énantioméres du cryptephém été décrit récemméfit Ces

derniers permettent d’accéder aux cryptoph@2e83 ou 25 énantiopurs.

0. Taratula, M. P. Kim, Y. Bai, J. P. Philbin, B. Riggle, D. N. Haase, |. J. Dmochowsgirg. Lett, 2012

doi:10.1021/0l1300943w
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Figure 49 : synthése de nouveaux cryptophanesrigtionnalisés a partir &2 et23

+ Cryptophanes hexa-fonctionnalisés, précurseursadefde

Ces cryptophanes décrits pour la premiére foid'eaquipe de Collet en 1987 sont aussi les

premiers cryptophanes hydrosolubles (Figurés0)

OS .
Rom) o
01
(RO RO O o 35R =" "COOH

OOR

Figure 50 : cryptophanes hexa-fonctionnalisés

Les cryptophane34 et 35 (appelé aussi cryptophane-A®)nt respectivement obtenus en 8 et
10 étapes non linéaires avec des rendements aiar@ % et 1,4 % (Figure 51). Le CTIV
est alkylé avec le monomer@ Puis le composé est cyclotrimérisé pour obtegir |
cryptophane-A. Ce dernier peut étre déméthylé é@segmce de PR, puis alkylé par du

bromoacétate de méthyle et saponifié.

5 3. Canceill, L. Lacombe, A. Collet, Chem. Soc., Chem. Commu287, 219
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Figure 51 : schéma réactionnel de synthése desopiyanes hexa-fonctionnalisés

Le compos&5, par la présence de six fonctions acide carbouglifCHCOOH) est déja une
biosonde sensible au pH dont nous détaillerongtepriétés par la suite. La nature des
contre-ions (LI, Na" ouK™) des fonctions phénates du comp8dénfluence fortement les
propriétés d’encapsulation du xéndrEn présence de Gde xénon ne rentre plus dans la

cage car le cryptophane encapsule le cation avebien plus haute affinité
ii- Synthese et fonctionnalisation de cryptophanéil

Le cryptophane-111 peut étre obtenu par trois wifésrentes.

La premiére est la synthése origin&li€a partir du CTV1 en 4 étapes (Figure 52). On forme
les triflates a partir des phénols pour les clmeprésence de palladium puis on déméthyle le
CTV 39. Finalement un couplage avec un exces de chlomimeéthane donne le
cryptophane-111 avec un rendement de 11%. La ssatheun rendement global de 1,5 %

pour 7 étapes linéaires.

5 p. Berthault, H. Desvaux, T. Wendlinger, M. Gyejaat, A. Stopin, T. Brotin, J.-P. Dutasta, Y. Badla
Chem. Eur. J.201Q 16, 12941

T Brotin, R. Montserret, A. bouchet, D. Cavagit Linares, T. Buffeteaul. Org. Chem.2012 77, 1198
8T, Brotin, V. Roy, J.-P. Dutasta, Org. Chem.2005 70, 6187
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Figure 52 : premiéere synthése du cryptophane-111

La deuxieme voie de synthése permet d'obtenirdgposé en cing étapes avec un rendement
global de 12 9% (Figure 53). Le produit commercidll est protégé par un benzyle, puis
cyclotrimérisé en CTV43. Deux étapes de déprotection sont ensuite nécessavant
d'engager le CTV40 dans un couplage final dans des conditions opé@sisavec un
rendement de 46 % (au lieu de 11 %). Cette voiepemdant le défaut de nécessiter un

produit de départ colteux.

OH OH
BnBr, K,CO3 P,0s, éther LSS
aceétone, reflux reflux O s
OH E—— 0Bn . | OBn
| 93 % | 36 % BnO Bno 1!
41 42 43
Ha, PAIC, TEA
o 2, )
84% it
0 s Ha, PA(OH),/C
ﬁo CICHBr, Cs,C03 CH,Clp / CH3COOH e
o PN “gs
0 R oOH «—0u 0Bn
( 0 o o

o ;:i HO HO 96% Bno BnO
O 40 44

cryptophane-111

Figure 53 : synthése améliorée du cryptophane-111

O T. Traoré, L. Delacour, S. Garcia-Argote, P. Baulh J.-C. Cintrat, B. RousseaDrg. Lett, 201Q 12, 960
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La troisieme voie de synthése consiste a cyclotigsaéle composé directement afin d'obtenir
le CTV® (Figure 54). La déméthylation et le couplage set fensuite dans les mémes
conditions qu'auparavant. Malgré de trés faiblesleenents, cette méthode permet d'engager
un produit bon marché et d'obtenir en quelqueseétap en grandes quantités le CTV clef et

cela sans purifications chromatographiques.

6%

OH
P,0s, éther
reflu, 12 h O Q
—_—
OMe OMe
MeO
MeO
45 39

-78 °C->-20°C

BBrz, CH,Ch,
66 %

Cs,CO;

LR)
f@i‘\) OH

-~

g 06 P 46 % Ho
HO
40

cryptophane-111

Figure 54 : synthése du cryptophane-111 transpesaiolgrande échelle

Le cryptophane-111 peut ensuite étre bromé ou dlaaés des conditions similaires avec des

CHCly 3
o
o o0 N~—0 ¢

p\ele

Figure 55 : fonctionnalisation du cryptophane-1Hr palogénation (les rendements sont
calculés par rapport a la quantité de produit gedeyant réagi)

rendements modérés (Figure 55).
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8T, Traoré, L. Delacour, N. Kotera, G. Merer, Cgbat, B. Roussea@rg. Process Res. DeR011, 15, 435
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Les composés obtenus ont été fonctionnalisés aw@es par réaction de lithiatfdi?ou de
couplage au palladiuth Ces biosondes ont fait I'objet des théses deseDic Ténin Traoré
et Léa Delacour.

Une autre forme de fonctionnalisation adoptée palmidr?’ est la complexation de cations
meétalliques sur les cycles aromatiques (Figure I56)groupe a réussi a introduire six cations

de maniére stable afin de rendre le cryptophandigddosoluble.

Cp*RLIJ Cl
Cp*Ru__ T \/RUCP* 6
CT SO STISNE
0 Y Q
[Cp*Ru(pg-Cl)ls, H,O/THF,
o d ) micro-ondes O i) )
\—0
( 2 89% ( \
o]

g

cryptophane-111 L

Figure 56 : fonctionnalisation du cryptophane-1af gomplexation métallique

e) Propriétés d'encapsulation des cryptophanes

Dés 1985, les cryptophanes sont décrits par I'égdg Collet pour encapsuler des petites
molécules neutres telles que le bromochlorofluotbarée®, le chloroformé&® ¢ ou le
dichlorométhan®®® Par la suite, les phénomeénes de complexatiotadétylcholine avec le
cryptophane-O hydrosolulifeet I'encapsulation du méthane dans le cryptopAafisont
étudiés. C'est en 1998 que le groupe publie seauxasur l'encapsulation du xénon dans le
1H91

cryptophane-A observé par RMN?e et 'H®’. Outre les applications en IRM%*Xe, les

8T Traoré, Thése de doctorat en chimie organiguithiversité Paris Sud

82T Traoré, G. Clavé, L. Delacour, N. Kotera, P.Rénard, A. Romieu, P. Berthault, C. Boutin, N. dis B.
RousseauChem. Commun2011, 47, 9702

8 . Delacour, Thése de doctorat en chimie organdgiBUniversité Paris Sud

843, canceill, L. Lacombe, A. Collet, Am. Chem. Sqcl985 107, 6993

8. Canceill, M. Cesario, A. Collet, J. Guilhem,LUacombe, B. Lozach, C. Pascaftigew. Chem. Int. Ed.
Engl, 1989 28, 1246

8 3. Canceill, L. Lacombe, A. Collel. Am. Chem. Sqd 986 108 4230

87 3. Canceill, M. Cesario, A. Collet, J. Guilhem,Rascard). Chem. Soc., Chem. Commu285 361

8 3. Canceill, M. Cesario, A. Collet, J. Guilhem,Riche, C. Pascard, Chem. Soc., Chem. Commu:986
339

8 . Garel, B. Lozach, J.-P. Dutasta, A. ColletAm. Chem. Sqcl993 115, 11652

|, Garel, J.-P. Dutasta, A. Collétngew. Chem1993 32, 1169

91 K. Bartik, M. Luhmer, J.-P. Dutasta, A. ColletReisse,J. Am. Chem. Sqcl998 120, 784
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cryptophanes restent aujourd’hui des moléculesaisgantes pour la reconnaissance de petites

molécules chiraléé*ou la détection d'autres gaz>®

i- Effet d' "induced fit"

Les cryptophanes sont capables de s'adapter aHétas. C'est ce qu'a démontré I'équipe de
Dmochowski en s'intéressant a I'évolution du voluhiume méme cage contenant différentes
molécules (Tableau %) L’équipe a réussi a isoler des cristaux de dérile cryptophane-A
contenant différentes molécules (de I'eau, du ditome, du méthanol ou du xénon) et a
déterminé & partir des structures cristallinesaiiet des cavités internes. Le cryptophane
triallyle 22 (Figure 46), a un volume de 84 forsqu’il encapsule du méthanol, alors qu'avec
du chloroforme, cette méme molécule a une cavigrietcomprise entre 98 et 103 gelon

la conformation du cryptophane (deux conformatidiirentes ont été identifiées au sein
des cristaux obtenus). Il semblerait que cette amgation du volume d’environ 20 % soit
rendue possible grace a la flexibilité des brasaesyrs éthylenedioxy qui présentent une
conformation gauche ou anti selon l'invité enca@s@e changement de taille de la molécule

cage est motivé par des forces de London favorables

Invité Hote Volume de Volume de Rapport des

I'hGte linvité volumes

(A3 (A3 invité/hote
Méthanol 22 84 33 0,39
Xénon 22 (conformation 19 89 42 0,47
Xénon 22 (conformation 2) 87 42 0,48
Chloroforme 22 (conformation 1% 102 72 0,71
Chloroforme 22 (conformation 2) 98 72 0,73

Tableau 4: Volumes internes et ratio entre volurhése/invité selon les différentes
molécules encapsulées (a) deux conformations diffés ont été identifiées au sein des
cristaux

%2 A. Bouchet, T. Brotin, M. Linares, H. Agren, D.\@@nat, T. Buffeteaul. Org. Chem.2011, 76, 4178
% A. Bouchet, T. Brotin, M. Linares, D. CavagnatBuffeteau,J. Org. Chem.2011, 76, 7816

%D. R. Jacobson, N. S. Khan, R. Collé, R. Fitzgeral Laureano-Pérez, Y. Baia, |. J. DmochowBRIAS
2011 108 10969

% C. Tao, X. Li, J. Yang, Y. ShBensors and Actuators 011, 156, 553

% Q. Taratula, P. A. Hill, N. S. Khan, P. J. CarrallJ. DmochowskiNat. Commun201Q 1, 148
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ii- Propriétés d'encapsulation du xénon

% Constante d'affinité

Le ratio entre le volume du xénon et le volume aedvité se rapproche le plus du ratio
optimal prédit par Rebek pour le cryptophane-11db({@au 5). Ce cryptophane posséde bien
la meilleure affinité, que ce soit en milieu orgaré (10000 M & 293 K dans le
tétrachloroéthane) ou dans sa version hydroso(@8@00 M* & 293 K dans I'eau).

C Ru -]
P Clg

, S s )
(CHﬁ . Rz(CQ(z))n . /(CH) ( ?o d
RuCp
48
Entrée n, m Ri=R Volume de la V(Xe)/V(crypto)  KM™)
cavité (&)

1 1,1 H 81 0,52 10006"
2 2,2 OCH; 95 0,44 3000
3 2,3 OCH; 102 0,41 2800
4 2,4 OCH; 110 0,38 9,5
5 3,2 OCH; 117 0,36 81@
6 3,3 OCH; 121 0,35 5-1CF
7 1,1 H +6[Cp*Rul] 81 0,52 29000
8 2,2 OCH,COOH 95 0,44 6800
9 2,3 OCH,COOH 102 0,41 2200
10 3,2 OCH,COOH 117 0,36 2200
11 3,3 OCH,COOH 121 0,35 1000

Tableau 5 : constantes d’affinité de differentsptophanes pour le xénon et volume interne
de la cavité estimé & partir de GRASRab) mesurées a 293 K dandgCl,. (a) mesurées a
278 K dans 1,1,2,2-tetrachloroethang@D,Cls). (b) mesurées a 293 K dans®’

Les constantes d'affinités sont logiquement désanites avec des valeurs croissantes de

volume de cagé&°'% excepté pour le cryptophane-224 qui a une cotesfans petite que le

" A. Nicholls, B. Sharp, B. HonidProteins 1991, 11, 281
% T, Brotin, J.-P. Dutast&ur. J. Org. Chem2003 973
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cryptophane-233 alors qu'il a une cavité plus petie phénomene peut s'expliquer par la
grande flexibilité du pont butanedioxy. De plusupoes grandes cages, le solvant peut entrer
en compétition avec le xénon et réduire la constdraffinité.

Pour un méme volume de cavité, les constantesinité#f sont plus grandes dans l'eau

(entrées 7 a 11) que dans des solvants organiqoggds 1 a 6). En effet, le xénon étant peu
soluble en milieu aqueux, il préfere I'environnememgdrophobe de la cavité des

cryptophanes.
+ Vitesse d'échange

La vitesse d'échange est directement corrélée lardg@ur du pic a mi-hauteur du xénon
encapsulé. Plus le pic est large, plus la vitegsghdnge est grande.

Jusqu'a présent, tous les cryptophanes étudiésreanbnin échange lent a I'échelle de la
RMN. La différence de déplacement chimique entreéleon encapsulé et libre est supérieure
a 112 ppm (Tableau 6).

De maniére générale, la vitesse d'échange augneme la taille de la cage. A titre
d'exemple, le cryptophane-111 présente une vitdgsghange de 2,4 Bfzalors que le
cryptophane-A a une vitesse d’échange supérie@mviton deux ordres de grand®uiUne
vitesse élevée d'entrée et de sortie du xénon é&stsmaire a l'apport continu de gaz

hyperpolarisé.

Cryptophane n,m Rl = RZ Solvant 6Xe encapsulé |6Xe libre = 6Xe encapsullé
(ppm) (ppm)
-111 11 H C:D.Cly4 31 193
48 1,1 H+6[Cp*Ru] D.O 308 112
-A 2,2 OCHs C,D.Cly 63 161
-A3 2,2 OCH,COOH DO 64 132
-E 3,3 OCHs; C,D.Cly 30 194
-E3 £ OCH,COOH D,O 35 161

Tableau 6 : déplacements chimiques du xénon eniéapgselques cryptophanes d’intérét a
203 K99,91,64,37,101

% G. Huber, L. Beguin, H. Desvaux, T. Brotin, H. Bay, J.-P. Dutasta, P. Berthault,Phys. Chem. /42008
112 11363

10°H  Desvaux, G. Huber, T. Brotin, J.-P. DutastaB&rthault,Chem. Phys. Chenr2003 4, 384

101 A, Bagno, G. SaielliChem. Eur. J.2012 18, 7341
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+ Vitesse de relaxation

La relaxation longitudinale ;Kdu xénon est définie dans I'Equation 2 avegeslafraction de
xénon encapsulé,;F%%le temps de relaxation du xénon dans la cage,"8t I temps de

relaxation du xénon libre.

1 1 1

— = ——— [Xcaged + —— [{1 — Xcaged

T1 Tlcaged g -I-lfree H 9 )
Equation 2

T,"®® étant trés long (de I'ordre de quelques minuts)consideére que;T2%*‘est directement

proportionnel & T (obtenu expérimentalement) (Equation 3).

i = % D(caged
T T
Equation 3

Afin de conserver le xénon a I'état d'hyperpoldiasa il est tres important de travailler avec

des T, “®®les plus longs possible.

Entrée Cryptophane n,m Ri=R Solvant T,°9%%(s)
1 -111 1,1 H C,D.Cly 12,1
2 -222 2,2 H C,D.Cly 3,9
3 -A 2,2 OCHs C,D.Cly 18,8

Tableau 7 : temps de relaxation longitudinale dooxéencapsulé dans différents hotes a 293
Ket1l,7T (a) valeurde 16 sa295Ket9,4 T

Sur les quelques exemples présentés dans le Tableau peut voir que deux parametres
jouent sur le temps de relaxation ; la nature déstguants sur les cycles aromatiques, et la
longueur des ponts entre les deux unités CTV. tat, gfour les cryptophanes-111 et -222 qui
ne different que par la longueur des chaines pteganon constate que le temps de relaxation
est plus long pour le cryptophane-111 (entrées2).dt semblerait que les protons des ponts

contribuent a une relaxation plus rapide, par leombre et leur positionnement. Sur le
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cryptophane-111, il n'y a que deux protons par ,peinis sont dirigés vers l'extérieur de la
cavité. Cela limite les interactions avec le xéraomc sa relaxation. D'autre part, la présence
de protons aromatiques semble contribuer a la atax plus rapide du xénon lorsque I'on

compare notamment les cryptophanes —A et -2224ges & et 3).

Le cryptophane idéal en termes de relaxation dwmxéioit donc avoir le minimum de
protons sur les ponts reliant les deux unités CTyWosséder des substituants avec le moins

d’atomes d’hydrogene possible sur les aromatiques.

En conclusion, si I'on tient compte des trois paaes présentés ici, les cages les plus
adaptées pour des applications en IRRKe sont les cryptophanes -111 et —A en milieu

organique et les cryptophang®et 35 en milieu aqueux (Figure 57).

— Cp*Ru -
P Cl

| "
" RuCp
PRI TR\ O Q
) e RO ORO

o 0 Ro RO O ¢

O = A o OR
. \<\|/i> 1L Vwa
cp*MRuCp*
RuCp
- o R= -~ “COOH
48 35

Figure 57 : les meilleurs candidats en milieu aqueux
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f) Les cryptophanes-biosondes par équipes

i- Equipe de Pines et Wemmer
+ Biotine-avidine

L’équipe de Pines et Wemmer est la premiere a éyistr une biosonde utilisant la RMN
12%%e en 2001. Lidée est de greffer une biotine sarctytophane afin de détecter la
streptavidine par formation d’'un complexe stable.streptavidine est une protéine tétramere
de 52 800 Da purifiee a partir de la bact&teeptomyces avidiniiSa forte affinité avec la
biotine (constante de dissociation de I'ordre dex30° mol/L) est une des interactions non-
covalentes les plus fortes connues dans la nature.

Cette biosonde se compose d'un cryptophane hydoepl{ooir), d'un bras espaceur
hydrosoluble (vert) et d'une antenne de reconnaissda biotine (bleu) (Figure 58). Lorsque
le complexe biotine / avidine se forme, les contes imposées au crytophane modifient
'environnement chimique du gaz encapsulé et cdarauin déplacement chimique différent
du xénon. Le xénon a une sensibilité telle auxupeations électroniques de son milieu

gu'une deutération d'un groupement méthyle de I#aule hbéte suffit pour avoir une

&

HN o H
ﬁﬁfﬁb

. e Ed O
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Figure 58 : biosonde pour la détection du comphaatne / avidine

1927 Brotin, A. Lesage, L. Emsley, A. Collet, Am. Chem. Sq200Q 122, 1171
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La biosonde est synthétisée en dix-sept étapeslinéaires, sans compter les étapes de
synthése du bras peptidique hydrosolutfleet du dérivé de biotinBl, avec un rendement
inférieur a 0,5 % (Figure 59). Le bras hydrosolubtmstitué d'un enchainement d'acides
aminés (cystéine, arginine et lysin® est introduit sur le cryptophar&afin de rendre la
sonde partiellement hydrosoluble. Finalement, é&aetion de couplage entre la fonction thiol
de50 avec le groupement maléimide du dérivé de bidiihdonne accés a la biosors#®®

HoN— Cys(Tm)
Arg Pbf)

Lys(Boc)

on Arg(be)

E%L e oo
OMe ~05% ( (

o Meo MeQ YO o MeQ MeQ

2

A=

NH NH

8
Ox—.,, ~_HN" “NH,
H,N NH
HH \/\/\/\L
N
O S HN"S0 4 NH,
HN : o] Oﬁ)"///\/N«
H = NH
\/\)J\NH NH,
)/ H
N\/\n/N\/\O/\/O\) 50

51

OMe Owj jN

(\Aeo MeQ, Q N N 0
o N, o
Q O ©
O, 8

Figure 59 : schéma de synthese de la biosondeélatiidine

Le cryptophand est chiral et la RMN du xénon encapsulé dans lamgé racémique montre
un seul pic (Figure 60a). La premiére paire detéli@asisomeres apparait avec l'introduction

de la chaine de L-acides aminés chiraux. Le sp&ds xénon dé0 montre alors deux pics

193 M. M. Spence, E. J. Ruiz, S. M. Rubin, T. J. Lowyy. Winssinger, P. G. Schultz, D. E. Wemmer, ke,
J. Am. Chem. So@004 126, 15287
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séparés de 0,15 ppm correspondant aux deux disist@meres (+)L et (-)L (Figure 60b).

Lorsque I'on couple cet intermédiaire a la biotlie on génere quatre composés chiraux
(+)LR, (+)LS, (-)LR, (-)LS qui donnent quatre pidistincts sur le spectre RMK*Xe

(Figure 60c). La complexation de la biotine aveavitline conduit a l'apparition d'une

nouvelle résonance a 74 ppm (Figure 60d et e).

ppm

75 74 73 72 71 70 69 68 67 66
ppm

Figure 60

L centres chiraux L
centre chiral R ou S
biotine

avidine

bras hydrosoluble

cryptophane

(d)

79 77 15 130M

(e)

1 T T 7° -1 "1
79 77 75 73 T 69 68 ppm

L
69 68 ppm

: spectres RMN?*Xe hyperpolarisé (a)8 dans 25 % toluéne / 75 %

tétrachloréthane, (50 dans DO, (c) et (d)52 sans avidine dans,D et (e)52 avec avidine
dans BO. Tous les cryptophanes sont utilisés a des coratems de I'ordre de 100 pM.
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L'avidine liée & la biosonde a été visualisée v I'**Xe quelques années plus tard par les
mémes auteut’. L'équipe de Pines et Wemmer a concu la bios&8demportant un bras

espaceur différent de celui décrit précédemrreigtire 613°%°.

MeO
owj
MeO
g"eo ]j\( b\(
H

RN
7

THy
N

s —o
N
HH

Figure 61 : biosond&3 utilisée pour faire de I'imagerie IRM*e du complexe biotine /
avidine

Cette biosondé3 est retenue sur lit d’avidine immobilisée sur uh diagarose par son
interaction avec la protéine (Figure 62). Un flontnu d’eau saturée en xénon hyperpolarisé
est ensuite envoyé sur I'échantillon solide (Fig6&a). La distribution spatiale de cette
biosonde est ensuite visualisée (Figure 62b). tlhet@mux alentours de 200 ppm diffusant tout
le long du tube correspond au xénon libre dissons dagarose. La tache bleue localisée
entre 0,2 et 1 cm selon I'axecorrespond au xénon encapsulé dans la sbBdemplexée a
I'avidine. Dans cet environnement, la fréquenceé&denance du xénon est de 65,4 ppm. Cette
image est en accord avec I'image optique du tulgri{€ 62a) ou la région bleue représente la

zone ou l'avidine est immobilisée.

194 C. Hilty, T. J. Lowery, D. E. Wemmer, A. Pindsagew. Chem2006 118 76
15T J. Lowery, S. Garcia, L. Chavez, E. J. RuizWu, T. Brotin, J.-P. Dutasta, D. S. King, P. Ghditz, A.
Pines, D. E. Wemme€hemBioCher006 7, 65
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(b)

5(1%9%e)
/ppm

Figure 62 : (a) avidine immobilisée sur supportidml (b) image par RMN'“*Xe
hyperpolarisé de la distribution spatiale du com@leiosonde biotine / avidine

+ Biosonde de température

La méme équipe a montré en 2010 qu'il était posgihitiliser les cryptophanes comme des
sondes en températt?® La différence de déplacement chimique entre teoréncapsulé au
sein du cryptophane-A et le xénon libre évoluersédaempérature du milieu. Il existe en fait
une corrélation linéaire qui permet de détermimervitro les températures a partir du

déplacement chimique du xénon.

a) b)
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Figure 63 : (a) relation entre la temperature editierence de déplacement chimique entre
xenon encapsulé et xenon libre a 180 (b) cartographie de température détectée audsein
tube RMN homogene en température

16 E schilling, L. Schroder, K. K. Palaniappan, &pZ D. E. Wemmer, A. PineEhemPhysChe201Q 11,
3529
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ii- Equipe de Dutasta et Brotin avec I'équipe derBeult

% Biosonde a brin d'ADN

L'équipe de Dutasta et Brotin en collaboration akéguipe de Berthault a travaillé sur une
biosonde constituée d'un cryptophane relié de margévalente & un brin d'ADN La
présence du brin dADN complémentaire en solutioduit une variation du déplacement

chimique du xénon encapsulé (Figure 64).

