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Chapitre 1 : Chimie supramoléculaire
et notion d’encapsulation




1.1. La chimie supramoléculaire : définitions et généralités

L’¢évolution et notre compréhension de la chimie depuis plus de 200 ans est a I’image du
fonctionnement des poupées russes. Les particules élémentaires s’assemblent pour former des atomes, eux-
mémes capables de se lier entre eux, donnant naissance a de petites molécules. Les premieres études,
motivées par le besoin de comprendre I’origine du vivant et de notre systeme solaire, ont porté sur des
entités inorganiques. La chimie organique a pris le relais en 1828 avec la synthése de la premiére molécule
organique, 1’urée, par Friedrich Wolher.! Durant le siécle suivant cet événement pionnier, la chimie
moléculaire n’a fait que se complexifier. Les chimistes sont aujourd’hui capables de créer et rompre une
grande diversité de liaisons covalentes de fagon sélective et controlée.

Mais I’observation du monde du vivant, qui met en jeu des systémes polymoléculaires intelligents et
tres efficaces, comme les enzymes qui sont capables a la fois de contribuer a la transformation, au transport
ou encore a la reconnaissance de molécules, le tout étant orchestré par un ensemble d’interactions non
covalentes, a donné naissance a la fin du XXéme siecle a un nouveau pan de la chimie. Une nouvelle
poupée russe est mise en place par Jean-Marie Lehn?en 1978, la chimie au-dela des molécules, ou chimie
dite supramoléculaire. Elle concerne 1’élaboration et 1’¢tude d’édifices de plus grande complexité que les
molécules, ou plusieurs entités s’organisent et s’associent grace a des forces intermoléculaires non
covalentes, et donc, plus subtiles a maitriser. Ces forces sont listées dans le tableau 1 ci-contre.

Ces forces intermoléculaires sont de faible énergie si on les compare a des liaisons covalentes (150
kd/mol : F-F & 1072 kJ/mol : C=0), ce qui confére aux édifices supramoléculaires une certaine flexibilité,
et leur stabilité est alors assurée par une multiplication des interactions mises en jeu ainsi que par une
géométrie complémentaire entre les différentes entités concernées. La nature, encore une fois, permet
d’illustrer ce concept avec I’exemple de la double hélice de I’ADN impliquée dans de nombreux processus
biologiques qui est stabilisée par des interactions de type nr et de multiples liaisons hydrogene (figure 1a).

a) b)
G C
_N_ O H—NH
[ —N—  "N—-H N7
— 7Y oY
HN—H o 0. 1.0
\\\lt//
S
A T .

Figure 1 : a- Distinction entre un assemblage supramoléculaire: la double hélice de I’ADN, et une supermolécule :
le complexe entre un éther couronne 18-[C]-6 de Pedersen? et un cation potassium a- Mise en évidence de la
multiplicité des interactions entre bases azotées dans la double hélice de I’ADN. Les liaisons hydrogéne sont en
pointillés orange et les interactions n-n en gris. b- Exemple de supermolécule présentant une directionnalité des
interactions entre hote (sites convergents) et invité (divergents).

1 F. Wohler, Poggendorffs Annalen der Physik, 1828, 88, 253-256

2 a- J.-M. Lehn, La chimie supramoléculaire : concepts et perspectives ; De Boeck Université, 1997. b- J. M. Lehn,
Pure and Applied Chemistry, 1978, 50, 871-892.

3 C. J. Pedersen, Angew. Chem. Int. Ed., 1998, 27, 1021-1027.
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lon-lon

lon-dip6le

nt-cation
mt-anion

Liaisons
hydrogéne

Liaisons
halogéne

Van der
Waals

X-H...n

Tableau 1 : Liste des principales interactions non covalentes utiles en chimie supramoléculaire. *

Parmi les objets de la chimie supramoléculaire on distingue les supermolécules des assemblages
supramoléculaires. Les supermolécules sont caractérisees par I’association d’un petit nombre d’entités ou
1’on discerne une molécule hote (récepteur) d’une molécule invitée (substrat) selon 1’orientation des sites
d’interaction (cas de 1’éther couronne, figure 1b), alors qu’un assemblage moléculaire correspond a
I’association ordonnée d’un nombre plus conséquent de molécules aux sites d’interaction complémentaires

Interaction coulombienne attractive ou répulsive entre especes
chargées.

Interaction électrostatique directionnelle ot un dipdle s’oriente
vers une charge de fagon a développer de préférence une
interaction attractive. (interaction entre éther couronne et cation
figure 1b)

Interaction entre un cation/anion et une face d’un noyau
aromatique enrichi/appauvri en électron (interaction entre une
charge et un systeme 1 associé¢ a un moment quadrupolaire).

Interaction entre un atome d’hydrogéne porté par un atome
électronégatif et