P (5
ReNEr-gat RaNEles

Figure 64 : biosonde a brin d'ADN

Cette biosonde est obtenue en dix-sept étapesimemires, sans tenir compte de la synthése

du brin d'ADN, avec un rendement inférieur a 0,5 %.
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Figure 65 : schéma de synthese de la biosondel idN
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Apres l'activation du cryptopha®eavec duN-hydroxysuccinimide (NHS) pour form&#, un
couplage peptidique avec le brin d'ABSN permet d'obtenir la biosonde fin&é (Figure 65).
Les spectres®*e RMN montrent & faible concentration (de I'ordhe micromolaire) un
déplacement chimique du xénon différent selontl'dtaybridation du brin d'’ADN (Figure
66a).

A plus forte concentration (de I'ordre du millimiotg, les spectres xénon de la biosonde 56
seule et en présence d'un brin non complémentegseptent un signal particulier avec trois
pics principaux (Figure 66-2). Ceci peut s'expligpar la formation d’aggrégats de type
micelle, a cause du fort caractére hydrophobe dur cogptophane et du caractére hydrophile
de I'ADN. Ce phénomene n'est pas observé en pegknbrin d'’ADN complémentaire qui

apporte une tres forte solubilité aqueus®.a

80 75 70 65 60 55 180 160 140 120 100 &0
«— &/ ppm “ &/ ppm

1 2

Figure 66 : spectres RMN®Xe hyperpolarisé dans,D

1 . a faible concentration (~ um), (86 seule, (b)56 en présence d'un brin d'ADN
complémentaire, (cp6 en présence d'un brin d'ADN non complémentaire. 2 haute
concentration (~ mM)
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+ Biosonde a pH

En 2010, les mémes équipes se sont intéresséagmophane3s (Figure 67) comme sonde
a pH® Cette biosonde permet la mesure d’'un pH autoud,@equi pourrait trouver une
application dans la localisation de cellules déléapH (cellule entrant en acidose). Comme
décrit précédamment, cette biosonde est obtenudQOerétapes non linéaires avec un

rendement global de 1,4 % (Figure 51).

f
1 , o
68 _ ,."I |||\ || II §
i o / I\ i 3.5
’ - ) iyl 45
671 5 I 7 Y] 16
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66 : — .
: &8 86 B4 ppm
65
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Figure 68 : spectres RMNXe hyperpolarisé dans,D sur une gamme de pH de 3,5 — 10,8
et courbe de titration (déplacement chimique ewrtion du pH) obtenue avec une solution de
KOD. (Concentration en biosonde de 1 mM)

Les spectres RMN?*Xe (Figure 68) montrent une grande variation duat&ment chimique

du xénon encapsulé d’environ 4 ppm entre un pHea@¢b) et un pH basique (10,8). Le pKa
des fonctions acide du cryptophane est évaluém#®B05 grace a la courbe de titration du
cryptophane (déplacement chimique du xénon enifanclu pH) ce qui est cohérent avec la

littérature.
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#+ Biosonde transferrine

La transferrine est une béta globuline, de poidsémadire 76 kDa, synthétisée par le foie.
Elle est constituée d’'une seule chaine polypeptaigrteuse de deux sites de captation du
fer. La transferrine a pour role de transportdetede I'intestin vers les réserves hépatiques et
vers les réticulocytes. Berthault, Dutasta et Bratht voulu greffer des cryptophanes a la
surface de cette protéif& qui est reconnue par un grand nombre de récepspércifiques
présents sur la membrane cellulaire puis interd@lgar endocytose. L'idée est de permettre
une visualisation IRM?*Xe & l'intérieur des cellules grace & cette no@viibsonde.

Le cryptophan&0 est synthétisé en quatorze étapes non linéaisgswavrendement de 1,2 %

(Figure 69). Ici, le cryptophangest obtenu en une étape a partir du cryptophane-A.
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Figure 69 : nouvelle voie de synthése du cryptopffaat synthése du cryptophane acthge

197, Boutin, A. Stopin, F. Lenda, T. Brotin, J.-RutBsta, N. Jamin, A. Sanson, Y. Boulard, F. Leteufs.
Huber, A. Bogaert-Buchmann, N. Tassali, H. DesvadxCarriére, P. BerthaulBioorg. Med. Chem?2011, 19,
4135
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Le bras espacel? est obtenu en trois étapes avec un rendement ée &6 phénol libre de
7 réagit avec le composé tosyé& pour fournir le cryptophan®8 qui est ensuite déprotégé

puis activé sous forme d’ester de pentafluorophpoal donnes60.

Ce cryptophane activé a été ensuite greffé suolatdansferrine (comportant deux cations
Fe’) ou sur I'albumine de sérum bovin pour un contndégatif. Le ratio de cryptophanes
greffés par protéine peut étre contrélé. L'ajoutndarqueurs fluorescents sur la protéine a
permis de voir par fluorescence la reconnaissapéeifgque de la biosonde transferrine par
les récepteurs ainsi que son endocytose. La présinfluorophores ou de cryptophanes sur
la surface de la protéine ne modifie donc pas sgwigtés biologiques.

Les expériences RM*Xe confirment la reconnaissance et I'endocytosidmnde malgré

la présence d'un signal supplémentaire inattenducqgtriespondrait a une interaction non
spécifigue de la biosonde au sein de la membrandidque. Ce manque de spécificité
provient tres probablement de I'hydrophobicité degtophanes greffés.

Il est important de noter qu'il s'agit de la prengi&RMN *?°Xe hyperpolarisé & l'intérieur des
cellules. Les expériences sont stables et reprildiest permettant la visualisation d’'un
systeme biologique complexe malgré la présence&m@hts paramagnétiques. Ces résultats

sont trés encourageants pour les applicafiong/o futures.
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iii- Equipe de Dmochowski

L'équipe de Dmochowski s'est intéressée a la coioceple trois biosondes a base de

cryptophane pour le diagnostic précoce de caneertRd *2°Xe.
+ Biosonde MMP-7

En 2006, I'équipe publie une biosonde permettancib&er la MMP-7 (matrilysine), une
métalloprotéase matricielle surexprimée a la serfde& nombreuses cellules cancéreuses, en

particulier celles du poumon et du cdibn

Pour cela, un peptide reconnu spécifiguement pMNHEP-7 a été attaché au cryptophdhe
pour former la biosondél. Puis, sous l'action de la métalloprotéase, ldigepa étre clive

pour donneb2 (Figure 70).

o 5 Qe OMe MMP-7 0 5 NYR OMe
gneo MBSO 07 (N~ RKRPLALWRSRK Meq MeCEFO o S N/\)J\N,RKRPLA

61 62

Figure 70 : biosonde MMP-7

Chacun des cryptophanéd et 62 est synthétisé en treize étapes non linéaires, tesis
compte de la synthese des peptides présentantametioh azoture §3 et 64), avec un
rendement de l'ordre de 1,9 % (Figure 71). Une éliyade permet d'obteniBl et 62 par
cycloaddition de Huisgen catalysée au cuivre dptoghanes portant une fonction alcyne

terminal avec les peptidé8 ou 64 (Figure 71).
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Figure 71 : schéma de synthese de la biosonde MMP-7

Les peptide$3 ou 64 étant chiraux et énantiopurs, les son@g®t 62 sont un mélange de
deux diastéréoisoméres présentant deux pics en BMN (Figure 72). La biosond&l seule
présente deux pics a 61,8 et 62,4 ppm. Lorsqueefside est clivé par la MMP-7, la
formation de62 se traduit par I'apparition de deux nouveaux Signa 62,2 et 61,4 ppm. La
faible difference de déplacement chimique du xé&mne61 et62 peut s'expliquer par le trop
grand éloignement entre le xénon encapsulé etdaes¢e d'acides aminés éliminés par

coupure enzymatique.

61.8
62.4 ) )
Biosonde intacte

Biosonde aprés coupure

Chemical shift (ppm)

Figure 72 : spectres RMN®Xe hyperpolarisé dans,D de61 (en haut, 154 pM, bleu) et du
mélange (en ba®l (77 uM, bleu) ave6é2 (95 uM, rouge)

+ Biosonde anhydrase carbonique

Les anhydrases carboniques (CAs) sont des métalloers a zinc catalysant la réaction

d'hydratation de COpour former l'acide carbonique€Os. Elles sont souvent surexprimées
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dans les cellules cancéreuses. Les principaux itebils de I'anhydrase carbonique
comportent des groupements sulfonamines capablesoaieiner lion ZA". L'équipe de
Dmochowski a réussi & obtenir une biosdfit€ ciblant les anhydrases carboniques | et II.

La biosonde est constituée d'un groupement sulfamancouplé a un cryptophane
hydrosoluble. Ce groupement chélaté*'Zet forme ainsi un nouveau complexe d'anhydrase
carbonique (Figure 73).

Figure 73 : biosonde anhydrase carbonique - A gaudfiosonde comportant le groupement
sulfonamine (bleu) et des bras solubilisants (ver) droite : structure cristallographique
montrant les interactions du cryptophaf® encapsulant du xénon avec l'anhydrase
carbonique I

La biosonde est synthétisée en treize étapes nénifles avec un rendement de l'ordre de
1,2 %. Les trois triples liaisons du cryptophaz@ (Figure 74) ont été séquentiellement
engagées avec deux ligands azotures différents pramiére réaction de chingéick permet
d'accéder aux composé8, 70 et 71 portant un groupement sulfonamine. Puis une second
cycloaddition conduit aux composésg3, 74 et 75 portant deux groupements acide
carboxylique. Ces cryptophané8, 74 et 75 se distinguent par la longueur du bras entre le

cryptophane et le groupement sulfonamine (Figuje 74

108 3. M. Chambers, P. A. Hill, J. A. Aaron, Z. Han,\I. Christianson, N. N. Kuzma, I. J. DmochowskiAm.
Chem. Soc2009 131, 563

193 A. Aaron, J. M. Chambers, K. M. Jude, L. Di @ogo, I. J. Dmochowski, D. W. ChristiansdnAm.
Chem. Soc2008 130, 6942
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Figure 74 : schéma de synthése des biosorgj&st et 65

Le xénon encapsulé dam8, 74 et 65 montre une seule résonance respectivement a@G3%,

et 62,9 ppm (Figure 75a, c, e). L'addition d'anhgdrcarbonique dans la solution contenant la
biosonde induit une modification du déplacementnifpue du xénon de 3 & 5 ppm (Figure
75b, d, f). Ce changement est plus important darsa$ du cryptophan& qui posséde le

bras le plus court entre le cryptophane et le gnmgoe sulfonamine (Figure 75a et b).

Pour le cryptophané5 complexé a I'anhydrase carbonique, deux pics ajggard a 67,9 et
66,3 ppm (Figure 75f). L'anhydrase carbonique athinale, on observe la formation de deux
diastéréoisomeres. Pour les cryptophat@est 74 complexés avec I'anhydrase carbonique, on
ne voit qu'un pic apparaitre. Selon Dmochowski, tBux cryptophanes énantiomeres
complexés sont trop proches de l'environnementdedtéine et produisent des signaux en
RMN *#°Xe équivalents (Figure 75b, d).
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Figure 75 : spectres RMA°Xe hyperpolarisé des différentes biosondes dans®0d‘un
tampon Tris, pH 8.0 (a.c.,e): spectres RMiXe des biosondes seules en solution,
(b,d,f) : spectres RMN?*Xe des biosondes en présence de CAF@3eule (96uM); (b) 73
(188 uM) et CAIl (141uM); (c) 74 seule (18uM); (d) 74 (136 uM) et CAl (100uM); (e) 65
seule (12uM); (f) 65 (189uM) et CAI (141uM)

¥ Biosonde RGD

Les intégrines sont des glycoprotéines hétérodques responsables de nombreux
phénomenes d'adhésion d'une part entre celluleBaatre part entre cellules et matrice
extracellulaire. Leur dysfonctionnement peut engendes maladies telles le développement
et la dispersion des tumeurs cancéreuses. En yeatjcles intégrines:,fs jouent un role
crucial dans ces maladies. La séquence de troiesa@minés arginine - glycine - acide
aspartique (RGD) correspond au site de liaisonldgqurs intégrines et a servi de base a la
conception de nombreux inhibiteurs de l'intégrig.

L'équipe de Dmochowski s'est intéressée a la syattle biosondes cryptophane qui ciblent
spécifiquement les cellules surexprimant les ré@eptintégrines,fs a l'aide d’'un peptide
linéaire tetra-RGB (Figure 76) ou d’un peptide cyclique RGD (Figui®'#-

(@) MY

0
o, RN o

Y
%CRGDRGDRGDRGD %CRGDRGDRGDRGD

Figure 76 : biosonde pour la détection du compjexaide linéaire tétra-RGB/B3 intégrine

10G, K. Seward, Q. Wei, I. J. DmochowsRipoconjugate Chen2008§ 19,2129
G, K. Seward, Y. Bai, N. S. Khan, I. J. Dmochows&#iem. Scj.2011
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La biosonde constituée d’'un cryptophane lié auigepinéaire tétra-RGD est une des sondes
utilisée par I'équipe de Dmochowski pour faire Ipsemiéres études de toxicité et
d’internalisation cellulaire (par marquage fluomsicdes sondes). Les cryptophanes testés

n'ont pas révélé de toxicité notable aux conceiainatnécessaires pour I'lRf*Xe.
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Figure 77: biosond@5 pour la détection du complexe peptide cyclique REGR intégrine

Les RGD cycliques (c[RGDyK]) sont connus pour aildes récepteurs intégrinesps avec
une affinité environ dix fois supérieure a celle détra-RGD linéaires. Dans cette partie, on

s'intéressera plus particulierement a I'étude gptophane couplé au peptide RGD cyclique.

La biosondéer5 est obtenue en neuf étapes non linéaires, samctenpte de la synthése du
peptide RGD (Figure 78). Le cryptopha2@ fonctionnalisé par le RGD cyclique est rendu
partiellement hydrosoluble. Une premiére cycloaddide Huisgen conduit au composé
comportant le RGLY6. Puis, une seconde cycloaddition permet d'accédarbiosonde’s

portant deux groupements acide carboxylique.
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Figure 78: schéma de synthese de la biosayfiiantégrine75

Le spectre RMN?*Xe de la biosond@5 seule montre un unique signal & 65,8 ppm (Figure
79a). L’ajout de récepteurs intégring$s, provoque I'apparition d'un second pic a 71,2 ppm,
correspondant au xénon encapsulé dans le complesertuled, 33 intégrine (Figure 79b). En
présence d'un exces de peptide cyclique libre cfjRGOe complexe peptide libre/intégrine
se forme préférentiellement par rapport au compldiaesonde/intégrine et le pic
correspondant a ce dernier disparait (Figure 79c).

Ces cryptophanes ont montré des toxicités modé@€esnt internalisé a hauteur de 1 pM

spécifiguement dans les cellules comportant cesptéars intégrines.

76



(@)

100 uM 75

50uM 75
+ 16 uM a,B; intégrine

9!

+ 100 uM c[RGDyK]

(©)
100 uM 75
+ 20 uM a,B3 intégrine
~ |

00 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 4
'2%e NMR chemical shift (ppm)

° peptide RGD cyclique
peptide c[RGDyK]
M B intégrine
bras
<> cryptophane
@ xénon dans 75"seule"
@ xénon dans la 75complexée

Figure 79: spectres RMI?Xe hyperpolarisé obtenus & seule (a), en présencefs
intégrine (b) et en présence du peptide c[RK|Oc) — tampon Tris (ImM, pH 7,2)
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iv- Equipe de Freund

Les molécules du complexe majeur dhistocompatbiCMH) de classe Il sont des
glycoprotéines membranaires fixant des centainepeptides différents pour les présenter
aux récepteurs des lymphocytes T. Elles peuventrjaue réle important dans le
développement de maladies auto-immunes. L'équipEredend a mis au point en 2009 la
synthése d'une biosonde RMN®Ke pour détecter la formation du complexe peptide
antigénique / protéines CMH de type 1168. Ces astag sont intéressés aux interactions
entre le peptide HA, de séquence PKYVKQNTLKLAT,usde I'hémagglutinine du virus
influenza, et la molécule du CMH HLA-DR1 (Figure)80

HA peptide
/

CMH protéine

Figure 80: biosonde pour la détection du complexdige antigénique/CMH I
La biosonde79 est synthétisée a partir du cryptophahelLe peptide HA est couplé au
cryptophane par lintermédiaire d'un bras espacsunposé d'un petit peptide PEGylé

hydrosoluble.

Le spectre RMN?*Xe montre un écart de déplacement chimique de 1 gune79 seule et

79 complexée a la protéine (Figure 81).
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Figure 81: spectres RMRPXe hyperpolarisé obtenus d® seule (bleu) et en présence de
CMH (violet). Concentration en biosonde de (10 ddhs RO

C. Conclusions et objectifs

La technique d'Imagerie par Résonance Magnétiqueédon pallie efficacement le manque
de sensibilité inhérent & la RMN. Elle permet deefde I'imagerie fonctionnelle grace a des
biosondes congues a partir de cryptophanes dégaésine antenne de reconnaissance
spécifique des cibles d’intérét. Les études aataade font dans I'eau, ou dans des solutions
tampon a pH physiologique, mais aussi dans le @asamain ou dans des environnements
lipidiques. Avec la preuve d'internalisation cedluk des cryptophanes et les premiers
protocoles pour I'observation de signaux RMfXe au sein des cellules, les chercheurs
s’approchent pas a pas des premiéres applicationgo.

Il reste pourtant encore beaucoup de chemin a. fliest notamment nécessaire de mieux
comprendre et d’optimiser les propriétés d’encagni du xénon au sein des cryptophanes.
C’est pourquoi, dans une premiére partie de maethésus nous sommes intéressés a la
synthese de nouvelles cages, en variant soit Gukr, soit la nature des chaines reliant les
deux CTV.

Par la suite, nous nous sommes penchés sur dellesusibles biologiques d’intérét que sont
les métaux. Nous avons donc voulu synthétiser umsobde afin d’en détecter des
concentrations physiologiques (ce qui n’est souyast possible par des techniques d’'IRM
classiques).

Enfin, en derniere partie, nous nous sommes fir@snee objectif de synthétiser la premiére
sonde bimodale IRM?*Xe et fluorescence pour le marquage de protéiregiées” cystéine.
En effet, comme mentionné en introduction, lesédéhtes techniques d’'imagerie se révelent

souvent complémentaires.

79



80



. DE NOUVEAUX CRYPTOPHANES POUR
LE XENON
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ll. De nouveaux cryptophanes pour le xénon

Depuis la découverte de I'encapsulation du xénarlggacryptophanes, les chercheurs n'ont
eu de cesse d’améliorer ces molécules cages daffindr leurs propriétés et de trouver de
meilleurs candidats pour des applications en IRNKe. Pour cela, ils peuvent jouer

principalement sur trois parametres :

4+ La nature des substituants sur les cycles aromatique
Les substituants des cycles aromatiques moduleatmmoént la taille des portails d’entrée et
sortie du xénon. Par exemple, pour le composé Imeéxepate34 (Figure 50), la nature des
contre-ions jouent un rdéle important sur I'encapsah du xénon, probablement parce que

selon leur taille, ils peuvent bloquer I'accés ayptophané®.

4+ La longueur des chaines pontantes
Comme discuté en partie 1.B.2.e)-ii, la longuews deaines fait clairement varier la taille des

cavités internes et des portails d’entrée et sdctigénon.

4+ La nature des chaines pontantes
Bien que le xénon n’ait jamais été encapsulé das<dges aux chaines pontantes différentes,
I'utilisation d’autres hétéroatomes, ou de liengsptigides change la géométrie de la cage et

devrait influer sur ses propriétés d’encapsulation.

Dans cette partie, nous avons donc voulu faireevags deux derniers parametres.

A. Cages de cavités intermédiaires

L'influence de la longueur des chaines pontantes agptophanes a déja largement été
exploré€®. Cependant, depuis la synthése du cryptophanegldlposséde la meilleure
affinité®, aucune équipe ne s'est intéressée a I'obtentém adyptophanes intermédiaires
entre cryptophanes -111 et -222 alors que ces atsrnprésentent des propriétés
d’encapsulation complémentaires. En effet, siy@imphane-111 possede le volume de cavité
le plus adapté pour garantir la meilleure constaraéfinité, les cryptophanes de type-222
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restent de bons candidats grace a leurs plus ggamilesses d’échange (Tableau 8).
Rappelons que ce paramétre est extrémement impgutam permettre un remplissage
constant de la cage par du xénon hyperpolarisé &t de garder un bon signal en RMN

129Xe.
ey I
(o f (7L,
wad Lgs

cryptophane-111 cryptophane-222

Cryptophane-111  Cryptophane-222

Constante d’affinité (278 K 28000 M* 1400 M*
Vitesse d’échange (293 K) 2,4 Hz ~8000 Hz

Tableau 8 : propriétés d’encapsulation des crymophk -111 et -222 dans (CRGI

Dans cette partie, nous nous sommes intéressésyatl@se de nouveaux cryptophanes -112
et -122*2 qui pourraient présenter des propriétés internégizentre cryptophane-111 et

cryptophane-222 du fait de leurs tailles de canvit&rmédiaires (Figure 82).
ZZR S (G
o] 3 O o
(P (0
@) 0O O
(o}
patefs
81 82
cryptophane-112 cryptophane-122

Figure 82 : cryptophanes -112 et -122

1. Synthése

a) Une nouvelle stratégie

La difficulté de synthése de ces nouvelles cagesigmt essentiellement de la présence de

ponts acétals entre les phénols des CTV. Les giestélassiques (méthode directe et

12N, Kotera, L. Delacour, T. Traoré, N. TassaliBerthault, D-A. Buisson, J.-P. Dognon, B. Rousse&ng,
Lett, 2011, 13,9
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méthode template) passent par une cyclotrimérisdfilmale en conditions acide qui ne
peuvent s’appliquer pour la synthése de nos maéc{iigure 83). De plus, la méthode de
couplage n’a pour l'instant été appliguée que pobtention de cage de symétrig.D

Nous avons pensé, afin d’obtenir des chaines dguears différentes, a isoler des
intermédiaires ouverts en appliquant la méthodealglage utilisée dans la synthése du

cryptophane-111.

METHODE DIRECTE

........ ; METHODE TEMPLATE

Figure 83: stratégie de synthese des nouvelleescagmpr formation de nouveaux
intermédiaires ouverts (les étapes en conditiomeapparaissent en bleu)

b) Les intermédiaires ouverts

Le cyclotriphénoléndO est obtenu en 4 étapes avec un rendement d’en80d¥ par une

procédure développée au laboratoire deécrite précémmt (Figure 53 et Tableau 9).
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Difféerents essais ont été ensuite effectués afaptdhiser les rendements d’obtention des

intermédiaire83 et 84.
i- Différents bras espaceurs

Dans un premier temps, nous avons testé diffédarats espaceurs pour obtenir les cages
ouvertes avec un ou deux ponts éthylenedioxy. lobottyphénoléned0 est mis en présence

de 1,5 équivalents d’agent pontant et 10 équivalelet base dans le DMF a 60°C. Les
réactions ont été suivies par LC/MS au cours dipsernes rendements calculés par LC/MS

au bout de 18 h sont présentés dans le Tableau 9.

e e T By 7

10 equiv. 052003

T GE add Q@p

Entrée Bras espaceur  Rdt de83(%) Rdtde84(%) Rdtde80 (%)

1 X=Y=Br 46 5 0
2 X=Br;Y=0Ts"** 29 5 0
3 X=Y=OMs* 5 12 30
4 X=Y=0Ts 0 0 27
5 X=Y=OTf'* 3 0 0

Tableau 9 : rendements des différents intermédi&@Beet 84 et du cryptophane-222 avec
différents bras espaceurs

Le dibromoéthane et le bromoéthanol tosylé (entrBest 2) conduisent tous deux aux
intermédiaires désirés avec des rendements acteptatependant, la réaction est lente, et
apres 18 h a 60 °C, il reste encore du cyclotripledre de départ. Les agents pontants
meésylés et tosylés (entrées 3 et 4) conduisent @oruits beaucoup plus vite avec
'apparition des intermédiaires aprés quelques dweuCes composés ont de meilleurs
groupements partant et présentent par conséquentnailieure réactivité. Apres 18 h, le

137 Nanno, M. Deguchi, Patent US2008/3063082008
114 . Tahtaoui, I. Parrot, P. Klotz, F. Guillier,L1.Galzi, M. Hibert, B. llien,J. Med. Chen004 47, 4300.
115M. F. Salomon, R. G. Salomah, Am. Chem. So&979 101, 4290.
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produit de départ est entierement consomme et ldacess de I'éthyléne glycol bistosylé, les
intermédiaires sont entierement convertis en crymop-222. Des produits secondaires de
type polyméres sont formés dans les deux cas deerea@djale. La réaction avec I'éthyléne
glycol bistriflé conduit a la formation majoritaige produits secondaires avec des traces de
composé3avec une conversion complete et rapide du pro@uitéapart.

Pour la suite, nous avons choisi de travailler dgemmposé bistosylé qui permet de former

le plus rapidement les intermédiaires.

ii- Ratio optimal entre bras espaceur et cyclotriolene

Nous avons ensuite déterminé le ratio optimal eltas espaceur et cyclotriphénoléne pour
obtenir les intermédiaires ouver®3 et 84. Le cyclotriphénolenel0 est engagé avec un
nombre d’équivalents d’éthyléne glycol bistosyl&éaient, 10 équivalents de base dans le
DMF a 60 °C pendant 18 h. Les rendements calcudes @/MS des intermédiaired3 et 84
sont répertoriés dans le Tableau 10. 0,5 équivalagient pontant maximise le rendement de
83. 1,2 équivalents sont nécessaires pour formetefinédiaire84 majoritaire. Enfin, le
cryptophane-222 peut étre observe a hauteur de @& #ndement pour 1,5 équivalents de
bras espaceur. L'ajout d’agent pontant au-dela ,8eéfjuivalents favorise la formation de
produits secondaires sans améliorer le rendemerdraposés0.

7
?

SRS SN TR,

PR oo TN TE T )

HO

HO 10 équiv Cs,CO3 OH O o) O
DM':EGP? ° HO. Q HO Q o) O
0 a\8la
83 84 80
Equiv de linker Rdt de83(%) Rdtde84 (%) Rdt de80 (%)
0,5 40 7 0
1,0 16 8 0
1,2 17 9 13
1,4 0 6 18
15 0 0 26

Tableau 10 : rendements des différents intermédi@8 et 84 et du cryptophane-222 avec un
nombre d’équivalents de bras espaceur différent
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Les intermédiaires sont ensuite isolés aprés mectdans ces conditions optimisées. Le
composé83 est obtenu par réaction du cyclotriphénoldfeavec 0,5 équivalent de bras
espaceur avec 30 % de rendement apres purificpipichromatographie sur phase inverse.
L’intermédiaire84 est synthétisé en présence de 1,2 équivalentsytBée glycol bistosylé

avec 6 % de rendement aprés purification par chimgnaphie en phase normale. Une
colonne chromatographique phase normale et plissientractions sont nécessaires pour
purifier le cryptophane-222 qui n’a jamais été abteavec plus de 1,5 % de rendement.
Comme pour la synthese des cryptophanes -111 eseW,le cryptophane-222nti a éte

observeé.

c) Couplage final et caractérisation

Enfin, les composéB3 et 84 sont engagés avec un exces de chlorobromométhaselala
DMF a 80 °C en présence de 10 équivalents de besdapt 18 h pour donner les
cryptophanes -112 et -122 avec des rendements tesdbs?27 et 23 % (Figure 84).

84 cryptophane-122

Figure 84 : couplage final pour I'obtention desptophanes -112 et -122

Les deux cryptophanes obtenus sont ensuite analsescolonne HPLC chirale pour
déterminer leur stéréochimie. Sous détection UVcehales deux produits présentent deux
pics de méme intensité qui ne peuvent étre atsilguéaux deux énantiomeres de la forme
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chiraleanti. Ces deux pics d’aires €gales sont de signes éppossqu’ils sont analysés par
HPLC chirale couplée a un détecteur a dichroismaleiire, ce qui confirme la chiralité de

nos deux composés. Cette synthése a été récemuisice?

2. Propriétés d’encapsulation du xénon

Les caractérisations des interactions de cryptaghavec le xénon ont été entiérement
menées par le Dr. Patrick Berthault et son équipkaboratoire de Structure et Dynamique

par Résonance Magnétique (LSDRM) au CEA a Saclay.

Les expériences de SPINOE permettent de bascubeadmétisation du xénon vers le proton,
lorsque ces atomes sont suffisamment proches tepate. Il est ainsi possible de savoir si
le xénon est encapsulé au sein des cryptophandigstu

Sur le spectre obtenu par séquence SPINOE deritiédiaire84 ouvert, rien n’apparait. Les
protons n'ont pas interagi avec le xénon car lemms®@ n’encapsule pas le gaz noble.

Par contre, pour les cryptophanes -112 et -122ndgnétisation est bien transférée aux
protons des cages, ce qui signifie qu’ils encapgubéen le xénon. L’exemple du spectre
SPINOE du cryptophane-112 est présenté dans laeFgju

T .

3 2 1 ) apn

7 6

v, Wﬂww}iwuwlrwwmw rmwwmm I P

Figure 85 : spectre proton (noir) et spectre SPIN@Ege) du cryptophane-112

Pour les deux composés d'intérét, les spectres BRVH¢ montrent un pic large dans la zone
du xénon encapsulé au sein des cryptophanes resmeent a 52 et 63 ppm dans le
tétrachloroéthane a 278 K (Figure 86). Cela cordillancapsulation du xénon au sein des

cages.
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Figure 86 : spectres RMNXe & 273 K dans le tétrachloroéthane (a) du crymop-112 et
(b) du cryptophane-122. Le pic large a plus de gt correspond au xénon libre dans le
tétrachloroéthane.

a) Constante d’affinité

La symétrie @ de ces deux cages rend les spectres protons carapdt I'évaluation des
constantes d’affinité est alors difficile. Des mesupar ITC pourraient permettre d’accéder

plus aisément a de bons ordres de grandeur deactesd’affinité.

b) Vitesse d’'échange

La largeur des pics en RMN®Xe est directement corrélée a la vitesse d’échanee pics
étant larges, la vitesse d'échange est donc élpeée ces deux composés. De plus, a
température ambiante, les pics disparaissenti@alaigne d’'un échange rapide a I'échelle de
la RMN. C’est la premiere fois que des cryptophagtesliés pour I'encapsulation du xénon
montrent un échange rapide a I'échelle de la RMHN.r&sultat, tout a fait inattendu, est
extrémement intéressant. Ces cryptophanes donttendait des propriétés intermédiaires
entre cryptophanes -111 et -222 ont en fait uressé d’échange méme plus grande que celle

du cryptophane-222.
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B. Des ponts originaux pour les cryptophanes

Outre la longueur des chaines, les chercheurs usdi anodifié la nature des chaines qui
relient les CTV entre eG%®%%*% (Figure 87). A notre connaissance, ces cages n'ont
cependant pas trouvé d'applications pour I'IRfie. Elles sont en général inadaptées a la

taille du xénon : trop grandes ou trop petites.

/S S\S / { \‘\
s Q Jureq MeQ ° 4
OMe
Figure 87 : exemples de cryptophanes possédamtoaés originaux
Dans l'idée de concevoir de nouveaux outils pourRIIN ***Xe, nous nous sommes
intéressés a l'introduction d’atomes d’azote dassponts des cryptophanes afin de changer

'environnement du xénon encapsulé et évaluer lamftuence sur les propriétés

d’encapsulation.

1. Cryptophanes aux ponts azotés dans la littérater

Les seuls cryptophanes connus a ce jour compartaatome d’azote au niveau des chaines
reliant les deux CTV entre eux ont été synthétjsais Warmuth'®**’(Figure 88). Ils sont
obtenus par auto-assemblages de différentes diandmec des CTV substitués par des

18D, Xu, R. WarmuthJ. Am. Chem. Sq2008 130, 7520
H7C. Givelet, J. Sun, D. Xu, T. J. Emge, A. DholReWarmuthChem. Commun2011, 47, 4511
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groupements aldéehydiques en présence de moléadgséas jouant le role de template. Le

Xénon n'a pas été testé comme hote dans ces travaux

N\x

N\
N RO RO /
x=zb R = CHa ; C1s Has Q 0

X = (CHp)y; R = CHy
X = (CHp)2 ; R = CH,COONa
X = (CHp)s ; R = CH,COONa
X = pCH,CgH4CH, ; R = CH,COONa

N

Figure 88 : cryptophanes a ponts azotés forméautarassemblage par I'équipe de Warmuth

2. Synthése de cryptophaniline

Nous nous sommes intéressés a lintroduction diamea d’azote a la place d’'un atome
d’oxygéne sur les dérivés de cryptophane-222 alesiquirs objectifs :

+ Rendre le couplage entre deux CTV différents facile

+ Concevoir une cage fonctionnalisable sur ces atatiaegste

+ Etudier I'influence de I'azote sur I'encapsulatidm xénon

R, R 0 0 ; o Re 4 HoN - HoN Ry
R.
S \ra . €
° o

Figure 89 : schéma rétrosynthétique de I'élaborades cryptophanilines

De tels cryptophanes pourraient étre obtenu panation réductrice entre un CTV trianiline
et un CTV trialdéhyde (Figure 89). Nous appelleroes cages des cryptophanilines.

a) Synthése des CTV trianiline

A é18,119

Le CTV 89 est obtenu suivant les travaux de Collet sur [€¥ @zoté en 4 étapes a

partir du monomer85 (Figure 90).

18 . Garcia, J. Malthéte, A. Coll@ull Soc Chim Fr1993 130, 93
119 . Garcia, A. ColletBull Soc Chim Fr1995 132 52
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Figure 90 : schéma de synthése du BBV

Nous avons également reussi a obtenir le @I partir du cyclotriphénolén® en 2 étapes
(Figure 91). Le cyclotriphénolene est converti elVC0 en présence d’anhydride triflique
dans la pyridine avec un rendement de 75 %. Léatés sont substitués en présence de
palladium puis les benzophénonimines sont direaténigdrolysées avec une solution

d’acide chlorhydrique afin d’obtenir les anilinesea un rendement non optimisé de 16 %.

NH

Ph)]\Ph
1°) Cs,CO03,
» BINAP, Pd(OAc),
Tf,0, pyridine pyridine O
O s 0°C->20°C 0 s THF 0 s
OH OTf O NH
75 % 2°) HCI 2M :
HO 4o 0 19 HoN
40 90 5% HN 91

Figure 91 : schéma de synthese du GV

b) Synthése des CTV trialdéhyde

Les CTV trialdéehyde sont obtenus en deux étapeartr plu cyclotriphénolendO et du
CTV 1 (Figure 92). Dans les deux cas, la premiere étapsiste en une alkylation des
phénols libres avec le bromoacétaldéhyde diéthtdapéur donner les produi® et 94 avec
des rendements de 66 et 64 % respectivement. ciaeae fait rapidement et les composeés
sont isolés apres purification par chromatographigs les diéthylacétals sont déprotégés en

aldéhyde en milieu acide avec des rendements eéé @&l %.
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Figure 92 : schéma de synthese des CTV trialdé88les95

c) Couplage final

MeO%NHz O s
HN N ome OMe MeO Q NH
89 1°) AcOH 0,1% viv NH

OMe
OMe
30 min HN
. [
2°) NaBH3CN

0]

; 2

O,

(o)
6 93 0 96
o %
Entrée Solvant Température: Concentratior Quantité Observations
1 CH.CI, 25 °C 7,5 mM 0 Produits de départ
2 DMSO 25 °C 7,5 mM traces Produits secondaires
3 DMSO 25 °C 3,5 mM + Produits secondaires
4 DMSO 60 °C 3,5 mM 0 Dégradation
5 MeOH 25 °C 3,5 mM + Produits secondaires
6 MeOH 60 °C 3,5mM 0 Dégradation
7 MeOH/DMSO 25 °C 3,5 mM ++ Produits secondaires

Tableau 11 : conditions de réaction pour formecrgptophaniline désiré, pour toutes les
réactions, ajout de 0,1 % v/v d’acide acétiqueasn que catalyseur et ajout de 10 équivalents
de NaBHCN en tant que donneur d’hydrure aprés 30 min thtigh
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Par manque de temps, nous n’avons pu travaillersquda synthése du cryptophanilifé
par réaction du CTV trianilin89 avec le CTV trialdéhyd83. Différentes conditions ont été
testées pour cette réaction. La formation du ptochgjoritaire est observée a température
ambiante dans un mélange de solvant DMSO/MeOHst lbbtenu pur aprés une purification
par chromatographie sur silice avec un rendemei; dé6. Le produit est difficile a isoler a
cause de produits secondaires de méme polaritfyiaxplique en partie le faible rendement
de la réaction. Il serait intéressant de testentdea réducteurs, des dilutions plus fortes afin

d’éviter la formation de sous-produits et d’amédioce rendement.

3. Propriétés d’encapsulation du xénon

Nous avons pu étudier I'encapsulation du xénorigaryptophaniline6 par RMN*H. Pour
cela, nous avons comparé les spectres RMNe 96 dans le DMSO avec et sans xénon dans
le tube. Des déplacements significatifs au niveauptetons semblent indiquer que le xénon
est bien encapsulé au sein de la nouvelle cagerdit extrément intéressant de continuer les
études en RMN?*Xe afin de voir la différence de déplacement chimicu xénon par
rapport aux cryptophanes -A ou -222 et d'évaluercteastante d’affinité et la vitesse

d’échange.

il B A
B A

26'¢C ‘L Z

L B e L
g b B8R B 5
sans xénon JUMM
L
L L e T R R T
N N e e B N 2oee
5 S 88 58 8BR 8 5 an

Figure 93 : spectres RMNH de la cryptophanilin®6 avec (haut) et sans xénon (bas)
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Nous avons confirmé ensuite par RMRXe cette encapsulation puisque I'on observe un pic

caractéristique du xénon encapsulé dans la cryptdpteaa 55,2 ppm (Figure 94).

r T T T T T T T T T T T T T T T T
200 100 o [ppm]

Figure 94 : spectre RM&*Xe du cryptophanilin®6 (25 mM) 4293 K dans le DMSO«
Nous avons pu comparer ce déplacement chimique léi de |'analogue oxygéné
(cryptophane C) qui dans le DMSO montre un pic beap plus déblindé a 72,5 ppm. On

observe ainsi déja un effet notoire des azoteksigplacement chimique du xénon.

Notons qu’il s’agit tout de méme de la premiereagstilation du xénon dans un cryptophane

aux ponts azotes.

C. Conclusions

Dans cette partie, nous avons mis au point uneeaileuvoie de synthése qui permet d’isoler
des intermédiaires ouverts et d'accéder a de nkmsvemolécules cages de tailles
intermédiaires : les cryptophanes -112 et -122. @@siers encapsulent bien le xénon et
possedent une vitesse d’échange étonnamment élevée.

Des travaux sont en cours en RMRPXe pour essayer de comprendre ce phénoméne

d’encapsulation inattendu qui parait extrémemegrassant.
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Par ailleurs, une nouvelle cage aux ponts azotdé abtenue par une stratégie nouvelle qui
permet de coupler deux CTV différents en une étaps.conditions restent a optimiser mais
ce composé semble prometteur puisque la RfKe montre I'encapsulation du xénon avec
un déplacement chimique bien spécifique.

Il serait trés intéressant de décliner cette deznsératégie a d’autres CTV pour former des

cages hydrosolubles et de les fonctionnaliser aeani des azotes.
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lIl. BIOSONDE POUR LA DETECTION DE

METAUX
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lll. Biosonde pour la détection de métaux

Les métaux sont des éléments essentiels pour lelaggement de tous les organismes
vivants. lls jouent un réle fondamental dans de Im&ux processus biologiques. Les cellules
régulent finement leur accumulation, leur transpertleur distribution. Une mauvaise
homéostasie des métaux est associée a de nombpatbefogies telles que les maladies
cardiaques, le cancer ou les maladies neurodégiimestaPar exemple, de nombreuses études
montrent que le zinc, le cuivre et le fer contribu@ la formation de plagues amyloides dans
le cerveau, qui sont liées a la maladie d’Alzheimdne meilleure compréhension de la
régulation des métaux grace a leur visualisatiandes techniques non-invasives est donc
essentielle aux traitements de ces maladies.

Dans ce cadre, I''RM'H est une modalité attractive qui permet I'acqigsitd’images
anatomiques en parallele de la détection localebidenarqueurs. Cependant, la faible
sensibilité inhérente a la RMN ne permet souverd gaccéder a des concentrations
physiologiques. De plus, les agents de contrasteaquiutilisés cliniquement ; complexes de
gadolinium ou nanoparticules d’oxydes de fer, net gmur I'instant pas spécifiques. Ces
systemes reposent tous sur un métal paramagnétapeble d’augmenter les vitesses de
relaxation magnétiques /et 1/T, (ou relaxivité) des spins environnants. On obseame
général le signal de I'eau qui peut étre augmeatdiminué aux environs de I'agent introduit,
créant un contraste.

La détection sélective d’'un métal repose alorslsurhangement de relaxivité apporté par
I'interaction de ce métal avec I'agent de contraBtas ce changement est important, meilleur
est le contraste. La relaxivité peut étre influenpar trois facteurs majeurs : le nombre de
molécules d’eau coordinées directement au métalidase d’échange de ces molécules avec
I'eau environnante et le mouvement rotationnel amplexe.

Plusieurs équipes de chercheurs se sont intéreaaédéveloppement d’agents de contraste
(essentiellement des complexes de gadolinium) capald détecter sélectivement des métaux
d’intérét biologiqué®*?'tels que le calcium, le zinc, le fer ou le cuivB®es ligands ont été
intelligemment congus afin que l'introduction d’orétal influe sur la relaxivité (Figure 95).
Cependant, malgré leur utilité potentielle, cesté&syes restent complexes et n'ont pour
I'instant pas trouvé d’applications vivo du fait de leur faible sensibilité et/ou séledévi

120E L. Que, C. J. Chan@hem. Soc. Re\201Q 39, 51
121c. s. Bonnet, E. Tétuture Med. Chem201Q 2, 367
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Figure 95 : stratégies les plus utilisées pour mexdal relaxivité (a) en changeant le nombre
de molécules d’eau coordinées au*G®) en changeant la taille du complexe donc son
mouvement rotationnel

Nous avons pensé que I''RMXe pouvait répondre & la fois au probléme de séitéigrace
a I'hyperpolarisation et a la sélectivité graceaddrge gamme de déplacements chimiques

disponibles pour le xénon.

A. Concept de la biosonde

La biosonde pour la détection de métaux doit catepain cryptophane pour I'encapsulation
du xénon et un ligand capable de chélater des mét@térét biologique. Dans notre cas,
nous avons choisi comme ligand un acide nitrilo#teque, connu pour sa grande affinité

pour une large variété de dications métallidtfg@ableau 12).

Métal Mg** Cc&" Mn** F&* Cd* Ni¥* cv* zn** PK*
N">COOoH
o logk 54 64 74 88 104 11,5 13,0 10,7 11,4

acide nitrilotriacétique

Tableau 12 : constantes d’affinité (K) de I'acid&itatriacétique pour divers métaux

Grace a la grande sensibilité du xénon a son emaraent chimique, on peut espérer que le
déplacement chimique du xénon encapsulé varie estidonde la présence et de la nature

d’'un métal chélaté par la biosonde.

122G, AndereggPure & Appl. Chem 1982 54, 2693
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chemical shift (ppm)

Figure 96 : concept de la biosonde a métaux : pdgadément chimique du xénon encapsulé
pourrait étre différent selon que le ligand estditxénon bleu), qu’il chélate du cobalt (xénon
vert) ou qu’il chélate du zinc (xénon jaune)

B. Synthese

1. Stratéqie de synthéese sur le cryptophane-111

a) Approche rétrosynthétique

La premiére stratégie de synthése consiste a obdgebhiosonded7 a partir du cryptophane-
111. Le composé monobrord® peut étre lithié puis carbonaté en présence deydeode

carbonepour donner le cryptopha®8. Le ligand acide nitrilotriacétique peut étre dtesu
introduit par couplage peptidique. Nous espérone Ikgu solubilité apportée par l'acide

nitrilotriacétique sera suffisante pour testerdade en milieu aqueux.

COOH

A 5= FERS

o — 0

(" V .
V RaNS

97

D

Figure 97 : schéma rétrosynthétique pour I'obtentdieta biosond87
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b) Synthése de la biosonflé

La synthese du cryptopha®8 a été développée par le Dr. Ténin Traoré pendarhése
(Figure 98). Il est obtenu par lithiation du préaur46 avec du n-butyllithium a — 78 °C
pendant 5 minutes. Ce lithien est ensuite piégépatioxyde de carbone a — 78 °C pendant
une heure puis a température ambiante pendant 2shéwg cryptophan®8 est isolé avec un

rendement de 27 % aprés purification par chromagge sur gel de silice.

o "75“5' E% OOH

Figure 98 : schéma de synthése de I'aéigle

Le ligand nitrilotriacétiquel03 est obtenu en trois étapes a partir de la Z-lysoremerciale

(Figure 99). La procédure a été utilisée par leJDlien Ogier pendant sa th&e

PN

Br” >COOtBu COOtBu COOtBuU
H2S04 DIEA H, Pd/C
CszN\/\/\/NH2 — »  CbzHN _~_~_NH, CbzHN _~_~_N._COOBu — %  HN _~_~_N._COOtBu
Dioxane H CH3CN : MeOH :
100 COOH  71% 101 COOtBu 90% 102 CootBu quant 103 COOtBu

Figure 99 : schéma de synthese du ligand protégée

L’acide carboxylique du compod®0 est d’abord protégé par de I'isobuténe pour dotOér
avec un rendement de 71%. L'amine primaire estuiens alkylée avec du
tertbutyloromoacétate. Le carbamate est clivé pairdgénation avec du palladium sur

charbon pour donner quantitativemé&ng.

Aprés des essais non concluants de couplage entrggtophan®8 et I'aminel103 avec du
PyBOP en présence de DIEA dans le DMSO ou avecHfeBt et du DCC dans le

123 3. Ogier, Thése de doctorat en chimie organiquéJdéversité Paris Sud
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dichlorométhane, nous avons réussi a obtenir Ipteaphanel04 souhaité a partir de I'ester
activé NHS (Figure 100).

Le composé8 est activé avec un léger excés de NHS et d’EDC$ dhndichlorométhane
anhydre pour conduite a I'ester act®@ avec un rendement de 95 % apres purification sur
gel de silice. La synthese du comp@$8ea déja été décrite par le Dr. Léa Delacour dans sa
thése. L'ester activ9 en présence d'un excés d'amid®3 donne le cryptophane

fonctionnalisél04

COOtBu COOtBu

COOH HZNMN COOBU LN NG \/\/\/N COOtBu
0 O o NHsEDCI O Q cootsu O Q CootBu
DCM anhydre
N TA, 12h NEt3, DMF )

( °v0 J

104

95 %

COOH

H

N~~~ N COOH
O Q s COOH

) observé par LC/MS

non isolé
97

Figure 100 : schéma de synthése de la biosBide

Plusieurs conditions ont été testées pour déprotégeesters de terbutyle du ligand sans
cliver les ponts acétals du cryptophane en milietidea Le composé désiré est
majoritairement observé par LC/MS apres 2 h au foumicro-ondes a 50 °C dans l'acide
formique. Cependant, les pics caractéristiquesrgpt@phane n’ont jamais pu étre observés
par RMN 'H dans DO, et ce quelque soit le pH. Le composé est pafreaoluble dans
'acétonitrile. Ce résultat démontre la tres faibtgubilité aqueuse d&7. Un tel composé est
donc difficilement utilisable pour 'imagerie deations. A ce stade, au vu des problémes de
solubilité et des difficultés de purification dunaposé97, nous avons décidé d’envisager une

autre stratégie de synthéese a partir du cryptop8ahgdrosoluble.

3. Stratégie de synthese avec un cryptophane-222dngsoluble

Afin de résoudre le probleme de solubilité aqueusmys avons envisagé d'utiliser le
cryptophane-222 hexacarboxylad®d (Figure 101). Ce composé a été synthétisé pour la
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premiére fois par I'équipe de Colfeet a été utilisé comme sonde & pH par Brotin eafiat
en collaboration avec Berthalilt Si I'utilisation de ce cryptophane peut permettte
résoudre le probléme de solubilité aqueuse, efiegmte cependant deux risques :

+ Le xénon ayant une plus faible affinité pour unptophane-222 que pour un
cryptophane-111, I'influence de la présence d’'uronamétallique sur le déplacement
chimique pourrait étre plus faible voire inexis&ant

+ Aucune méthode de monofonctionnalisation de cetopf@ane n’étant décrite dans la

littérature, la synthése pourrait s’avérer complexe

a) Approche rétrosynthétique

Cette approche vise a monoactiver le cryptophamerfin de fixer directement le ligand

nitrilotriacétique déprotege.

) 0 RiO OR?)
( 10 B O (A

OH _ OH
R SN ng - Y
H
N N._COOH
105 106 35

Figure 101 : schéma de rétrosynthése de la biostile

b) Synthése du cryptophafb

Le schéma de synthese du cryptophahest rappelé dans la Figure 102. La fonction phénol
de I'alcool vanilligue2 est d’abord protégée par le bromure d’allyle pbomner3. Ce dernier
est cyclotrimérisé en milieu acide. Puis le C4¥st déallylé pour donner le CTVque I'on
alkyle pour obteni86. La cage étant déja préformée, la cyclotriménsatntramoléculaire a
lieu en milieu dilué avec un rendement de 70 %irEhé cryptophane-A est déméthylé avec
du PPHhLI et alkylé par du bromoacétate de méth§le Le composé est ensuite saponifié

pour donner le cryptophai3s.
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Ce cryptophane nous a été fourni par le Dr. ThiBmgtin de 'ENS Lyon.
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Figure 102 : synthése du cryptoph@3e

c) Synthése de la biosonil@5

Le ligand déprotégé (L)O7 est obtenu en une étape a partid@d(Figure 103).

COOtBu COOH

HoN _~_~_N._COOtBu HaN _~_~_N._COOH
A CH.CI/TFA 2 <N

C:)OOtBu quant. éOOH
103 (L)-107

Figure 103 : déprotection d®3

Plusieurs agents de couplage ont été ensuite &#téde coupler le cryptophad® au ligand
107. Des traces de sonde finale n'ont été observées quésence de NHS et d’EDCI. Nous

avons donc décidé de contréler la formation dddiesactivé avec ces agents. L'activation du
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cryptophane par 1,0 équivalent de NHS et 1,1 étpnts d’'EDCI conduit a la formation
majoritaire du composé monoester activ@® en 5 h. Cependant, on observe toujours du
produit de déparB5 et les cryptophanel08 et 109 ou respectivement 2 et 3 fonctions acide
carboxylique ont été activées (Figure 104). Oncelite réaction par LC/MS.

106

6.0e+1- | n
—3 ‘ 35 | 108
4.0e+1 l, {
2.0e+1-% ]]\/\ W \J 109
\ \A
- T T\“—Ti ian
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0.00 2,50 5.00 7.50 1000  12.50

Figure 104 : profil LC de I'étape de monoactivatoeB5au bout de 5 h

Cette réaction a d’abord été conduite dans le D&8dpendant, le traitement de cette réaction
par extraction ou par évaporation directe du DMRdeat a la dégradation et la perte des
produits désirés. Nous avons donc décidé de faite géaction dans le DMSO afin de
pouvoir injecter directement le milieu réactionset HPLC pour purification.
L’amine (L)-107 solubilisée dans du DMSO et la TEA sont donc @estdans le milieu
réactionnel contenant majoritairement du cryptophaneoester activé06. La réaction est
laissée sous agitation a température ambiante 1@nhobserve la formation du produit
attendul05 (cryptophane comportant un groupement nitrilotrteie) et du cryptophargs.
On détecte également des traces de cryptophab@ comportant deux ligands
nitrilotriacétique (Figure 105).

35

|

105 ‘l

i | N
007 \ 110 ‘l; !I‘ /o
\ —_— A IL\,.j e

\
PN VAo (S W

------

— T rprer - - S R S - - - ; T
0.00 2.50 5.00 7.50 1000 1250 . 1500 = 17.50 2000 2250 | 2500 | 27.50

Figure 105 : profil LC du brut réactionnel

La biosondel05 est isolée avec 12 % de rendement aprés une ctographie en phase
inverse (Figure 106). Le cryptophane étant racéenig le ligand nitrilotriacétique
énantiopure, on isole en fait un mélange de deastéliéoisoméres non séparables dans les
conditions chromatographiques utilisés.
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R = CH,COOH R = CH,COOH
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Mélange racémique Mélange de deux diastéréoméres

Figure 106 : synthese de la biosoid&

d) Synthése des diastéréoisomd@saet 105b

Suite aux premiers tests RMRPXe extrémement encourageants qui seront décrifsmagie
C.l.a), nous avons voulu isoler chacun des diagsen@eres. Pour cela, nous avons couplé le
ligand nitrilotriacétique sur les cryptophanes éimgours PP35 et MM-35. Les cryptophanes
énantiopures ont été fournis par le Dr. ThierrytBrajui a mis au point la procédure de
résolution optiqu® (Figure 107).

e Me KOH 2M, THF OMe
(0] o_LOMe ) (¢] O—LOMe ) 70 °C (¢] 1o OMe )
-, ‘L
L)
Meo MeO_ ~O [0) Q 90% CVI

+ +

DMAP, TEA, AN
CTTNG §!
o &% o 057 ()
OMe 'OMe OMe
KOH 2M, THF MeO
Qeo Med Yy O Qeo Med Y O TG ( Moy O
90 %
o 0 OMe OMJ J 0 o O OMe oy

Hoo ] 60;%/00 Hoo

mélange racémique diastéréomeéres séparables énantioméres séparés
Figure 107 : résolution optique du cryptophdne
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Cette séparation se fait par introduction d’'une tomirale sur le cryptophané dont la
synthése a été décrite (Figure 45 et Figure 693. deux diastéréoisomérddlaet 111b
obtenus sont séparés par cristallisations suc@sssiFuis I'élement chiral est clivé en
conditions basiques. Les cryptophanes7/RR-MM-7 conduisent aux cryptophanes Bfet
MM-34 aprés déméthylation avec du RBhLes deux étapes suivantes pour conduire aux
composés PB5 et MM-35 se font dans les mémes conditions que pour lemgéleacémique
(Figure 102).

Les mono esters activd§6aet 106b sont ensuite obtenus par la méthode précédentessur
cryptophanes PB5 et MM-35. Puis l'ajout du ligand déprotégé (LP7 conduit
respectivement aux diastéréoisoméer@Saet 105b avec des rendements de 12 et 16 % aprés
purification HPLC (Figure 108).

R = CH,COOH

1°) EDCI, NHS R = CH,COOH
o 2°) TEA, COOH O s
RO /\/\)\ 0,
OR H,N N">coon RO YR
0  g— OR L o J_ or
COOH
rRo RO O o \)OL oMo Ro RO O o o COOH
o o (o] /\/\/L
Q @ O OoH 12% 0 %j \)LN N"">COOH
H N
COOH
PP-35 105a
R=CH,COOH 12y epcy NHS R = CH,COOH
. 2°) TEA, COOH o COOH
0 0
0\/( /\/\/'\ o~ 0.
HoN N">COOH N { e~
(Ro Rojo 0o OH ° RO b, O N N"">COOH

kCOOH ( Ro H L
j COOH
o O  OR ORj oMSO o 0o  OR ORj

MM-35 105b

Figure 108 : synthése des diastéréoisombdéaet 105b

C. Résultats en RMN***Xe

Toutes les expériences de caractérisations quiesuient été faites par le Dr. Patrick
Berthault et son équipe au Laboratoire de Struatii2ynamique par Résonance Magnétique
(LSDRM) au CEA a Saclay.
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1. Biosonde a zinc

Le zinc est le second métal le plus abondant danerps humain apres le fer, avec entre 2 et
4 g distribués dans 'organisme. Il se trouve emégél au sein de métalloprotéines et participe
au fonctionnement de plus de 300 protéines es#leati& nos cellules. Le zinc est un bon
acide de Lewis, ce qui en fait un agent catalytiJaas les hydroxylations ainsi que dans
d’autres réactions enzymatiques. Il a une géomdgieoordination flexible qui permet aux
protéines de changer rapidement de conformatiorzingexiste également sous forme libre.
Au sein des cellules, sa concentration est trddefaide I'ordre de quelques centaines de
picomolaires. Dans le plasma humain, elle est tépax 8uM. C’est le cerveau qui contient
les concentrations les plus élevées, avec pre9@eN dans les vésicules de certains types
de cellules glutamatergiques neuronales.

Plusieurs pathologies sont liees a des déreglendentsétabolisme du zinc. Par exemple, de
fortes concentrations en zinc sont impliquées diemsrises épileptiques ou les traumatismes
craniens. Le zinc contribue également a la formadie plaques amyloides qui sont associées
a la maladie d’Alzheimer. Des concentrations de miap faibles sont liées a I'insuffisance

rénale chronique.

Il existe plusieurs agents de contraste qui peenethujourd’hui de visualiser le zinc par
imagerie par résonance magnétique. lls reposentsimusn métal paramagnétique capable
d’augmenter les vitesses de relaxation magnétigiieset 1/T, (ou relaxivité) des protons
des molécules d’eau. La détection d'un métal paragent repose sur le changement de
relaxivité apporté par la chélation de ce métalsRlette difféerence est importante, meilleur
sera le contraste. Quelques propriétés pertineatekes structures des agents les plus

prometteurs sont présentées en Tableau 13

La limite de détection actuelle de ces composéslesq0uM alors que les concentrations
physiologiques du zinc sont souvent bien inférisulNpus avons donc pensé que la technique
d’'imagerie par résonance magnétique du xénon hgfsergé pouvait pallier ce probleme de

sensibilité.
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OTO_ o
LS g
\©/0\/\/ L/NL

114 Ry=R,=COO
115 Ry=H R,=CO0O"

X

116 R,=CO00O R2=©
X
117 g, =g,= @/N

S RME: Sélectif vis-a-
Composé maximal en Milieu d’étude . Référence
L vis de
relaxivité (%)
_ Tampon Tris + N2t 124
112 35" DH=8, 25 °C Ca" Mg
Tampon KMOPS Na" K* ca&* 125
113 30° pH=7,2 25 °C Mg**
+73 Tampon HEPES + g2t 126
114 +33 pH=7,4 37 °C Ca" Mg
Tampon HEPES 127
— 24 pH=7,4 37 °C
Tampon HEPES 127
116 +103 DH=7.4 37 °C
b Tampon HEPES 127
1 ~ pH=7,4 37 °C
24 Na" K" C&”* 128
118 _g4¢ Tampon PIPES Mg?*
+165' Tampon Tris + HSA A2 129
119 +4¢f pH=7,6 37 °C S

Tableau 13 : structure et propriétés d’agents aéraste pour la détection du zinc (a) mesure
a 300 MHz (b) mesuré a 60 MHz (c) mesuré a 200 hipourcentage de changement en T

124 K. Hanaoka, K. Kikuchi, Y. Urano, M. Narazaki, Yokawa, S. Sakamoto, K. Yamaguchi, T. Naga®loem.
Biol. 2002 9, 1027

1253, L. Major, G. Parigi, C. Luchinat, T. J. Mea®egc. Natl. Acad. Sci. US2007104, 13881

126 A, C. Esqueda, J. A. Lopez, G. Andreu-de-Rique€,. JAlvarado-Monzon, J. Ratnakar, A. J. M. Lubag,
D. Sherry, L. M. De Leon-Rodriguez, Am. Chem. So2009 131, 11387

1273 L. Major, R. M. Boiteau, T. J. Meadaprg. Chem2008 47, 10788

128% . A. Zhang, K. S. Lovejoy, A. Jasanoff, S. J. papd,Proc. Natl. Acad. Sci. US2007, 104, 10780

129R. Trokowski, J. Ren, F. K. KAlman, A. D. Sheryigew. ChenR005 117, 7080 ;Angew. Chem. Int. Ed.
2005 44, 6920
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a) Test sur le mélange des deux diastéréoisomeres

On estime que la constante d’affinité de cettednds pour le xénon est du méme ordre de
grandeur que pour le cryptophaB® (autour de 6000 M). Ce dernier étant connu comme
sonde a pH, les expériences ont été menées a pHdang un tampon phosphate. En
I'absence de zinc, le spectre RMRK?Xe du mélange des deux isoméres présente deux
signaux : le pic du xénon libre dans I'eau a 196 mine pic du xénon encapsulé dans la
biosondel05 a 65,6 ppm (seule la région du xénon encapsulgrésentée en Figure 109).
Les deux diastéréoisoméres ne sont donc pas diiéepar RMN?*Xe. L’ajout progressif

du cation métallique fait décroitre ce signal 66%m et croitre deux nouveaux pics a 65,75
et 67,2 ppm. Nous avons émis I'hypothese que cas signaux correspondaient aux deux
diastéréoisomeres chélatant le cation. La comptexatdu zinc par la biosonde
nitrilotriacétiqgue réduirait la flexibilité du bragspaceur et permettrait au xénon de

différencier les deux isomeéres.

>0 % M
25 % JU/L

10 % MJL
> WJL

1
1
i
noZn !
1
!

I T T T T T T T T T

T T 1
71 70 69 68 67 66 65 64 63 «0/ppm

Figure 109 : spectres RMN?Xe de la biosond&05 (260pM) en I'absence et en présence de
zinc
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b) Test sur les diastéréoisomeéres séparés

Afin de confirmer cette hypothése, nous avons stigé chacun des deux diastéréoisomeres
et nous avons saturé chacune des sondes en zecryophand05aet 105b donnent alors

un seul signal & respectivement 65,75 et 67,2 ppRMN *#*Xe (Figure 110).

Ces expériences confirment bien notre hypothéperetettent d’identifier le composé dont le
signal est le plus éloigné du signal de la biososelde. Ce composé, le cryptophdbb

semble donc le plus intéressanvitro.

105a | fﬂ)k
105b /

72 68 64

Figure 110 : spectres RMN®Xe des diastéréoisomérg5a (haut) etl05b (bas) saturés de
zinc

Le signal sature apres ajout de 0,5 équivalentimz gar rapport a la sonde. Ce qui semble
indiquer la formation de diméres ot deux biosorutesateraient un cation ZhCe résultat a
été confirmé par des expériences de RMN de diffusion

La présence de dimeres doit en fait engendrer isoiméres en solution qui peuvent étre
notés : [Znl05a 1053, [Zn(105b 1050] et [Zn(105a 105h]. Or, nous ne voyons que deux
signaux en RMN'?*Xe. Cela semble indiquer que le xénon encapsuléétecte pas la

configuration du second cryptophane participart eoimplexation du zinc.

c) Limite de détection

La limite de détection a ensuite été déterminéedparexpériences de RMRPXe. On peut
détecter jusqu'a 100 nM en zinc, soit 300 fois reajju’avec les méthodes publiées jusqu’a
présent avec les différents agents de contrasteplide nous pensons qu’il serait possible
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d’améliorer cette sensibilité en utilisant des ségas de pulse plus sophistiqués du type
HYPER-CEST.

"l,l f [ |1 | [
h|'| W \1 - \\| | I " 1 F|"w

‘ i (1] I | it _ I
H. ,‘“\ M' \ fJ ‘ ' I |,J |.' ‘il“u‘l‘ |.' \|‘Ilu‘| 'I" |I |"| ‘||"H |'|II (|
| .u\J ‘N

4

I
t \ .\|I | I \
i L) A
l\|
]

T T 1
as a0 75 70 65 60 55 «—3&,/ppm

Figure 111 : pic détecté de biosoridisb (194 nM) chélatant le zinc a 100 nM de zinc

d) Spécificite

Nous avons aussi Vérifié la spécificité de cettedsoau zinc. D’autres cations d’intérét
biologique comparable ont été testés dans les méamehtions. Cependant, ni le calcium, ni
le magnésium n’engendre de différence de dépladsnarimiques sur les spectres RMN
129%e. Un tel résultat peut étre expliqué par lesnitfis bien plus faibles du ligand

nitrilotriacétigue pour ces métaux (Tableau 12).

e) Images

Vu la finesse des pics, la différence de 1,7 ppmedas signaux du xénon en I'absence et en
présence de Zfiest largement suffisante pour faire de I''RM. pesmiéres images en IRM
129%e ont pu étre obtenues & partir de tubes RMN camteune solution de biosonde en
présence de calcium ou de zinc (Figure 112). Cemyésm montrent qu'il est possible de
détecter spécifiquement les cation$Znde faibles concentrations en peu de temps.

Figure 112 : IRM***Xe de tubes RMN contenant 20 de biosondd.05 (mélange des deux
diastéréoisomeres) (a) avec 38@ de calcium (b) avec 100M de zinc
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2. Biosonde a métaux

Les applications de cette sonde ne se limitentanpas au zinc. Si le calcium et le
magnésium ne provoquent pas de changements susfidans I'environnement électronique
pour induire une différence de déplacement chimiduexénon encapsulé, d’autres métaux
tels que le cobalt, le cadmium ou le plomb donmaenténon une signature spécifique. De tels
résultats sont extrémement prometteurs.

L’équipe de Patrick Berthault étudie actuellemenpossibilité de détecter plusieurs métaux

grace a cette biosonde par RNfiXe.

D. Conclusions

Nous avons concu et synthétisé une biosonde podetection de métaux extrémement
sensible qui permet de visualiser jusqu'a 100 nMzew. Ce résultat a été récemment
publi¢*°.

Pour cela, nous avons développé une stratégie de@antivation du cryptophar@hs. Nous
avons isolé les diastéréoisomel€@baet 105b et mis en évidence I'importance de travailler
avec des cryptophanes énantiopures.

La biosondel05b obtenue donne une signature spécifique au xénoapeunlé lorsqu’elle
chélate du zinc avec une différence de déplacententique de 1,7 ppm comparé au xenon
encapsulé dans la biosonde en I'absence de médtaspyexpériences de diffusion ont montré
gue deux biosondes sont complexées a un cation zinc

L'utilisation du xénon hyperpolarisé a donc permés détecter des concentrations 300 fois
inférieures a ce qui a été décrit avec les medleagents de contrastes par des méthodes
d’'IRM classiques.

Cette sonde permet également de détecter d’awtems d'intérét puisque le déplacement
chimique du xénon encapsulé au sein de la bioseerile en présence de €dPE*, Co* par

exemple.

130N, Kotera, N. Tassali, E. Léonce, C. Boutin, PrtBault, T. Brotin, J.-P. Dutasta, L. DelacourTFaoré, D.-
A. Buisson, F. Taran, S. Coudert, B. Rousséagew. Chem. Int. E@012 17, 4100
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IV. BIOSONDE BIMODALE IRM ***e ET
IRM !H
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IV. Biosonde bimodale IRM ***Xe et IRM H

Nous l'avons mentionné en introduction, les tecbheg] dimagerie sont en général
complémentaires. L'utilisation de plusieurs modaliest souvent nécessaire pour avoir les
informations anatomiques et fonctionnelles suffisanpour faire un diagnostic précis et
efficace. L'imagerie multimodale allie les avantagk chacune des méthodes mises en jeu.
Cette partie aborde la synthése d’une sonde birao®R¥ **Xe et'H qui permettrait la

colocalisation d’'une molécule unique avec un sppbeeillage.

A. Agents de contraste CEST et PARACEST en IRMH

Au premier abord, IRM***Xe et 'H semblent peu compatibles. Les agents de contraste
classiquement utilisés en IRMH comportent des métaux paramagnétiques capablestee

de fortes perturbations locales de champs magnétiquiediminuent les temps de relaxation
des spins environnants. On observe en généraftalsile 'eau qui peut étre augmenté ou
diminué aux environs de I'agent introduit, créantoontraste. Si de tels agents étaient placés
a proximité d’'une biosonde encapsulant du xénon ripgterisé, ils provoqueraient une
relaxation rapide du xénon, ce qui conduirait ailainution voire la perte de son signal.
Ainsi, les complexes de gadolinium, de manganéske®uanoparticules d’oxyde de fer ne

peuvent pas étre utilisés pour concevoir une bidsdimodale IRM?Xe/IRM *H.

Pour pouvoir coupler les deux modalités, nous allotiéser un autre type d’agent de
contraste IRM : les agents CEST (pdtinemical Exchange Saturation Tran3felt s'agit
d'exploiter l'existence d'un échange chimique eldseprotons de l'eau (forme A) et des
protons de la biosonde (forme B) (Figure $3#3)*2 L’envoi d’'une impulsion longue & la
fréquence de résonance des protons de la biosandeque la relaxation rapide de ces
protons et donc la disparition du signal RMN. Qs @rotons étant en échange permanent
avec les protons de I'eau environnante, le sigadlediu va également décroitre.

Il'y a plusieurs conditions pour que systeme sfiicace. Il faut que les deux entités en
échange soient en échange lent a I'échelle de I&.RRus la différence de déplacement

chimique entre I'eau et les protons échangeablda Hmsonde est grande, plus il sera facile

1815 Aime, C. Carrera, D. Delli Castelli, S. Gentn@rich, E. TerrenoAngew. Chem. Int. EQR005 44, 1813
132M. Woods, D. E. Woessner, A. D. Sher@hem. Soc. Re\2006 35, 500
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de sélectivement saturer le signal. Cependantaut fussi que la vitesse d’échange soit

suffisamment grande pour transférer la saturagquius rapidement possible.

Saturation Echange

e ? cnimiq ?
| |

Figure 113 : concept du CEST

Ces conditions sont remplies pour un certain nondler&omposés comportant des sites de
protons échangeables (-NH, -OH ogCH dont la fréquence de résonance est particuliénem
éloignée de celle de I'eau.

C’est par exemple le cas de dérivés tétraamidd3QIEA complexant de I'europium (Figure
114)"*3, En effet, I'eau coordinée & I'europium est en égealent avec I'eau environnante et
possede un signal dont le déplacement chimiqua pkts de 50 ppm du signal de I'eau libre.
Une telle différence provient des propriétés pagmtques du métal et permet un contraste
important par transfert de saturation. De maniééeégple, ces systemes exploitant des
meétaux paramagnétiques complexés sont appelégers #ARACEST.

H
NHR o-H

T4
N /N NHR
&)
RHN N N
>/_/\ /
0
RHN" 0

[0)

R= CH,COOH

Figure 114 : exemple d’agent PARACEST

Ces composés ne sont pas utilisés pour leur capaeitcelérer les vitesses de relaxation mais

parce qu’ils créent un environnement chimique exén@ent différent se traduisant par des

1335, Aime, A. Barge, D. Delli Castelli, F. Fedeli, Mortillaro, F. U. Nielsen, E. Terrendagn. Reson. Med.
2002 47, 639
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déplacements chimiques éloignés. Il est donc egeiae de coupler 'IRM**Xe & I''RM

'H en greffant un agent PARACEST & une biosondemxéno

B. Concept de la biosonde

L'idée est de concevoir un objet détectable en IBfXe et en IRM'H. La biosonde
bimodale doit donc comporter un cryptophane capdiglecapsuler le xénon et un complexe
de lanthanide paramagnétique comportant des prétreangeables dont le signal est éloigné

de celui de I'eau.

Détection IRM 123Xe Détection IRM 1H
H. _H
H

0
H'O“ 0°
rr
"H
H’o =

H
H o
H

-0

Figure 115 : schéma de la biosonde bimodale

C. Synthése de la biosonde

1. Synthése des ligands

Nous avons choisi d'utiliser un ligand de type défradodécane connu pour son excellente
affinité pour de nombreux lanthanides. Il sera fmmmalisé d’'un bras espaceur assez long
pour minimiser les effets de relaxation du métahprgnétique sur le xénon hyperpolarisé et
comportera une amine terminale permettant de léegrsur le cryptophane.
O _OH
T~
HzN’\’\’\7 N/_\N OH
NH [N Nj
=~
120 HO™ ~O
Figure 116 : ligand pour la biosonde bimodale
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a) Ligand long

Le ligand a été obtenu par deux voies différentes.

i- Voie de synthese 1

Cette voie est celle utilisée par I'équipe d’AifffeElle permet d’obtenir le composé avec les

trois acides carboxyliques protégés par un groupeteebutyle (Figure 117).

Br”>COOtBU OTO o N
I\ CH3COONa VN < KoCO3 y
NH HN DA o% e~ NH CH4CN ~~~N
AN CbzHN CbzHN \H/\Br
NH HN 66 % NH N 34% o
123 124
121 122 ¢ ©
0.0 0s_0
19 H, Pd/C 0
KoCO3 T 2
X —
CH4CN CbzHN N N o% MeOH HoN N N O'é
122 +124 —— [ j _— [ j
83% NH N N 33% NH N N
7]—/ _/ L 7/_/ _/ L
o o
125 /T\ 0 126 oo

Figure 117 : voie de synthese 1 du ligd2é

Le tétraazacyclododécad@2 est obtenu en une étape par trialkylation du eyt avec 66

% de rendemeht’. L'amine 123 en présence de bromure de bromoacétate et de asehim
potassium donne le bras espacké24. Le composél 25 est ensuite obtenu par couplage du
bromoacétatd 24 avec I'amine secondaire d@2 avec 83 % de rendement. Finalement, une
hydrogénolyse avec du palladium sur charbon petanééprotection de I'amine primaire de
125pour donnefl26 a hauteur de 33 %.

134 A, Barge, L. Tei, D. Upadhyaya, F. Fedeli, L. Bathi, R. Stefania, S. Aime, G. Cravotrg. Biomol.
Chem, 2008 6, 1176
135D, A. Moore,Org. Synth2008 85, 10
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ii- Voie de synthése 2

Le composd 20 peut étre obtenu par la voie 1 par déprotectioh2fe Cependant, les faibles
rendements des étapes de déprotection du carbagtét d’obtention du bra24 nous ont
poussé & essayer une autre voie de synthése pheseddécrite par Lu (Figure 118 Par
cette méthode, I'acide bromoacétique est activprésence de DCC et de NHS pour fournir
guantitativementl27 qui est couplé a I'amin&28 pour donnerl29 avec un rendement de
73 %. Ce dernier est ensuite engagé avec le cyreddkylé 122 puis déprotége pour conduire

au composé20.

128
DCC

NHS . BocHN > NH:
0] dioxane J\/ CH.Cl, “
HOJ\/Br - - Ny Br BocHN™ """~ j]/\Br
quant. (0] 73 % (0]
127 129
O._OH
050 o 1°) MeOH/TEA T 0
KoCO: / N\ / {
N/_\N /—<O 12 2003 HzN/\’\’\/ N N OH
‘é + _— [ j
[ ] 2°) TFA/CH.Cl, NH N N
NH N % — L
°© HO™ ~O

/
122 /T}O 120
Figure 118 : voie de synthese 2 du ligd20

Le brut réactionnel de la formation d20a été analysé par RMM et **C mais il est assez
difficile d’évaluer la pureté du composé a causdadprésence de pics larges. Malgré des
spectres RMN convaincants, I'analyse par HPLC dupmsé montre la présence de produits
secondaires. Nous avons donc décidé de purifieoogosé par HPLC sur colonne HILIC.
Cette purification permet de séparer deux compagast la masse attendue et des temps de
rétention différents. L'analyse proton & pH 4 de deux composés donne des spectrest

3¢ un peu différents mais qui pourraient correspertdus les deux au produit désir20.

Ces mémes composes ont été alors analysés a wliff¢rd.

Les spectres deviennent entierement superposapldsld et pH 1. Cependant, lorsque le pH
des échantillons est réajusté (apres traitementeasu basique) a 4, les spectres sont a
nouveau différents.

De plus, l'ajout d’europium sur chacun de ces déakantillons conduit a deux spectres

proton identiques.

13T Ke, Y. Feng, J. Guo, D. L. Parker, Z-R. IMagn. Res. Imagin@006 24, 931
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Nous pensons que ces deux fractions contiennentleienéme ligand.20 mais que l'une
d’elles comporte en plus un cation métallique quiag complexé a pH 4 mais serait libéré a
pH acide ou alcalin et déplacé en présence d’eumopi

Le rendement de la réaction a été calculé sur Esentotale obtenue pour ces deux pics. Par

la suite, c’est arbitrairement le pic 2 qui a éi§agé pour la synthése de la sonde.

b) Ligand modéle

0.0 o 0 0.0 o 050 0
NH
—\ —< Br)l\/Br T _ /< 2 T — /_<
N N o% K2CO3 N N o% / N N o—<~
[ ] CH4CN [ j HN HN [ ]
NH N — = EO N N — "\ _w N N
-/ L quant. }—/ \/ L 56 % 7]’/ — L
0o o 0" So © o So

122 4\ 130 4\ 131

Figure 119 : schéma de synthese du ligand mddle

Les difficultés de synthese nous ont égalementuibadsynthétiser un ligand plus court qui a
permis de mettre au point certaines réactions aVangager le ligand d’intérét.

Ce ligand est obtenu en deux étapes a partir diercydalkylé 122 avec un rendement de
56 % (Figure 119).

2. Couplage sur le cryptophane-111

a) Approche rétrosynthétique

Comme pour la détection de métaux, nous avons raboulu obtenir la sonde bimodale a
partir du cryptophane-111. Rappelons que ce deragr un bon candidat pour des
applications IRM*?*Ke du fait de son excellente affinité pour le xéndm composé
monobromé 46 serait comme précédemment lithié puis carbonati@u(& 120). Le
cryptophane acid@8 serait ensuite couplé avec I'amine proté§26é puis une déprotection

des groupements tertbutyle conduirait a la sonderékd 32
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Figure 120 : schéma de rétrosynthése de la biosonde

b) Synthése de la biosonild2

Les étapes de synthese pour I'obtention du cry@to@®d ont été décrites en partie 111.B.1.b).
Les essais de couplage ont été optimisés surdadignodelel31 avant d’étre testé sur le
ligand 126 Le couplage entrd26 et 98 permet d’isoler le cryptophan&33 avec un
rendement de 26 % (Figure 121).

%(m ﬁ/< o d- nﬂ,\x OT[:MN]ﬁ«ZJT
Q \,\,\/ L %E»A (0 O j h(l))k]i_/ N\_/NLO

T ags -

98 . OTOH o HCOOHsgli::éo—ondes 133
”/\/\/\' [N/—\N] OH
& Q (S NN
O observé par LC/MS
132 non isolé
Figure 121 : schéma de synthése de la biosonde

Afin de déprotéger ce composé, plusieurs conditmmnté testées sur le ligand modEsd.

En parallele, nous avons engagé le cryptophanedbhl les mémes conditions afin de
s’assurer gu’il restait intact. Finalement, la aédpction del31 est complete avec peu de
dégradation du cryptophane-111 aprés 2 h au fomicéo-ondes dans I'acide formique a
50 °C.
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o i/ o 0+_OH o
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N N_ OH
HNT [N Nj — M [N Ni
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o~ ~0 134 HO

Conditions de réaction Déprotection dd.31 Cryptophane-111

TFA 1 % dans CbkCl, 2 h Complete Dégradé
HCI 1M 2 h Complete Non soluble
HCOOH 72 h Pas compléte Intact
HCOOH 3 h micro-ondes 50 °f Complete Intact (>90 %)

Tableau 14 : mise au point des conditions de déption

Le cryptophanel32 est bien observé par LC/MS dans ces conditionpe@#ant, comme
dans le cas de la biosonde pour la détection dauxghous n’avons jamais pu observer les
signaux del32 dans I'eau. Cela prouve la faible solubilité etieni aqueux dd.32 On peut
difficilement envisager I'utilisation d’un tel coropé pour de 'IlRMH. Suite & ces problémes
de solubilité et au succés de la synthese de lsobide a métaux sur le cryptophane-222

hydrosoluble35, nous avons décidé de changer de stratégie.

3. Synthése avec un cryptophane-222 hydrosoluble

a) Approche rétrosynthétique

0 OR;

RO RO 0 0O

£

H

(0]
o [N o
Ry = \)J\OH Q#\Q T\> Ry = \)J\OH Rq = /\[C])/OH
0 . 3:0
Ra= ~ I~~~ N HO
i 1S
135 106 35

Figure 122 : schéma rétrosynthétique de la bios@B8e
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Comme précédemment, I'approche consiste a formendeoester activd06 a partir du
cryptophane35 (Figure 122 puis de greffer le ligand déprotég20 afin d’aboutir a la sonde
désiréel 35

b) Synthése de la biosonii85

L'obtention du monoester activé 88 est favorisée en présence de 1,0 équivalent de HS
1,1 équivalents d’EDCI. La réaction est suivie p&/MS pendant 5h, puis la TEA et le
ligand 120 dissous dans le DMSO sont ajoutés. Le brut réaatiomontre la formation de la
sonde attendué&35 avec beaucoup de produit de dé@btet un peu de cryptopharis6
comportant deux ligands

o
R = CH,COOH :&‘/\ N‘> R = CH,COOH

1°) EDCI, NHS N

) H A)va&g oo ) ol m/O%H
(el £ — (g S Fe
S R A

i (Wa\

| S - _
B A e el s e - . . . ;
0o 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

© Tolopbenleen bl ide

o
=]

Figure 124 : profil LC/MS du brut réactionnel

Malheureusement, les différents gradient et colsressayées en HPLC n’ont pour l'instant

jamais permis d’obtenir un composé dont le specérgon présente un seul signal pour le
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xénon encapsulé dans la biosonde. Il est diffddesavoir s’il s’agit d’'un probleme de pureté
car la réinjection des composés purifiés en HPLC treonn seul pic et la RMNH est
complexe. Les différents pics en xénon peuventgnisvde conformations minoritaires, de

formation d’aggrégats ou encore de traces de métanmplexés par le ligand.

D. Conclusions

Dans cette partie, nous avons voulu développerbioeonde bimodale IRM*Xe/IRM *H.
Nous avons choisi pour cela de greffer un agent fKAIRST a un cryptophane. Deux voies
ont été envisagees. L'une dentre elle a été abam@® car elle a conduit a un composé
insoluble dans I'eau. L'autre pose des problememalyse du composé final. En effet, la
sonde aprés purification donne pour l'instant @uss signaux en RMN xénon et il semble
difficile de comprendre s’il s’agit d’un probleme gureté, ou des conformations présentes en
solution. La complexation d’'un métal ne semble piasplifer les signaux et il semblerait
peut-étre plus judicieux a ce stade de se tourmesr la synthese d’autres biosondes basées sur
des ligands différents pour ce projet.

128



V. BIOSONDE BIMODALE IRM Xe ET
FLUORESCENCE
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V. Biosonde bimodale IRM*?*Xe et fluorescence

Nous nous sommes attachés dans cette partie aedécdiéveloppement de la premiére sonde
bimodale IRM***Xe/fluorescence capable de marquer spécifiquenesrpriotéines "taguées”
cystéine. Il s’agit d’exploiter la forte sensibdlitde la fluorescence et de visualiser en
profondeur grace a I'lRM. Nous espérons, a longiéergu’une méme biosonde permettra des
tests de fluorescende cellulo et un suivi par IRM?*Xe in vivo. Nous avons voulu appliquer
cette bimodalité a la détection de protéines magu@ui permet une meilleure

compréhension de nombreux mécanismes biologiques.

A. Marguage de protéines par fluorescence

Le marquage de protéines par des molécules fluemest donne accés a de nombreuses
études biophysiques et biochimiques concernantrl@tare et la dynamique des protéines,
lactivité enzymatique et les interactions protépretéine. Parmi les différentes techniques
utilisées, I'encodage génétique de protéines fhamstes telles que la protéine fluorescente
verte green fluorescent proteiou GFP) est une méthode trés répahitddd® Elle permet un
suivi des protéines a l'intérieur méme des cellygas un marquage simple et spécifique
(Figure 125).

(b)

Figure 125 : difféerentes expériences réaliséesidd de la GFP et ses dérivés (a) plage de
San Diego dessinée avec des colonies de bactéqmsnant des protéines fluorescentes

(b) le "Brainbow" : chaque neurone peut étre digtén grace a l'utilisation de protéines

fluorescentes

¥7R. Y. TsienAnnu. Rev. Biochem99§ 67, 509
138 M. Chalfie, S. R. Kain, EdsGFP: Green Fluorescent Protein Strategies and Agpions(Wiley, New
York, 1998
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Cependant, ces protéines fluorescentes ont uihe naih négligeable (27 kDa pour la GFP) et
peuvent interférer avec la structure et la foncties protéines auxquelles elles sont fixées.

En 1998, le groupe de Tsien publie un nouveau syst&l le domaine récepteur est composeé
de seulement six acides aminés naturels qui pewtemtincorporés genétiguement dans la
protéine d'intéréf®. Le motif consiste en quatre cystéines dans ugeesite Cys-Cys-Xaa-
Xaa-Cys-Cys ou Xaa est un acide aminé quelcongue qu’une cystéine. Le ligand est une
petite molécule appelée FIAsH comportant deux &semapables de se complexer
spécifiguementin situ a la tétracystéine avec des constantes de difisoci@de I'ordre du
nanomolaire (Figure 126). Ce groupement fluoresdagquement lorsque les deux arsenics

sont liés aux thiols des quatre cystéines.

@@WO%@W s;.\s s/—\s

A
HO 6] 6}
L —
i
I COOH

FIAsH

SH gH

Figure 126 : concept et structure de la sonde FIAsH

B. Concept de la biosonde

La biosonde bimodale doit comporter un cryptopheagable d’encapsuler le xénon et un
dérivé du fluorophore FIAsH. Ainsi, on souhaite dassque la biosonde se lie a un motif
tétracystéine, la fluorescence augmente drastigaeratle déplacement chimique du xénon

encapsulé varie significativement (Figure 127).

1395, R. Adams, R. E. Campbell, L. A. Gross, B. RriviaG. K. Walkup, Y. Yao, J. Llopis, R. Y. Tsieh, Am.
Chem. So¢2002 124, 6063
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protéine
tagues

chemical shift (ppm)

Figure 127 : concept de la biosonde bimodale peumbarquage de protéines "taguées
cystéine

C. Synthese

a) Approche rétrosynthétique

La biosondel137 que l'on se propose de synthétiser est composée diyptophane
hydrosoluble fonctionnalisé par une sonde CrAsHiydéde la FIAsH) a l'aide d’'un bras

espaceur de type éthylene diamine (Figure 128).
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Ry = /\n/OH S/_\S S/_\S R, = /\fr R~ /\H/OH
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137 106 35
Figure 128 : schéma rétrosynthétique de la bios@Bde
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La biosondel37 pourrait étre obtenue a partir du cryptoph8been passant par le méme

intermédiaire monoactivE06 que précédemment.

b) Synthése du ligand

014lan 4 étapes

La sonde CrAsH est synthétisée selon la procédumiteléans la littératur
a partir de I'anhydridé39et de 2 équivalents de résorcid8B La premiere étape conduit au
mélange équimolaire de 5 et 6-carboxyfluorescéi@et 141 A ce stade, il est possible de
séparer ces deux isomeéres de position par dealltsations successives mais les rendements
sont alors plus faibles. Nous avons donc décid@alesuivre sur le mélange. En présence
d’oxyde de mercure dans l'acide trifluoroacétigoes composés donnent les deérité et

143 avec 72 % de rendement. Ces derniers subissemteenge transmetallation qui permet
d’introduire les deux arsenics qui sont complexésded’éthanedithiol pour donner les deux

isomeres de la sonde CrAdd4et145avec 42 % de rendement.

F3C o) FSC o

" O ‘ "
HO OH = ‘
\[::j/ COOH COOH COOH
AsCl,
1°) MeSOzH  HOOC HOOC HOOC

Pd(OAc),

138 85°C DIEA, NMP
+ —_— + +

°) NaOH 4M FsC_O FoC EDT

°)HCI HO. o o Y Y S..8 S_.s

90 % O ‘ 72% Oy Oy 42% As As

090 - Ho HO. O o ‘ o)
O COOH / _
COOH COOH
COOCH COOH

139 COOH 145

COOH

Figure 129 : schéma de synthese de la sonde CrAsH

L'acide carboxyliqgue en position 5 ou 6 est ensaitdvé sélectivement pour donner I'ester
hydroxysuccinimide (Figure 130). Ce dernier en @nége d’'un exces d’éthyléene diamine
conduit aux composér46 et 147 (il reste en général toujours un peu des compbddset

145). Ces produits étant peu stables et difficilesiafigr, nous avons choisi d’enlever I'exces

140y, Ueno, G-S. Jiao, K. BurgesSynthesis2004 15, 2591
141 E Genin, O. Carion, B. Malher, B. Dubertret, Nhé&l, P. Charneau, E. Doris, C. MioskowsHli Am. Chem.
Soc, 2008 130 8596
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d’éthyléne diamine par filtration sur un patch diéces C18 et d’engager le reste du brut

réactionnel dans I'étape suivante.

s, .8 s .S Sug®
As S

SAs, S\AS/S
HO o o} HO o o
400 L
COOH COCH
HO. O HZN/\/H O

0 144 1°) NHS, EDCI o 146
2°)
[\ [\
S. .S S_.S HpN N2 s/_\s s/\_,\s

AS A

"As’ AS
HO. o o) HO o o
90 99
‘ COOH ‘ COOH

HO" SO 145 Mo 147
Figure 130 : schéma de synthese des comydiast 147

c) Couplage final

De la méme maniére que précédemment, I'activationciggptophane se fait avec 1,0
équivalent de NHS et 1,1 équivalents d’'EDCI. Cedaduit & la formation majoritaire du
composé monoester activi06 en 5 h avec toujours du produit de dépaft et les
cryptophanesl08 et 109 ou respectivement 2 et 3 fonctions acide carbqugliont été
activées (Figure 104). On suit cette réaction aiMS.

Le mélange traité d&46 et 147 solubilisé dans du DMSO et de la TEA sont engoiteduits
dans le milieu réactionnel et la réaction est é@ssous agitation a température ambiante
pendant 12 h. On observe la formation des biosoh8 st 148 il restedu cryptophan&5 et

les composé&d4 et 145 (Figure 132et Figure 13). Ces isomeres se sont révélés séparables
par HPLC et ont pu étre isolés avec des rendemespectifs de 10 et 6 %. Le compds=i8
n'est en fait pas tout a fait pur car il contiemt dsomérel37. Pour cette raison, seul le

composél37a été testé par la suite.
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R = CH,COOH
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R = CH,COOH ) ‘

COOH
0\)LN/\/ O

x OR 1°) EDCI, NHS @
°) NEts, s O 0 137 10%

( 0 2°) NEts, 146 + 147
RO 6] le) 0 +
RO — —
o Ao DMSO SueS Sy

T
AR P
0 O_LOR O COOH
(RO RO O

oo«g“w” o

148 6%

35

R = CH,COOH

Figure 131 : schéma de synthése des biosaliiést 148
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Figure 132 : profil LC/MS du brut réactionnel pdarformation des biosondé87et 148

D. Caractérisation du complexe biosonde/tétracystée

1. Par fluorescence

Nous avons ensuite voulu vérifier que la biosoh@8@ marquait les tétracystéines et que la
fluorescence augmentait significativement lorsalértmation de la liaison entre les arsenics
et les thiols des cystéines. Ces expériences ériaiges en collaboration avec Nathalie Arhel

de I'Institut Pasteur.

a) Marguage sur une enveloppe virale

Pour cela, nous avons d’abord travaillé dans lerktbire du Dr. Nathalie Arhel (Institut
Pasteur) sur une enveloppe virale HIV-1. Cette lppe virale comporte des protéines
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"taguées” cystéine surexprimées a sa surface gtaté utilisée pour des preuves de concept
avec la sonde FIAsH et CrAS#!42
Cette enveloppe virale est incubée dans un miksluateur avec la biosonde pendant 2 h

avant d’étre centrifugée puis récupérée dans dudiBRle détecter la fluorescence a 535 nm

sous une excitation a 485 nm. Nous avons fait wpEreence témoin dans les mémes

conditions avec la sonde FIAsH en paralléle dugesnotre biosond&37 (Figure 133).
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Figure 133 : fluorescence mesurée a 535 nm soutaoc a 435 nm pour la sonde FIAsH
seule ou incubée avec l'enveloppe virale et poubitssondel37 seule ouincubée sur
'enveloppe virale

Nous avons ainsi pu vérifier que la fluorescendeaggmentée significativement pour la
biosonde incubée avec I'enveloppe virale compardée Biosonde seule, ce qui traduit la
complexation de notre biosonde aux protéines "tagluéystéine. L’introduction du
cryptophane sur la sonde CrAsH ne géne ni le mgajaes séquences tétracystéine, ni la
fluorescence du complexe formé. Obtenir des coraéons détectables en RMN de cette
enveloppe virale paraissant un peu long, nous adén&lé de travailler sur une séquence
tétracystéine présente sur un petit peptide decilesaminés, déja utilisé dans le laboratoire
du Dr. Nathalie Arhel.

b) Marquage sur un peptide

Le peptide utilisé a la séquence suivante : Ace-WEREACCRECCARA-CONH. Nous
avons préparé des échantillons avec différentesaté peptide par rapport a la biosonde et
nous avons suivi la fluorescence a 535 nm sousatixei a 480 nm (Figure 134).

On observe que pour tous les ratios, la fluorescemagmente tres rapidement pour se

stabiliser au bout de 1 a 2 h. D’autre part, lafiscence augmente logiquement avec le ratio

142y, R. Prasad, G. V. Kalpana (ed$d)V Protocols: Second Editio2009 485, Chapter 11
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de peptide. En effet, plus on rajoute de peptides ph forme de complexe qui est a l'origine

de la fluorescence.
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Figure 134 : suivi de la fluorescence a 535 nm sxg#tation a 435 nm au cours du temps et

avec différents ratios de peptide par rapportsoradel37 (50 uM)

La saturation du signal n’ayant pas lieu avant 2védgnts, nous avons préparé de nouveaux

échantillons avec cette fois-ci 1, 5, 10 et 50 egjents de peptide par rapport a la sonde.
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Figure 135 : suivi de la fluorescence a 535 nm sxg#tation a 435 nm au cours du temps et
avec des ratios plus importants de peptide pamorapda sondé37(2,5uM)

Dans ce cas, les valeurs de fluorescence pour 8f 50 équivalents sont proches (Figure

135). La baisse de fluorescence au bout de 1 hlpaourbe avec 50 équivalents de peptide
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est corrélée a un phénomene de précipitation odstans I'échantillon préparé. Nous avons
estimé qu’un ajout de 10 équivalents était suftigemur saturer le signal en 1 h et consommer
complétement la biosonde?7.

2. Par LC/MS

Il est possible de suivre la formation du compléi@sonde/peptide par LC/MS. Pour cela,
trois échantillons ont été préparés : un sans @epti les deux autres avec 1 et 2 équivalents
de peptide. Ces mélanges ont été controlés audsogd?t h a température ambiante (Figure
136).

La biosondel37 est détectée a un temps de rétention de 7,43 non egmarque au bout de
24 h la formation d’'un autre produit & un temps rdeention de 6,72 min issu de la
dégradation qui a la masse de la sonde ayant perdwsenic. Avec 1 équivalent de peptide,
on voit la formation majoritaire du complexe (idii42H]?* détecté am/z= 1822,8) avec un
nouveau pic a 5,18 min. Il reste un peu de prodeitiépart. Avec 2 équivalents de peptide,
on observe deux pics : un a 5,17 min qui corresgonfburs au complexe biosonde/peptide

et 'autre a 4,85 min sous lequel on détecte lasmds peptide en exces.
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Figure 136 : suivi LC/MS de la complexation biosefjekptide
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La fluorescence et la LC/MS nous permettent derétartnos échantillons avant de faire des

analyses par RMN*Xe.

3. Par RMN **%Xe

Les caractérisations au xénon ont été a nouvetasfauprés du laboratoire LSDRM du Dr.
Patrick Berthault et son équipe.

Nous avons préparé deux échantillons uben sonde, un en I'absence de peptide (spectre

bleu) et I'autre en présence de 10 équivalentsegége (spectre rouge) (Figure 137).
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Figure 137 : spectres RMN®Xe de la biosond&37 (25 pM) en absence (spectre bleu) et en
présence de 10 équivalents (spectre rouge) dedpegitzoom sur les spectres de 60 a 80 ppm

Sur les deux spectres, on observe un pic intens&men dans I'eau autour de 200 ppm. En

'absence de peptide, on observe un signal uniguwedon encapsulé dans la biosoh8é a
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66,9 ppm. Lorsqu’on ajoute 10 équivalents de peptich observe la disparition de ce pic a
66,9 ppm et I'apparition de deux nouveaux masst8,a et 72,1 ppm. La présence de deux
massifs pourrait s’expliquer par la présence dexddiastéréoisoméres: un mélange
racémique de biosonde est complexé a un peptidal @gnantiopur. Les différents pics au
sein des massifs pourraient provenir de différeatesplexations possibles des deux arsenics
sur les quatre cystéines ou de différentes confiiomsadu peptide.

Compte tenu de ces résultats encourageants, noas décidé de synthétiser la biosot8&

énantiopure afin de ne générer qu’un seul isonoésede la complexation au peptide.

E. Biosondes énantiopures

1. Synthése

Les biosondes MM:-37 et PP137 ont été synthétisées séparément de la méme maniela
biosondel37 mais en partant des cryptophanes énantiopurs3@t PP35 (Figure 139 et
Figure 139). Les cryptophanes MB& et PP35 nousont été a nouveau fournis par le Dr.

Thierry Brotin.

R = CH,COOH

as Ly L
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ﬁ RO COOH
RO 1°) EDCI, NHS o} ‘
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RO Q ORO O ‘
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PP-35

R =CH,COOH

Figure 138 : schéma de synthese des biosondéSP&-PP148
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R = CH,COOH
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Figure 139 : schéma de synthese des biosondesl Biét MM-148

Comme précédemment, les biosondes désiréeslBiMet PP137 sont obtenues pures apres
purification HPLC. Les biosondes MI¥48 et PP148 sont & nouveau obtenues en mélange
avec les composés M37 et PP137.

2. Fluorescence

Pour chacune des sondes énantiopures, nous avsuitegaréparé deux échantillons a 28
en sonde, un en l'absence de peptide et 'autnerésence de 10 équivalents de peptide. La
fluorescence est ensuite observée a 535 nm soilatexca 480 nm.

Intensité de fluorescence
{unité arbitraire)
[
2858838385853
588 88888
L L

Figure 140 : intensité de fluorescence mesurée5and3 sous excitation a 435 nm pour les
sondes MM137 et PP137 seule ou en présence de peptide

142



Nous avons ainsi pu vérifier que la fluorescendeaegmentée significativement pour les
deux biosondes en présence de peptide, ce quittkadn la complexation de nos biosondes

aux protéines "taguées" cystéine.

3. RMN **Xe

Ces nouveaux composes ont été ensuite testésatang€mes conditions que précédemment
par RMN**Xe. Nous avons ensuite préparé les échantillors|@V2en sonde, en I'absence
de peptide (spectre en haut Figure 141) ou en meésde 10 équivalents de peptide (spectres

intermédiaires).

Biosonde seule
MM-137 + 10 équiv. peptide

PP-137 + 10 équiv. peptide WY Y RN L L)

i
-J L | |

" [}
- + SqUiv. . amn TS i, LT Y T .
137 racémique + 10 équiv. peptide o ‘v"u\ }{ A \J W ’,"n-l,",“,.LUA‘\“."_#*].#J‘_""

I T T T T T T T T T 1
78 76 74 72 70 68 66 64 62

Figure 141 : spectres RMN®Ke entre 60 et 80 ppm (de haut en bas) : de laobites seule,
de MM-137 en présence de 10 équivalents, delBPen présence de 10 équivalents et de la
biosonde racémique en présence de 10 équivalents

Les spectres sans peptide sont identiques au eméicédec un signal unique du Xxénon
encapsulé dans la biosonde M7 ou PP137 a 66,9 ppm. Par contre, lors du rajout des 10
équivalents de peptide, on observe pour I'énantienhd@M-137, la disparition de ce pic a
66,9 ppm accompagné de l'apparition d’un uniquelgige a 73,3 ppm. Ce pic semble bien
correspondre au pic le plus déblindé présent dansaksif & 72,1 ppm du spectre RVMRKe
obtenu avec la biosonde racémique. Pour I'énantierR®137, on observe deux pics a 68,4
et 71,9 ppm qui correspondent aux pics restantspictre RMN*??Xe obtenu avec la
biosonde racémique. La présence de ces deux piogmes’expliquer par des conformations
possibles du complexe biosonde-tétracystéine. tem, & peptide utilisé a été choisi pour sa

capacité a favoriser la formation d’'une hélicece qui permet d'imaginer deux modes de
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complexation pour notre sonde (Figure 142). Soitargenic se fixe a deux thiols adjacent
(cas A), soit il se fixe a deux thiols appartenardeux brins paralleles du peptide (cas B).
Cela n’expliqgue cependant pas la présence d'urppic I'énantioméere MME37. Il serait

intéressant de reproduire ces expériences, de fareer les ratios de peptide les

concentrations de biosonde afin de mieux compreladnature de ces signaux.

Figure 142 : modes de complexation possibles derde a la tétracystéine

Quoigu’il en soait, le résultat obtenu avec la biasm@nantiopure MM-37 est extrémement
positif. En effet, I'écart de 6,4 ppm du déplacememimique du xénon encapsulé dans la
sonde en absence et en présence de peptide eshéargsuffisant pour envisager de I'IRM

129 pour la détection de protéines marquées.

F. Conclusions

Nous avons synthétisé la premiére biosonde bimoldRiié *2°Xe/fluorescence capable de
marquer spécifiquement des protéines "taguées'€iogst Cette sonde est composée d’un
cryptophane hydrosoluble et d’'un fluorophore CrAgHIrsque les deux arsenics de la sonde
complexent les thiols des quatre cystéines, larésmence augmente significativement. Les
polarités du complexe, du peptide et de la biososmigt suffisamment différentes pour
permettre un suivi par LC/MS. En RMKXe, on observe un pic unique du xénon encapsulé
dans la biosonde en I'absence de peptide. Pourokomhde racémique, I'ajout de peptide

provoque la disparition de ce pic, et l'apparitiodle deux nouveaux massifs a des
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déplacements chimiques différents. Suite a cesta¢s@ncourageants, nous avons synthétiseé
puis testé la biosonde énantiopure. Pour cetteiéterde spectre RMN*?Xe en présence de
peptide présente un seul pic avec un écart de aEpknt chimique de 6,4 ppm par rapport a
la biosonde seule.

Les résultats sur cette biosonde sont donc extr&@meprometteurs. Il serait souhaitable de
faire d’autres essais avec des ratios de peptidesstoncentrations en sonde différents pour
mieux comprendre les signaux RMA?Xe. Nous aimerions également visualiser la

complexation de notre biosonde & I'enveloppe vipaleRMN*?*Xe.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Conclusions

L'objectif de ce travail de recherche était de @wwir et de synthétiser de nouveaux

cryptophanes pour des applications en IBRfXe.

Dans une premiere partie de ma these, nous nousiaé®nmtéressés au développement de
nouvelles cages afin d’étudier et d’affiner lesiétés d’encapsulation du xénon au sein des

cryptophanes. Les résultats obtenus sont les sagivant

4+ Deux nouvelles cages de cavités intermédiaires;riggophanes -112 et -122, ont été
obtenus par une nouvelle voie de synthese qui fatiiseler des intermédiaires ouverts. Ces

cages encapsulent bien le xénon et possedent t@ssevid’échange étonnamment éleveée.

oo, P
Ch ) )

cryptophane-112 cryptophane-122

+ Une stratégie nouvelle permettant de coupler deI différents a donné acces a une
cage originale aux ponts azotés : le cryptophani@& Les conditions restent a optimiser
mais ce composé est prometteur puisqu’il posséddéptacement chimique spécifique du

Xénon encapsulé.

R

MeO Q o
e
(NH HNT\OMe )

0o O

~8g

96
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Dans les parties suivantes, nous nous sommes dofEesnr la conception de biosondes par
fonctionnalisation de cryptophanes déja décrits paliverses applications d'intérét

biologique.

+ Une biosonde pour la détection sensible de métainpermet de visualiser jusqu’a
100 nM en zinc a été synthétisée. Pour cela, uatégte de monoactivation du cryptophane
35 a été développée et optimisée. Nous avons isoldidsséréoisomeredd5aet 105b et mis
en évidence I'importance de travailler avec deptopghanes énantiopures. La biosot88b
donne une signature spécifique au xénon encapetdguielle chélate du zinc avec une
différence de déplacement chimique de 1,7 ppm coimpa Xxénon encapsulé dans la

biosonde en I'absence de métaux.

R = CH,COOH

ROy O N N">COOH

. N
(O Og)R ORj COOH

ROO o

Les expériences de diffusion ont montré que deosdrides sont complexées a un cation
zinc. L'utilisation du xénon hyperpolarisé a doncrpis de détecter des concentrations 300
fois inférieures a ce qui a été décrit avec ledlewgs agents de contrastes par des méthodes
d’'IRM classiques.

Cette sonde permet également de détecter d’awtems d'intérét puisque le déplacement
chimique du xénon encapsulé au sein de la bioseaxie en présence de €dPK*, Co* par

exemple.

£ Nous avons également tenté de développer une lfesbimodale IRM*?*Xe/IRM

'H. Nous avons choisi pour cela de greffer un ag&RACEST & un cryptophane.

> R = CH,COOH )

RO o OH /MOH
0 O_LOR OR) O:‘& r\,l/\N—>

( o R o g a
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Deux voies ont été envisagées. L'une d’entre el&géaabandonnée car elle a conduit a un
composé insoluble dans I'eau. L'autre pose des enoi d’'analyse du composé final. En
effet, la sonde apres purification donne pour tans plusieurs signaux en RMN xénon et il
semble difficile de comprendre s'’il s’agit d’'un piéme de pureté, ou des conformations
présentes en solution. La complexation d'un métaserable pas simplifer les signaux et il
semblerait peut-étre plus judicieux a ce stadeesdewrner vers la synthése d’autres biosondes

basées sur des ligands différents pour ce projet.

& Enfin, nous avons synthétisé la premiére biosond®thale IRM'**Xe/fluorescence
capable de détecter spécifiguement des protéineguées" cystéine. Cette sonde est

composeée d'un cryptophane hydrosoluble et d’'unrfipbore CrAsH.

R = CH,COOH

O Q X

[ ) “° oj’

137

Lorsque les deux arsenics de la sonde complexemhilgls des quatre cystéines d’'un peptide
d’intérét, la fluorescence augmente significativamées polarités du complexe, du peptide
et de la biosonde sont suffisamment différentes petmettre un suivi par LC/MS. En RMN
129e, on observe un pic unique du xénon encapsulg ldaniosonde en I'absence de peptide.
Ce pic disparait lors de I'ajout de peptide et,sdancas de la biosonde racémique, nous avons
constaté I'apparition de trois signaux a des déprents chimiques différents. Ces signaux
pouvant provenir des deux diastéréoisomeres fotarésdu couplage du peptide énantiopur
avec la biosonde racémique, nous avons décidé mtbédiger les biosondes énantiopures
MM-137 et PP137. Les spectres RMN?*Xe de ces nouveaux composés en présence de
peptide présentent soit des signaux complémentainreseul pic bien différent du pic obtenu
pour la biosonde seule (6,4 ppm d’écart) pour MBF-et deux pics moins déblindés pour le

composé PR37. Les résultats sur cette biosonde sont donc ertréant prometteurs.
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Perspectives

Plusieurs perspectives sont envisagéees pour R daites travaux :

+ Les cryptophanes -112 et -122 présentent des ptéprinattendues d’encapsulation
du xénon. Des travaux sont en cours en RMRKe pour essayer de comprendre ce

phénomene d’encapsulation inattendu qui parai€mdment intéressant.

4+ L'étude en RMN ***e du cryptophaniline96 permettrait de déterminer des
parametres pertinents comme son affinité pour t@réll serait tres intéressant de décliner la
stratégie employée pour la synthese du cryptopharfb a d’autres CTV pour former des

cages hydrosolubles et de les fonctionnaliser aeani des azotes.

+ L’étude de la détection d’autres cations par ladmode pour la détection du zinc est en
cours par I'équipe de Patrick Berthault. La syn¢hde dérivés avec un bras espaceur de
différentes longueurs, ou le remplacement des gmoemts carboxylate pourraient nous
permettre de mieux comprendre la relation entdgéfacement chimique du xénon encapsulé

et la structure du complexe de zinc formé.

+ L'idée de coupler I'IRM'H et'*Xe reste intéressante, la synthése d’autres biosonde

basées sur des ligands différents pourrait étresagee pour ce projet.

+ |l serait souhaitable d’essayer des ratios de gemt des concentrations en biosonde
différents pour mieux comprendre les signaux RNMRKe obtenus avec le compod&7.
Nous aimerions également visualiser la complexati®@motre biosonde avec une enveloppe
virale, développée par Nathalie Arhel, qui contiplusieurs centaines de protéines "taguées”

cystéine.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Partie expérimentale

Solvents and reagents

All experiments in anhydrous conditions were cakoait with dry glassware under nitrogen
dried on sodium carbonate and silica gel.

Anhydrous solvents are obtained by distillation undigrogen atmosphere in presence of
dehydrating agents: calcium hydride for dichloromagte and sodium with benzophenone for
diethyl ether and tetrahydrofurane.

If not indicated, commercial products were usedhaut further purification.

Purification and analyses

Purifications by column chromatography on silicd gere achieved either by gravity, or
under air or nitrogen pressure using Merck silied(granulometry 40-63 mm). The eluents
are indicated in protocols for each purification.

Purifications by combiFlash® were achieved on aifep apparatus (Serlabo Technologies,
Teledyn ISCO) using "pre-packed” Si@r normal phase or C18 for reverse phase. Thin
layer chromatographies (TLC) were carried out ondld&0 F254 silica on glass plates.

Products are revealed under ultraviolet light a4 2B or in reaction with iodine vapors,
potassium permanganate and potassium carbonatéhoavwhosphomolybdic acid solution
5 % weight in ethanol.

'H NMR (400 MHz),**C NMR (100 MHz) spectra and complementary experis\ébEPT
135, COSY, HSQC, NOESY) were recorded on a Bruk#y MIHz spectrometer with an
Avance calculator. Resonance frequencies of atoenseapectively at 400.13 MHz for proton
and 100.61 MHz for carbon 13.
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Chemical shifts are reported in parts per milligprQ, d) downfield from residual solvent
peaks and coupling constants are reported in Hg@iz). References are respectively
chloroform protons§ = 7.26 ppm) or tetramethylsilane protods=(0.00 ppm) iftH NMR,
chloroform carbong = 77.00 ppm) if°C NMR.

Splitting patterns are designated as singlet (®)ad singlet (bs), doublet (d), triplet (t).
Splitting patterns that could not be interpreted easily visualized are designated as
multiplet (m).

Infrared spectra (IR) were recorded on a Perkindélaystem 2000 FTIR spectrophotometer
and are reported as wavelength numbersjcinfrared spectra were recorded by preparing a
KBr pellet containing the title compound.

Electrospray mass spectra were recorded using #i®&S Mariner Mass Spectrometer. In
the description of mass spectra, “M” is the molaass of the analysed molecule. High
resolution mass spectra (HRMS) were recorded atlirtbgtut de Chimie des Substances
Naturelles (ICSN) in Gif-sur-Yvette.

CD detection Chiral HPLC profiles were recordedhwihe help of Emilie Kolodziej and
Professor Emmanuelle Schultz in the Universitédarid.

129% e NMR spectra and complementary analyses (SPIN@ffsion) as well as some
13%C NMR and HSQC spectra were all kindly done at ttboratoire de Structure et

Dynamique par Résonance Magnétique (LSDRM) by &aBerthault and his team.

Fluorescence experiments were done in collaboratitim Nathalie Arhel from the Institut

Pasteur who provided us with virus and peptide @hdsed us thoughtfully).
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Synthesis

Ethyléne glycol ditosylate

TsO OTs

A solution of ethylene glycol (0.9 mL, 16.1 mmaf) pyridine (20 mL) was added over 30
minutes to a solution of tosyl chloride (9.2 g, 4&&o0l) in pyridine (10 mL) at 0°C. The
mixture was stirred for 5 hours, poured onto crdsiee and filtered on a sintered glass
funnel. The white precipitate was washed with oolter, hot methanol to yield the desired
compound (5.24 g, 88%).

This product was previously synthesized using &wiht method and was described in

literaturd®®.

43F Ribes, R. Guglielmetti, J. Metzg®&uyll. Soc.Chim. Fr, 1972 143
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Compound3

To a solution of compound0 (100 mg, 0.31 mmol) iN,N-dimethylformamide (DMF, 4 mL)
were added cesium carbonate (1.0 g, 3.10 mmol}temeéthylene glycol bistosylate (58 mg,
0.15 mmol) and the solution was stirred overnidl@@&C. After filtration and removal of the
solvent under reduced pressure, reverse phase atography (acetonitrile/4f® TFAO0.1%),
20:80 to 100:0) afforded compoung3 (31 mg, 30%).

White solid

'H NMR (400 MHz, (CR).C0O):07.31 (d, 2 HJI=7.2 Hz), 7.29 (d, 2H] = 7.2 HZz), 7.20 (d,
2H,J=8.4 Hz), 7.02 (d, 2H] = 2.8 Hz), 6.88 (dd, 4H] = 2.8 Hz,J = 7.2 Hz), 6.68 (dd, 2H,
J=2.4Hz,J=8.6 Hz), 6.55 (dd, 4H] = 2.4 Hz,J = 8.4 Hz), 4.75-4.82 (m, 6H), 4.23 (s, 4H),

3.63-3.52 (m, 6H)

¥C NMR (100 MHz, DMF-¢): § 157.6, 156.6, 142.2, 141.9, 141.56, 132.5, 13133,2]
131.1, 130.6, 130.5, 130.4, 116.4, 115.9, 113.8,8112.7, 66.8, 36.0

HRMS-ES (m/z) calcd for GsHa:Os, 661.2588 found 661.2590 ([M-Hi]
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To a solution of compoundO (1.0 g, 3.1 mmol) iN,N-dimethylformamide (DMF, 40 mL)
were added cesium carbonate (10.2 g, 31.0 mmoljhendthylene glycol bistosylate (1.40 g,
3.8 mmol) and the solution was stirred overnigh®@fC. After filtration and removal of the
solvent under reduced pressure, flash column chgrephy (dichloromethane/methanol,
0.1:99.9 to 10:90) afforded compoudd (66 mg, 6%).

Yellow solid

'H NMR (400 MHz, DMF-@): 6 7.60 (d, 2 HJ = 8.0 Hz), 7.17 (d, 2H) = 8.0 Hz), 7.15 (d,
2H,J=8.0 Hz), 7.08 (s, 2H), 6.87 (s, 2H), 6.81 (d, 2H,8.8 Hz), 6.79 (s, 2H), 6.48 (d, 2H,
J=6.4 Hz), 6.46 (d, 2H) = 6.4 Hz), 4.87 (d, 2H] = 13.2 Hz), 4.74-4.66 (m, 4H), 4.59 (d,
2H, J = 12.8 Hz), 4.44-4.40 (m, 2H), 4.30-4.26 (m, 2HL&(d, 2H,J = 10.8 Hz), 3.64 (d,

2H,J=12.8 Hz), 3.54-3.45 (m, 6H)

¥C NMR (100 MHz, DMF-g): ¢ 157.2, 156.4, 155.6, 141.5, 141.4, 133.1, 131.8,93
130.6, 129.9, 117.5, 116.2, 115.3, 113.8, 112.8,81®5.3, 64.7, 35.6, 35.4

HRMS-ES (m/z) calcd for GgH3¢Os, 687.2775 found 687.2747 ([M-H]
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Compound30 QO
P

Ra\S)s

To a solution of compound (661 mg, 2.1 mmol) itN,N-dimethylformamide (DMF, 40 mL)
were added cesium carbonate (6.8 g, 21.0 mmol)ttamethylene glycol bistosylate (1.0 g,
2.7 mmol) and the solution was stirred overnigh®@fC. After filtration and removal of the
solvent under reduced pressure, flash column chgrephy (dichloromethane/methanol,
0.1:99.9 to 10:90) afforded a residue that wastellun large volumes of cyclohexane. The
precipitate was filtered off and the organic phegaporated to afford compou®@ (10 mg,
1.5 %).

This compound was previously described in literefur
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Compound3l
O
0 of\
patels
To a solution of compoun@3 (153 mg, 0.23 mmol) iN,N-dimethylformamide (DMF, 45
mL) were added cesium carbonate (7.5 g, 2.3 mmmal)bmomochloromethane (7.5 mL, 1.15
mmol) and the mixture was stirred overnight at 80&fer filtration and removal of the

solvent under reduced pressure, flash column chgrephy (dichloromethane/methanol,
0.1:99.9 to 10:90) afforded compoudtl (45 mg, 27%).

White solid

'H NMR (700 MHz, CDBCly): 6 7.06 (d, 4H,J = 8.4 Hz), 6.98 (d, 2H] = 9.1 Hz), 6.78 (dd,
2H,J = 2.8 Hz,J = 8.4 Hz), 6.73 (d, 2H] = 2.1 Hz), 6.68 (dd, 4H] = 2.8 Hz,J = 7.7 Hz),
6.63 (dd, 2HJ = 2.8 Hz,J = 8.4 Hz), 6.60 (d, 2H] = 2.1 Hz), 5.72 (d, 2H] = 7.0 Hz), 5.66
(d, 2H,J = 7.0 Hz), 4.51 (d, 2H) = 13.3 Hz), 4.47 (d, 2H] = 13.3 Hz), 4.46 (d, 2H,J =

13.3 Hz), 4.37 (d, 2H] = 6.0 Hz), 4.15 (d, 2H] = 6.0 Hz), 3.45-3.40 (m, 6H)

®C NMR (175 MHz, CBCly): § 157.0, 153.4, 153.3, 141.0, 140.3, 132.1, 131.4,6.3
130.3, 129.8, 117.7, 117.1, 116.6, 112.8, 112.5,,&k.7, 35.8, 35.6, 35.5

HRMS-ES (m/z) calcd for GeHseOs, 709.2560 found 709.2566 ([M+H]
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Chiral HPLC of compoun@1 (cryptophane-112)

Conditions :

0.1 mg in 10QL acetonitrile

Chiral stationary phase (S,S) UImo 25 cm*4.6 mpn5100 A
75/25 Pentane/lsopropanol, Iml/min 240 nm (UV)

Injection volume 2QuL

# Time Height Area Area %
[Min] [mV] [MV.Min] [%]

1 28.61 22.1 30.4 50.35

2 31.70 18.9 29.9 49.65

Total 41.1 60.3 100.00

UV detection

18000 HV
17080
16080
15080
14080
13080
12080
11080
100B0¢
90B0
80H0
70B0! .
1
6080

b
5000048

J

Y '\

RUN_C211_0.1mg_75-25_ulmo12 DATA

RT [min]

0
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CompoundB?2 Os O
;)
ey

To a solution of compoun@l4 (66 mg, 0.096 mmol) imN,N-dimethylformamide (DMF, 20
mL) were added cesium carbonate (313 mg, 0.96 mamal)bromochloromethane (3.1 mL,
48.0 mmol) and the mixture was stirred overnigh8GfC. After filtration and removal of the
solvent under reduced pressure, flash column chgrephy (dichloromethane/methanol,
0.1:99.9 to 10:90) afforded compoud@ (16 mg, 23%).

White solid

'H NMR (400 MHz, CDCJ): § 7.14-7.05 (m, 6H), 6.75 (s, 4H), 6.68 (s, 2H), 66682 (m,
6H), 5.70 (s, 2H), 4.66 (d, 2H,= 13.2 Hz), 4.58 (d, 4H] = 13.6 Hz), 4.38-4.34 (m, 2H),
4.27-4.23 (m, 2H), 4.14-4.06 (m, 4H), 3.50-3.46 Gid)

3¢ NMR (100 MHz, CD{): 0 157.4, 156.9, 154.4, 141.2, 140.8, 140.6, 132.8,11331.7,
131.3, 130.9, 130.4, 118.3, 118.2, 116.1, 115.8,511112.9, 89.2, 66.2, 66.0, 64.1, 36.5,

36.4, 36.2

HRMS-ES (m/z) calcd for GiH400e, 723.2726 found 723.2723 ([M+H]
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Chiral HPLC of compound (cryptophane-122)

Conditions :

0.1 mg in 10QuL acetonitrile

Chiral stationary phase (S,S) UImo 25cm*4.6 mpmb100A
75/25 Hexane/lsopropanol, 1ml/min 240 nm (CD and UV

Injection volume 5.QuL

# Time Height Area Area %
[Min] [mV] [MmV.Min] [%)]

1 31.87 4.07 526.08 50.29

2 36.35 3.59 520.01 49.71

Total 7.66 1046.08 100.00
UV detection
NKC221 2 - UV
304
5 &

15 & ]

>
rl Rt o~
£ o™ | .q,,_v7-,~g-k-r-——~|«-’ﬁ—;‘:#’ =
/
154 I;"
— lll‘
10 20 30 40
Minutes
CD detection
=
o
:-JE_
0,25 _I T o
S, W
_ ey il e T
i r ) ] ol ! L P
0,5
10 20 =0 i)

Minutas
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Compoun®d0

O 119

Cyclotriphenolene40 (318 mg, 1.0 mmol) is dissolved in 5 mL pyridinghe mixture is
cooled to 0 °C and triflic anhydride (846 mg, 3.thaol) is added. The reaction is left stirring
for 20 min. Water is added and the solution isaoted with dichloromethane. The organic
phase is washed with HCI (0.1 M), NaCl and drieeravigSQ. Compound0 is obtained
with 75 % yield.

White solid

'H NMR (400 MHz, CDCJ): ¢ 7.43 (d, 3H,J = 8.4 Hz), 7.26 (d, 3HJ = 4.8 Hz), 7.90 (dd,
3H,J=4.8 Hz,J = 8.4 Hz), 4.86 (d, 3H] = 13.6 Hz), 3.82 (d, 3H] = 13.6 Hz)

%C NMR (100 MHz, CDGJ): ¢ 148.4, 140.9, 138.6, 131.9, 122.7, 120.4, 36.5

MS (ESI-TOF)m/z 732.1 (100 %, [M+HO]")
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Compoun®1

HaN N

To compound0 (500 mg, 0.7 mmol) dissolved in anhydrous THF (10 ,nrare added cesium

carbonate (958 mg, 2.9 mmol), palladium acetaten(d6 0.07 mmol), BINAP (65 mg, 0.1

mmol), pyridine (0.56 mL, 7 mmol) and benzophenaméne (457 mg, 2.5 mmol). The

solution is heated at 65 °C during 16 hours. Tlaetten can be monitored by HPLC. Then,
THF is removed under reduced pressure and theueessdtaken in HCl 2M for 10 minutes,
filtrated and purified by reverse phase chromatolgya(H,O/AcCN 95:5 to 0:100) to afford

91 with 16 % vyield.

Yellow solid

'H NMR (400 MHz, CROD): § 7.62 (d, 3H,J = 8.4 Hz), 7.50 (d, 3HJ] = 2.0 Hz), 7.14 (dd,
3H,J = 2.0 Hz,J = 8.4 Hz), 5.06 (d, 3H] = 13.6 Hz), 3.88 (d, 3H] = 13.6 Hz)

¥C NMR (100 MHz, CROD): § 142.9, 141.3, 133.1, 131.2, 125.6, 122.7, 36.8

MS (ESI-TOF)m/z 316.26 (100 %, [M+H)
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Compound®?2

O
(0] Of EtO\e
OEt
EtO\aEtO \2
OEt

OEt

Bromoacetaldehyde (1.92 mL, 12.5 mmol) is addea teolution of cyclotriphenolené0
(900 mg, 2.8 mmol) and potassium carbonate (1.2 @, mmol) in 5 mL DMF. The mixture
is heated at 140 °C and stirred overnight. Theti@adcs monitored by TLC. Water is added
and extracted with dichloromethane. The organicspha washed with NaCl and dried over
MgSQO. The residue is purified by flash chromatograptyclohexane/ethyl acetate 85:15) to
afford 485 mg 02 as a white solid with 66 % yield.

White solid
'H NMR (400 MHz, CDCY): 6 7.25 (d, 3H,J = 8.8 Hz), 6.90 (d, 3H] = 2.8 Hz), 6.65 (dd,
3H,J = 2.8 Hz,J = 8.8 Hz), 4.79 (t, 3HJ) = 5.2 Hz), 4.74 (d, 3H) = 13.2 Hz), 3.94 (d, 6H,

J=5.2 Hz), 3.79-3.69 (m, 6H), 3.67-3.55 (m, 9HR5E1.20 (M, 18H)

¥C NMR (100 MHz, CDGJ): ¢ 157.2, 141.0, 131.8, 131.0, 116.0, 112.9, 100.4,68.4,
36.5, 15.3

HRMS-ESI (m/z) calcd for gHs.ONa, 689.3666 found 689.3680 ([M+N3]

167



Compound®3

O

¢
O

Compoundd2 (100 mg, 0.15 mmol) is dissolved in acetone (2.2 @rhd HCI 2M (1.1 mL)
and heated at 65 °C for 2 hou®8 precipitates and can be recovered pure by filtnatuith
81 % vyield.

O=\_0
O0™N\_0©O

White solid

IH NMR (400 MHz, (CR),SO):9 9.63 (s, 3H), 7.39 (d, 3H,= 8.8 Hz), 7.00 (d, 3H] = 2.8
Hz), 6.63 (dd, 3HJ = 2.8 Hz,J = 8.8 Hz), 4.75-4.72 (m, 9H), 3.57 (d, 6} 13.2 Hz)

13C NMR (100 MHz, (CDR),S0):6 199.6, 156.6, 141.8, 132.7, 131.6, 116.1, 112.%, 5.6

HRMS-ESI (m/z) calcd for &H»306, 443.1495 found 443.1501 ([M-Hi]
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Compound®d4

OMe
O O OMe EtO
E
Eto\\)EtO OFt
OEt  OEt

Bromoacetaldehyde (1.51 mL, 9.8 mmol) is added solation of CTV1 (1.0 g, 2.4 mmol)
and potassium carbonate (1.35 g, 9.8 mmol) in 5DMMF. The mixture is heated at 140 °C
and stirred overnight. The reaction is monitoredTihy. Water is added and extracted with
dichloromethane. The organic phase is washed waiilldnd dried over MgSQOThe residue
is purified by flash chromatography (cyclohexang/eticetate 70:30) to afford 501 mg of

compound4 as a white solid with 64 % yield.

White solid

'H NMR (400 MHz, CDC}): 6 6.91 (s, 3H), 6.81 (s, 3H), 4.82 (t, 3Bz 5.2 Hz), 4.72 (d,
3H, J = 14.0 Hz), 4.02-3.98 (m, 6H), 3.81 (s, 9H), 3.798(m, 12H), 3.51 (d, 3H] =

14.0 Hz), 1.25-1.18 (m, 18H)

¥C NMR (100 MHz, CDGJ): § 148.5, 147.0, 132.8, 131.8, 116.5, 114.2, 100.53(®2.8,
62.4, 56.3, 36.4, 15.3
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Compoun®d5

MeO Os Q

OMe OMe

\
@)

o= _0

Compoundd4 (100 mg, 0.13 mmol) is dissolved in acetone (118 and HCI 2M (0.9 mL)
and heated at 65 °C for 2 hours. Water is addeddansd recovered pure by filtration with
69 % yield.

White solid

'H NMR (400 MHz, (CR),CO): 6 9.76 (s, 3H), 7.10 (s, 3H), 7.09 (s, 3H), 4.793H, J =
13.6 Hz), 4.64 (s, 6H), 3.81 (s, 9H), 3.57 (d, 6K, 13.6 Hz)

13C NMR (100 MHz, (CR),CO): § 199.5, 148.4, 146.2, 133.8, 132.0, 116.7, 114.11,74
55.4, 35.3
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Compound6

eSS
MeO O s NH

NH ome OMe

HN—LO O
QYL

CTV 89 (71 mg, 0.16 mmol) and CT¥3 (65 mg, 016 mmol) are dissolved in 45 ml
DMSO/MeOH (1:1), then acetic acid 0.1 % (v/v) igdlad and the mixture is stirred for 30
minutes. Then, NaB}CN (200 mg, 3.2 mmol) is added and the solutidefisstirring for an
additional 12 hours. The mixture is treated withOWa1lM and extracted with ethyl acetate.
The organic phase is washed with NaCl, dried oveSM, and the residue is purified by
flash chromatography (cyclohexane/ethyl acetat833p afford96 with 2.7 % yield.

Yellow solid

'H NMR (400 MHz, DMSO-g): 6 7.07 (d, 3H,J = 8.8 Hz), 6.65 (s, 6H), 6.41 (d, 38i= 8.8
Hz), 6.38 (s, 1H), 4.53 (d, 3H,= 13.2 Hz), 4.43 (d, 3H] = 12.8 Hz), 4.20-4.02 (m, 9H),
3.72 (s, 9H), 3.38 (d, 3H,= 13.2 Hz), 3.23 (m, 3H eclipsed by water), 3.193ld,J = 12.8

Hz), 3.12 (m, 3H)

3C NMR (400 MHz, DMSO-g): § 155.6, 145.9, 140.9, 136.7, 132.2, 131.4, 138,11
118.4,112.2,111.8, 110.5, 64.1, 55.9, 41.9, 36

HRMS-ESI (m/z) calcd for §Hs:O0sNs, 802.3856 found 802.3871 ([M+H]

Characterization of compour@® by *H NMR with and without xenon was done using xenon
129 99.5 % CP (453 mL, 4.75 atm at 300 K) purchésed Aldrich.
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N-bromosuccinimide (NBS, 0.63 g, 3.34 mmol) waseatltb a solution of cryptophane-111
(2.50 g, 2.23 mmol) in chloroform (350 mL) and th&ture was stirred for 24 hours at room
temperature. The mixture was washed with watemeband dried over MgSO After
filtration and removal of the solvent under redugedssure, flash column chromatography
with cyclohexane/dichloromethane 1:1 to 2:1 affordempound’ (0.71 g, 64%).

White solid

Rf = 0.3 (cyclohexane/dichloromethane 2:3)

IR (KBr, cma) : 2922, 1500, 1232, 1041, 754

'H NMR (400 MHz, CDCJ): 6 7.96 (bs, 1H)J = 4Hz), 7.0 (m, 5H), 6.80-6.75 (m, 6H), 6.59
(m, 5H), 5.84 (s, 2H), 5.72-5.65 (m, 4H), 4.58-4(89 6H), 4.27 (d, 1H) = 13.6 Hz), 3.45-
3.39 (m, 5H)

13C NMR (100 MHz, CDCJ) 6 153.0, 152.66, 152.61, 149.7, 149.4, 141.2, 14D49.6,
140.4, 139.7, 135.0, 133.6, 132.47, 132.41, 13137,4, 130.9, 130.7, 130.4, 130.1, 129.8,
129.0, 118.0, 117.9, 117.6, 116.7, 113.8, 113.5,6.1111.4, 111.3, 111.2, 111.1, 87.1, 87.0,

85.6, 36.9, 36.7, 35.7, 35.5, 34.5, 33.0

HRMS-MALDI (m/2 calcd for GsHasBrNaQs, 773.6598 found 773.6592 ([M+N?\]
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Compoundd8

A solution of compound (0.200 g, 0.260 mmol) in dry tetrahydrofuran (TH5, mL) was
prepared in a dry flask and cooled to -78 A@utyllithium (nBuLi, 0.4mL, 1.13 mmol) was
added and the mixture stirred for 5 minutes. Thetune was put under dry CQOstirred for

1 hour at -78 °C and the temperature was increasgoslowly. The reaction was stirred for 2
hours at room temperature. The solvent was remawveldthe reaction was extracted with
chloroform (100 mL), washed with water, brine, ahitdd over MgS@. After removal of the
solvent under reduced pressure, flash column chagrgphy with 100% chloroform
stabilized with amylene then 100% chloroform siabd with ethanol afforded the carboxylic

acid cryptophane (38 mg, 27%).

White solid

Rf = 0.2 (chloroform)

IR (KBr, cmaz) : 3400, 2980, 1790, 1501, 1230, 1045

'H NMR (400 MHz, CDCY):  11.89 (s, 1H), 7.33 (d, 1H,= 8.4Hz), 7.16-6.57 (m, 16H),
5.95-5.64 (M, 6H), 4.62-4.42 (m, 6H), 3.93 (d, T, 6.4 Hz), 3.50-3.39 (M, 5H),

¥C NMR (100 MHz, CDGJ): 6 170.2, 153.9, 153.7, 153.6, 153.1, 149.6, 14144,0, 140.9,
140.8, 140.1, 135.7, 133.5, 132.5, 132.1, 131.9,73131.3, 130.6, 130.0, 129.8, 129.7,
126.1, 118.9, 118.1, 117.9, 117.7, 117.5, 117.9,21111.7, 111.6, 111.5, 111.3, 110.7, 85.9,

85.6, 85.5, 35.7, 35.5, 35.4, 35.3, 31.5

HRMS-ESI (m/z) calcd for &H360s, 716.2410 found 716.2419 ([M—H]
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Compoundd9

ot

To a solution of cryptophar@8 (50 mg, 0.07 mmol) in anhydrous dichloromethanen(d),
EDCI (21 mg, 0.1 mmol) and-hydroxysuccinimide (20 mg, 0.1 mmol) were added Ezft
12 hours at room temperature under nitrogen. Taetion mixture is then washed with water,
dried on MgSQ@ and evaporated under reduced pressure. Purificabg column
chromatography on silica gel (dichloromethane /haetl 99,5 : 0,5) affords compouSd
with 70 % yield.

White solid
'H NMR (400 MHz, CDCJ): 8 7.01-6.99 (m, 6H), 6.79-6.73 (m, 6H), 6.65-6.58 BHl),
5.75-5.68 (m, 6H), 4.52-4.49 (m, 6H), 4.21 (d, TH; 14.3 Hz), 3.45-3.40 (m, 5H), 2.95-2.90

(m, 4H)

MS (ESI-TOF)m/z 831.28 (100 %, [M+ bD+H]")
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Compoundl04

0]

(S /
QYL

To a solution of cryptophar@ (8 mg, 9.8umol) in 1 mL of dimethylformamide, compound
103 (6 mg, 13.9umol) and 20uL triethylamine are added. The mixture is stirragrmight
then evaporated and purified by HPLC to give 3 Gzt with 26 % vyield.

White solid

'H NMR (400 MHz, CDCY):  7.08-6.47 (m, 17H), 5.85-5.61 (m, 6H), 4.61-4.86 6H),
3.60-3.29 (m, 11 H), 2.05-1.20 (m, 35 H)

MS (ESI-TOF)m/z 1129.68 (100 %, [M+H)
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Compoundl05

R = CH,COOH
RO O ORO
O 4_ ©R
rRo RO O o o) COOH
o) Q O O\)L”/\/\/LN/\COOH
COOH
R = CH,COOH
oRO Q s o \/Z(Z /\/\/?\OOH
ROy O N N~ >COOH
H
j COOH

N

N-hydroxysuccinimide (2.5 mg, 22mol) and N’-ethyl-Ndimethylaminopropylcarbodiimide
(4.5 mg, 24umol) were added under argon atmosphere to a s8okdion of35 (25 mg, 22
umol) in DMSO (0.5 mL). The mixture was stirred fohours at room temperature. Then a
solution of NTA linker (11.0 mg, 43amol) dissolved in DMSO (0.1mL) and triethylamine
were added. The solution was then stirred for altiadial 16 hours at room temperature. The
excess of triethylamine was removed under reducesspre. The solution was then directly
injected for purification on preparative HPLC chmatography (Phenomenex Luna column.
Size: 150x21.2, flow 21.2 mL/min, gradient: 95/%5@50 HO/AcCN + 1%HCOOH) to give
105 (3.8 mg, 12 %) as a white solid. From this expentn4.2 mg (16 %) of the starting

material were also recovered.

Characterizations are detailed for each diastereome
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Xenon experiments with compoutd5

129%e NMR spectra and complementary analyses (SPIN@ffision) were done at the
Laboratoire de Structure et Dynamique par Résonamagnétique (LSDRM) by Patrick

Berthault and his team. The following protocole eerefore fully elaborated in his lab.

86%-enriched™®*Xe from Cortecnet was polarized by spin-exchangtcalp pumping of
rubidiun** by using a recently installed homebuilt setup Hase laser diodes. The photons
exiting from a duo-FAP system (2 x 30W) and circydalarizer from Coherent illuminated a
Pyrex cell that was placed at the center of a 16@@netic field. Because the bandwidth of
the laser diodes was about 2 nm, pressure-broagl@ras necessary. Therefore, the pressure
in the cell rose 3 atm (measured at room tempeaxatuith a mixture of 2%Xe/10% JX88%
He. The pumping cell was heated for two minuted0 K by using a flow of hot Nin an
external envelope, in a fashion similar to what \@eseloped for our previous experimental
setup*®®

Then xenon was condensed in a cold finger insidg&@ solenoid immersed in liquid
nitrogen, and thus it was separated from heliumraindgen. The average polarization value
with this experimental setup was 15%, measuredtli@er gaseous phase in the NMR
spectrometer.

For the experiments with the biosensor, hyperpodarixenon was introduced on top of the
solution in the upper part of the screwed NMR tbiaising a vacuum line in the fringe field
of the NMR magnet. Then a vigorous shaking of tieetfollowed by a 10 s delay ensures
complete dissolution and equilibration of both gaseand dissolved phases.

Each NMR tube received about 1 atm of hyperpoldri@non on top of the solution.

The 32 x 32 point images (781 x 781 mm per pixedyemobtained by using a gradient echo
sequence employing a Gaussian pulse of 8 ms witklag selection, with an echo time of
4.7 ms and a repetition time of 25 ms.

The ***e spectra and the images shown were recorded. atTLland 293 K with HNX-TBI
and dual 129Xe-1H 5 mm Bruker probe heads for tienér and a micro-5 Bruker probe
head for the latter. The signals are referencell wspect to xenon gas extrapolated to zero

pressure.

1447 G. Walker, W. HappeRev. Mod. Phy€997 69, 629
145H. Desvaux, T. Gautier, G. Le Goff, M. Pétro, RriBault,Eur. Phys. J. [200Q 12, 289
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Diffusion experiments on compoud®5 (run by Patrick Berthault and his team)

In (Sy/S)

0.45 -
04 -
0,35 ; L
0.8 - _‘._-’."'.. .

0,25 - ’

0,05 h-.__‘____:"" ¥

a 0.0z 0,04 0,06 008 a1

GE

'H self-diffusion data obtained at 700 MHz, 298K wit stimulated spin echo sequence (sine
gradients of duration 1 ms, inter-gradient delay ). The red squares were obtained for
the sensot05in the absence of Zn, the blue diamondslfaith 50% Zrf".
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Compoundl05a

R = CH,COOH
RO i ;;2 ORO
O 4_ ©R
rRo RO O O 0 COOH
(0] QO O\)J\H/\/\/LN/\COOH
COOH

N-hydroxysuccinimide (2.5 mg, 22mol) and N’-ethyl-Ndimethylaminopropylcarbodiimide
(4.5 mg, 24umol) were added under argon atmosphere to a ss8otedion of PP35 (25 mg,

22 umol) in DMSO (0.5 mL). The mixture was stirred fohours at room temperature. Then
a solution of NTA linker (11.0 mg, 4i3mol) dissolved in DMSO (0.1mL) and triethylamine
were added. The solution was then stirred for altiacial 16 hours at room temperature. The
excess of triethylamine was removed under reducesispre. The solution was then directly
injected for purification on preparative HPLC chmatography (Phenomenex Luna column.
Size: 150x21.2, flow 21.2 mL/min, gradient: 95/%5@50 HO/AcCN + 1%HCOOH) to give
105a (4.8 mg, 16 %) as a white solid. From this expenin5.6 mg (22 %) of the starting

material were also recovered.

White solid

'H NMR (700 MHz, DRO): 6 6.95-6.70 (m, 12H), 4.72-4.29 (m, 27H), 4.29-3.88 ¢H),
3.71-3.11 (m, 12H), 1.86-1.62 (m, 2H), 1.62-1.47 Rid), 1.47-1.20 (m, 2H).

13C DEPT NMR (175 MHz, BO/NaOD, pD=8)s 118.5, 71.2, 60.6, 43.3, 39.2, 32.9, 28.1
The HSQC NMR experiment is also in good agreeméiti thve structure (see below).

HRMS-ES (m/z) calcd for GoH7iN20ss, 1403.4143 found 1403.4155 ((M+H]
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'H NMR of compoundL05a
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Compoundl05b

R = CH,COOH
oRO Q s o \/Z(Z /\/\/C':\OOH
RO 5 O N N~ >COOH
H
COOH

RO@O

N-hydroxysuccinimide (2.5 mg, 22mol) and N’-ethyl-Ndimethylaminopropylcarbodiimide
(4.5 mg, 24umol) were added under argon atmosphere to a s8otedion of PP35 (25 mg,

22 umol) in DMSO (0.5 mL). The mixture was stirred fohours at room temperature. Then
a solution of NTA linker (11.0 mg, 4i3mol) dissolved in DMSO (0.1mL) and triethylamine
were added. The solution was then stirred for altiacial 16 hours at room temperature. The
excess of triethylamine was removed under reducesispre. The solution was then directly
injected for purification on preparative HPLC chmatwgraphy (Phenomenex Luna column.
Size: 150x21.2, flow 21.2 mL/min, gradient: 95/550/50 HO/AcCN + 0.1%HCOOH) to
give 105a(3.9 mg, 12 %) as a white solid. From this expent¥.2 mg (16 %) of the starting

material were also recovered.

White solid

'H NMR (700 MHz, RO/NaOD, pD=13)3 6.96-6.69 (m, 12H), 4.72-4.30 (m, 26H), 4.30-
3.98 (m, 4H), 3.51-3.35 (m, 6H), 3.35-3.06 (M, 7HE4-1.48 (m, 4H), 1.31-1.18 (m, 2H)

%C DEPT NMR (175 MHz, BO): 6 118.4, 71.4, 61.0, 43.7, 39.6, 33.3, 28.2

The HSQC NMR experiment is also in good agreemaht tlve structure (see below).

HRMS-ES (m/z) calcd for GoH71N2O59, 1403.4143 found 1403.4091([M+H]
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'H NMR of compoundL05b
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Limit of detection of compoun#@l0O5b

The limit of detection was assessed by PatrickiBeit and his team (LSDRM).
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129%e NMR spectrum (11.7 Tesla — 293K) of xenon enakged in cryptophan&05b at a
concentration of 194 nM in the presence of 50%-ZRor this spectrum, the sequence {500
us Gaussian pulse — Acquisition} has been repea®®d 3mes with an interscan delay of
47 ms. This experiment, performed with a uniqueitarddof xenon into solution introduced

by shaking, required only 2 min 50 s. The xenomppétion was estimated to 0.15.
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HPLC chromatograms df05aand105b

Purity checked on C18 Column
Gradient: 95/5 to 0/1004@/AcCN + 0.1% HCOOH.

Retention time fod05a 5.60 min.
Retention time fod05hb 5.56 min.

solvent front
105b
ilii
|
[l
| |
o
105a

impurities

184



CompoundL20

OTOH o
N/—\N/_/<

NH [N N] B
I

To a solution of deprotonated cycléd2 (210 mg, 0.41 mmol) dissolved in acetonitrile (6
mL) are added potassium carbonate (84 mg, 0.61 jrandllinkerl124 (138 mg, 0.41 mmol).
The mixture is stirred overnight, then filtrateddaevaporated under reduced pressure. The
residue is then stirred in trifluoroacetic acid & hours, the solvent is evaporated by adding
dichloromethane and the mixture is purified by HPb@& HILIC column (Size: 250x19,
gradient: 100:0 to 50:50 AcCN£B + 0.1%HCOOH).

Peak 1

Colourless oil

'H NMR (400 MHz, RO): § 3.94-3.70 (m, 8H), 3.42-3.16 (m, 18H), 2.98 (t, 2, 7.2 Hz),
1.71-1.60 (m, 2H), 1.58-1.50 (m, 2H), 1.47-1.32 {id)

13C NMR (100 MHz, DO): ¢ 165.7, 55.3, 50.0 (b), 39.4, 39.3, 28.0, 26.5, 2541
MS (ESI-TOF)m/z 503.7 (100 %, [M+H])
Peak 2

Colourless oil

'H NMR (400 MHz, RO): § 3.81 (dd, 4H,J = 16Hz,J = 24Hz), 3.58-3.38 (m, 12H), 3.16-
2.94 (m, 12H), 1.69-1.62 (m, 2H), 1.54-1.47 (m, 2H}0-1.32 (m, 4H)

13C NMR (100 MHz, RO): 6 166.7, 55.8, 48.5 (b), 39.4, 39.3, 27.9, 26.5, 255540

MS (ESI-TOF)m/z 503.7 (100 %, [M+H)
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HPLC chromatograms of compoufg0

HPLC profiles on HILIC column

Gradient: AcCN/HO + 0.1% HCOOH 100:0 to 50:0
(up) obtained by searching for [M+H] 503.7

(down) obtained by ES+ ionization
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'H NMR pf compound.20peak 1 at different pH

_

|

\

pH = 13

pH = 4 initial

L L L L e A A A
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

187



'H NMR pf compoundL.20peak 2at different pH

pH = 4 initial
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'H NMR of Europium complexes of compoumh#Opeak 1 (top) and peak 2 (bottom)
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The spectrum expands from -20 to 40 ppm.
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Compoundl 33

Cryptophaned8 (39 mg, 54umol), PyBOP (83 mg, 16@mol), ligand126 (40 mg, 60umol)
and DIEA (0.2 mL, 1.09 mmol) are stirred in 4 mLdmethylsulfoxide overnight. Water is
added and the mixture is extracted with chlorofofime organic phase is dried over MgSO
and evaporated under reduced pressure. HPLC @irafirc affords 20 mg of compouri83
with 26 % yield.

White solid

'H NMR (400 MHz, CDCJ): 8 7.35-7.34 (m, 2H), 7.08-6.93 (m, 6H), 6.82-6.78 @Hl),
6.66-6.59 (m, 5H), 6.48 (s, 1H), 5.86-5.62 (m, 6K{0-4.39 (m, 6H), 4.14-4.12 (m, 1H),
3.73-3.68 (m, 4H), 3.50-3.10 (m, 17H), 3.03-2.96 4H), 2.82-2.78 (m, 4H), 1.86-1.41 (m,

39H)

MS (ESI-TOF)m/z 1369.87 (100 %, [M+H)
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Compoundl46and147
. .S S S S_ .S S
As As

As’ "As
HO O 0] 0] HO 0] O
/‘ . O /‘
COOH COOH
i [ g
N
HoN™ >

(@] HZN\/\N 0]
H

To a solution of CrAsH isomers44and145 (70 mg, 0.10 mmol) in THF (15 mL), are added
DIC (20 uL, 0.13 mmol) and NHS (15 mg, 0.13 mmol). The migtis stirred for 3 hours (the
reaction can be monitored by TLC or HPLC) then kthg diamine (6GL, 1.0 mmol) is
added. Ths solution turns from orange to bright @nl a precipitate appears. The solvent is
evaporated and the residue is passed through ailtBpatch. It is first rinsed with water to
remove the excess of ethylene diamine, then theofeéke mixture is eluted with acetonitrile.
The fraction is evaporated and gives 45 mg of odid sised as is for the next reaction.

By HPLC, we estimated the amountlef6 and147 obtained at around 30 mg (~ 40 % yield).

MS (ESI-TOF)m/z 750.7 (100 %, [M+H])
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Compoundl37and148

R = CH,COOH
S. .S S. .S
O s As As
HO
L

RO RO ‘ COOH

@]

" T\ T\
SSSS

Os " /

N ”

R =CH,COOH

N-hydroxysuccinimide (5.0 mg, 4@mol) and N’-ethyl-Ndimethylaminopropylcarbodiimide
(9.0 mg, 47umol) were added under argon atmosphere to a ss8ofidion of35 (50 mg, 43
umol) in DMSO (0.5 mL). The mixture was stirred fohours at room temperature. Then a
solution of crudel46 and 147 (45.0 mg) dissolved in DMSO (0.45 mL) and triedyine
were added. The solution was then stirred for altiatial 16 hours at room temperature. The
excess of triethylamine was removed under reducesspre. The solution was then directly
injected for purification on preparative HPLC ch@awgraphy (Luna PFP column.
Size: 150x21, gradient: 95/5 to 20/8@CQHACCN + 0.1 %HCOOH) to givd37 (7.8 mg,
10 %) andl48(4.8 mg, 6 %) as orange solids.
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Compoundl 37

R =CH,COOH

S_ .S S_ .S
As As
HO (0]
99¢

RO RO ! COOH
0]

Orange solid

'H NMR (700 MHz, RO): 6 7.91 (d, 1HJ = 8.0 Hz), 7.78 (d, 1H] = 8.0 Hz), 7.37 (s, 1H),
6.98 (d, 1H,J = 9.2 Hz), 6.94 (d, 1H) = 9.2 Hz), 6.76-6.48 (m, 12H), 6.46 (d, 2Hz 9.2
Hz), 4.60-4.18 (m, 24H), 4.16-3.89 (m, 4H), 3.8463(th, 8H), 3.37-3.22 (m, 6H), 3.21-3.03
(m, 6H)

HRMS-ES (m/z) calcd for GH7sN2026uAS,, 1889.1770 found 1889.1797 ([M-H]

'H NMR of compoundL37
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Compoundl 48

R = CH,COOH

OS

Orange solid

/_\/_\

HO
/

COOH

After HPLC purification, this compound was only ainted as a mixture df37and148(1:2).

The'H NMR spectrum ofl48was deduced from the spectra of the mixture ariBaf

'H NMR (700 MHz, DO): § 8.21 (s, 1H), 7.52 (d, 1H,= 7.6 Hz), 7.12-7.05 (m, 3H), 6.89-
6.50 (m, 12 H), 6.46 (d, 1H,= 9.2 Hz), 6.42 (d, 1H] = 9.2 Hz), 4.73-4.20 (m, 22H), 4.18-
3.98 (m, 6H), 3.96-3.52 (m, 8H), 3.50-3.22 (m, 8321-3.01 (m, 4H)

HRMS-ES (m/z) calcd for @7H75N2020SAS,, 1889.1770 found 1889.1757 ([M-M]

'H NMR of mixture of148and137
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HPLC chromatograms df37and148

Purity checked on Luna PFP
Gradient: HO/AcCN 95:5 to 20:80

Retention time fod 37 17.62 min.
Peak at 15.95 corresponds to the product withoaitaosenic.
Peak at 17.27 is not identified.
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Retention time fo48 18.10 min.
Peak at 16.32 corresponds to the product withoaitaosenic.
Peak at 17.62 corresponds to the isob@ar

18.10

% |

17.62

|l
\ Il

|
\ |
30 16.32 }|\ \
0 Uj« | \_,,__ R o e, ,,J.,.-’\lrkf"‘*u N N -
2.50 5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50 25.00 27.50 I 30.00

195



Fluorescence experiments with compoud3d

These experiments were realized in collaboratiah Wathalie Arhel at the Institut Pasteur.

With virus

The following solutions of denaturing agents igOHare prepared:
- B-mercaptoethanol (0.1 M)

- TCEP (0.1 M)

- EDT (1 mM)

The fluorophores are dissolved in PBS to give smhst of:

- Biosensol 37 (50 uM)

- FIAsH (50uM) (as a control)

The virus is suspended in medium to give a soluioviral supernant of 1100 ng/mL.

To a mixture of 10uL of each denaturing agent, 1@ of fluorophore solution is added.
Then, 455.1L viral supernatant (500 ng) and 50b medium are added. The solution is mixed
by inverting. Final concentrations in solution are:

- B-mercaptoethanol (1 mM)

- TCEP (1 mM)

- EDT (1uM)

- Fluorophore solution (50 nM)

- Viral supernatant (500 ng/mL)

Labeling reaction is allowed to proceed for 2 lwam temperature in the dark on a rocker.
Then, viruses are recovered and and excess fluorepé eliminated by ultracentrifugation at
40,000 rpm for 30 min at 4C in a Beckman TL55i rotor. After ultracentrifugati
supernatant is removed and residual drops areutigreémoved from the sides of the tube
using clean tissue paper. 1hQ cold PBS are added onto the pellet (which woubd Ime
visible) and left for 30min at 4C to allow pellet to gently resuspend. The peBgtipeted up

and down to fully resuspend.

FIAsH or CrAsH incorporation are assessed by spf#gtrescence using a microplate

fluorometer with the following settings: fluoropteoexcitation 485 nm, emission 535 nm.
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With peptide

The peptide used has the following sequence: ACMAREACCRECCARA-CONH.
It was purchased from ACTIVOTEC.

Tests with 50uM biosensor

The following solutions of denaturing agents isgCHare prepared:

- B-mercaptoethanol (10 mM)

- TCEP (10 mM)

- EDT (10 mM)

The fluorophore is dissolved in PBS to give a sotubf:

- Biosensorl 37 (500 uM)

The peptide (1 mg) is dissolved in 1.03 miCHo give a solution of 500M.

Each sample is composed of 10 of each denaturing agent 1 of fluorophore solution.

Then, peptide solution and PBS are added as follows

Sample 1: QL peptide solution + 6QL PBS (0 equivalent of peptide)
Sample 2: 2.9.L peptide solution + 57.pL PBS (0.25 equivalent of peptide)
Sample 3: L peptide solution + 55L PBS (0.5 equivalent of peptide)
Sample 4: 1@L peptide solution + 5QL PBS (1 equivalent of peptide)
Sample 5: 2QL peptide solution + 4QL PBS (2 equivalents of peptide)

Final concentrations in solution are:
- B-mercaptoethanol (1 mM)

- TCEP (1 mM)

- EDT (1 mM)

- Fluorophore solution (50M)

Labeling reaction is monitored by spectrofluoreseeasing a microplate fluorometer with

the following settings: fluorophore excitation 4&%, emission 535 nm.
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Tests with 2.5uM biosensor

The following solutions of denaturing agents igOHare prepared:

- B-mercaptoethanol (10 mM)

- TCEP (10 mM)

- EDT (10 mM)

The fluorophore is dissolved in PBS to give a sotubf:

- Biosenson 37 (50 uM)

The peptide (1 mg) is dissolved in 1.03 miCHo give a solution of 500M.

Each sample is composed of 4D of each denaturing agent & of fluorophore solution.

Then, peptide solution and PBS are added as follows

Sample 1: @L peptide solution + 6nlL PBS (O equivalent of peptide)
Sample 2: 0.pL peptide solution + 64.pL PBS (1 equivalent of peptide)
Sample 3: 1L peptide solution + 64L PBS (5 equivalents of peptide)
Sample 4: L peptide solution + 6QL PBS (10 equivalents of peptide)
Sample 5: 1@L peptide solution + 54l PBS (50 equivalents of peptide)

Final concentrations in solution are:
- B-mercaptoethanol (1 mM)

- TCEP (1 mM)

- EDT (1 mM)

- Fluorophore solution (2.6M)

Labeling reaction is monitored by spectrofluoreseeasing a microplate fluorometer with

the following settings: fluorophore excitation 4&%, emission 535 nm.
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Xenon experiments with compout87

Preparation of the NMR samples

The following solutions of denaturing agents isgCHare prepared:

- B-mercaptoethanol (10 mM)

- TCEP (10 mM)

- EDT (10 mM)

The fluorophore is dissolved in PBS to give a sotubf :

- Biosensorl 37 (500 uM)

The peptide (1 mg) is dissolved in 1.03 miCHo give a solution of 500M.

Each sample is composed of @0 of each denaturing agent and 8k of fluorophore
solution. Then, peptide solution and PBS are addddlaws:

Sample 1: QL peptide solution + 40pL PBS + 50uL DO (0 equivalent of peptide)
Sample 2: 35QL peptide solution + 55L PBS + 50uL D,O (10 equivalents of peptide)

Final concentrations in solution are:
- B-mercaptoethanol (1 mM)

- TCEP (1 mM)

- EDT (1 mM)

- Fluorophore solution (2p6M)

Recording of?*Xe NMR spectra

Xenon spectra were recorded by Patrick Berthawltras team at the laboratoire LSDRM of
Saclay with the same apparatus in the same conslifie stated for biosenskis.

The ***e spectra and the images shown were recorded. atTLland 293 K with HNX-TBI
and dual 129Xe-1H 5 mm Bruker probe heads for tienér and a micro-5 Bruker probe

head for the latter. The signals are referencek repect to xenon in water (196 ppm).
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Compound MM137and MM-148

R = CH,COOH
S. .S S. .S
O s As As
HO
L

COOH
°m g
Q O !

" T\ T\
SSSS

Os " /

COOH

@]

N ”

R =CH,COOH

N-hydroxysuccinimide (1.0 mg, 84mol) and N’-ethyl-Ndimethylaminopropylcarbodiimide
(1.8 mg, 9.4umol) were added under argon atmosphere to a ssoledion of PR35 (10 mg,
8.6 umol) in DMSO (0.1 mL). The mixture was stirred ohours at room temperature. Then
a solution of crudel46 and 147 (4.5 mg) dissolved in DMSO (0.1 mL) and triethylam
were added. The solution was then stirred for altiatial 16 hours at room temperature. The
excess of triethylamine was removed under reducesspre. The solution was then directly
injected for purification on preparative HPLC ch@awgraphy (Luna PFP column.
Size: 150x21, gradient: 95/5 to 30/76Q4AcCN + 0.1 %HCOOH) to give MM-37 (2.4 mg,

15 %) and MM148(1.4 mg, 9 %) as orange solids.
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Compound MM137

R =CH,COOH

S_ .S S_ .S
As As
HO (0]
99¢

RO RO ! COOH
0]

Orange solid

'H NMR (700 MHz, RO): 6 7.91 (d, 1HJ = 8.0 Hz), 7.78 (d, 1H] = 8.0 Hz), 7.37 (s, 1H),
6.98 (d, 1H,J = 9.2 Hz), 6.94 (d, 1H) = 9.2 Hz), 6.76-6.48 (m, 12H), 6.46 (d, 2Hz 9.2
Hz), 4.60-4.18 (m, 24H), 4.16-3.89 (m, 4H), 3.8463(th, 8H), 3.37-3.22 (m, 6H), 3.21-3.03
(m, 6H)

MS (ESI-TOF)m/z 1892.3 (100%, [M+H].
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Compound MM148

R=CHCOOH { |

RO /

O COOH

Orange solid

After HPLC purification, this compound was obtaireda mixture of MMt37 and MM-148
(1:8).

'H NMR (700 MHz, DO): § 8.21 (s, 1H), 7.52 (d, 1H,= 7.6 Hz), 7.12-7.05 (m, 3H), 6.89-
6.50 (m, 12 H), 6.46 (d, 1H,= 9.2 Hz), 6.42 (d, 1H] = 9.2 Hz), 4.73-4.20 (m, 22H), 4.18-
3.98 (m, 6H), 3.96-3.52 (m, 8H), 3.50-3.22 (m, 8321-3.01 (m, 4H)

MS (ESI-TOF)m/z 1892.5 (100%, [M+H]).
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HPLC chromatograms of MM37and MM-148

Purity checked on Luna PFP
Gradient: HO/AcCN 95:5 to 30:70

Retention time for MM137: 20.12 min.

Peak at 18.28 corresponds to the product withoaitansenic.
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Fluorescence experiments with compound NIBF

With Peptide : tests with 29V biosensor

The following solutions of denaturing agents isgCHare prepared:

- B-mercaptoethanol (10 mM)

- TCEP (10 mM)

- EDT (10 mM)

The fluorophore is dissolved in PBS to give a sotubf:

- Biosensor MM137 (500 M)

The peptide (1 mg) is dissolved in 1.03 miCHo give a solution of 500M.

Each sample is composed of D of each denaturing agent & of fluorophore solution.
Then, peptide solution and PBS are added as follows

Sample 1: QL peptide solution + 65L PBS (0 equivalent of peptide)

Sample 2: 5QL peptide solution + 17l PBS (10 equivalents of peptide)

Final concentrations in solution are:
- B-mercaptoethanol (1 mM)

- TCEP (1 mM)

- EDT (1 mM)

- Fluorophore solution (2p6M)

Labeling reaction is monitored by spectrofluoreseeasing a microplate fluorometer with

the following settings: fluorophore excitation 4&%, emission 535 nm.
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Xenon experiments with compound MAMB7

Preparation of the NMR samples

The following solutions of denaturing agents isgCHare prepared:

- B-mercaptoethanol (10 mM)

- TCEP (10 mM)

- EDT (10 mM)

The fluorophore is dissolved in PBS to give a sotubf :

- Biosensor MM137 (500 M)

The peptide (1 mg) is dissolved in 1.03 miCHo give a solution of 500M.

Each sample is composed of @0 of each denaturing agent and 8k of fluorophore
solution. Then, peptide solution and PBS are addddlaws:

Sample 1: QL peptide solution + 40pL PBS + 50uL DO (0 equivalent of peptide)
Sample 2: 35QL peptide solution + 55L PBS + 50uL D,O (10 equivalents of peptide)
pH was adjusted to 7 by addingHP O,

Final concentrations in solution are:
- B-mercaptoethanol (1 mM)

- TCEP (1 mM)

- EDT (1 mM)

- Fluorophore solution (2p6M)

Recording of?*Xe NMR spectra

Xenon spectra were recorded by Patrick Berthawltras team at the laboratoire LSDRM of
Saclay with the same apparatus in the same conglitie stated for biosenskis.

The ***e spectra and the images shown were recorded. atTLland 293 K with HNX-TBI
and dual 129Xe-1H 5 mm Bruker probe heads for tienér and a micro-5 Bruker probe

head for the latter. The signals are referenceld repect to xenon in water (196 ppm).
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Compound PPR-37and PP148

R = CH,COOH
S. .S S. .S
O s As As
HO
L

COOH
°m g
Q O !

" T\ T\
SSSS

Os " /

COOH

@]

N ”

R =CH,COOH

N-hydroxysuccinimide (1.0 mg, 84mol) and N’-ethyl-Ndimethylaminopropylcarbodiimide
(1.8 mg, 9.4umol) were added under argon atmosphere to a ssoledion of PR35 (10 mg,
8.6 umol) in DMSO (0.1 mL). The mixture was stirred ohours at room temperature. Then
a solution of crudel46 and 147 (4.5 mg) dissolved in DMSO (0.1 mL) and triethylam
were added. The solution was then stirred for altiatial 16 hours at room temperature. The
excess of triethylamine was removed under reducesspre. The solution was then directly
injected for purification on preparative HPLC ch@awgraphy (Luna PFP column.
Size: 150x21, gradient: 95/5 to 30/7QQ4AcCN + 0.1 %HCOOH) to give PE37 (17 %)
and PP148(10 %) as orange solids.
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Compound PR-37

R =CH,COOH

S_ .S S_ .S
As As
HO (0]
99¢

RO RO ! COOH
0]

Orange solid

'H NMR (700 MHz, RO): 6 7.91 (d, 1HJ = 8.0 Hz), 7.78 (d, 1H] = 8.0 Hz), 7.37 (s, 1H),
6.98 (d, 1H,J = 9.2 Hz), 6.94 (d, 1H) = 9.2 Hz), 6.76-6.48 (m, 12H), 6.46 (d, 2Hz 9.2
Hz), 4.60-4.18 (m, 24H), 4.16-3.89 (m, 4H), 3.8463(th, 8H), 3.37-3.22 (m, 6H), 3.21-3.03
(m, 6H)

MS (ESI-TOF)m/z 1892.3 (100%, [M+H].
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Compound PP48

R=CHCOOH { |

RO /

O COOH

Orange solid

After HPLC purification, this compound was obtaingsl a mixture of PR37 and PP148
(1:8).

'H NMR (700 MHz, DO): § 8.21 (s, 1H), 7.52 (d, 1H,= 7.6 Hz), 7.12-7.05 (m, 3H), 6.89-
6.50 (m, 12 H), 6.46 (d, 1H,= 9.2 Hz), 6.42 (d, 1H] = 9.2 Hz), 4.73-4.20 (m, 22H), 4.18-
3.98 (m, 6H), 3.96-3.52 (m, 8H), 3.50-3.22 (m, 8321-3.01 (m, 4H)

MS (ESI-TOF)m/z 1892.5 (100%, [M+H]).
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HPLC chromatograms of PE37and PP148

Purity checked on Luna PFP

Gradient: HO/AcCN 95:5 to 30:70
Retention time for PR37: 20.07 min.

Peak at 18.18 corresponds to the product withoaitamnsenic.

8.0e+1 I
6.0e+1
4.0e+1
2.0e+1

T 1346
0.04 A .

0.00

2.50

Gradient: HO/AcCN 95:5 to 0:100
Retention time for PR487.05 min.

Peak at 6.92 corresponds to the isofr&#

2307

1818

Peak at 6.50 corresponds to the product withouaosenic.

7.05
|
6.92
650 ) |
3.00 4.00 5.00 6.00

7.00

800 900 1000 |

11.00

1200

209



Fluorescence experiments with compoundlBP-

With Peptide : tests with 29V biosensor

The following solutions of denaturing agents isgCHare prepared:

- B-mercaptoethanol (10 mM)

- TCEP (10 mM)

- EDT (10 mM)

The fluorophore is dissolved in PBS to give a sotubf:

- Biosensor PR-37 (500 uM)

The peptide (1 mg) is dissolved in 1.03 miCHo give a solution of 500M.

Each sample is composed of D of each denaturing agent & of fluorophore solution.
Then, peptide solution and PBS are added as follows

Sample 1: QL peptide solution + 65L PBS (0 equivalent of peptide)

Sample 2: 5QL peptide solution + 17l PBS (10 equivalents of peptide)

Final concentrations in solution are:
- B-mercaptoethanol (1 mM)

- TCEP (1 mM)

- EDT (1 mM)

- Fluorophore solution (2p6M)

Labeling reaction is monitored by spectrofluoreseeasing a microplate fluorometer with

the following settings: fluorophore excitation 4&%, emission 535 nm.
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Xenon experiments with compound B87

Preparation of the NMR samples

The following solutions of denaturing agents isgCHare prepared:

- B-mercaptoethanol (10 mM)

- TCEP (10 mM)

- EDT (10 mM)

The fluorophore is dissolved in PBS to give a sotubf :

- Biosensor PR-37 (500 uM)

The peptide (1 mg) is dissolved in 1.03 miCHo give a solution of 500M.

Each sample is composed of @0 of each denaturing agent and 8k of fluorophore
solution. Then, peptide solution and PBS are addddlaws:

Sample 1: QL peptide solution + 40pL PBS + 50uL DO (0 equivalent of peptide)
Sample 2: 35QL peptide solution + 55L PBS + 50uL D,O (10 equivalents of peptide)
pH was adjusted to 7 by addingHP O,

Final concentrations in solution are:
- B-mercaptoethanol (1 mM)

- TCEP (1 mM)

- EDT (1 mM)

- Fluorophore solution (2p6M)

Recording of?*Xe NMR spectra

Xenon spectra were recorded by Patrick Berthawltras team at the laboratoire LSDRM of
Saclay with the same apparatus in the same conglitie stated for biosenskis.

The ***e spectra and the images shown were recorded. atTLland 293 K with HNX-TBI
and dual 129Xe-1H 5 mm Bruker probe heads for tienér and a micro-5 Bruker probe

head for the latter. The signals are referenceld repect to xenon in water (196 ppm).
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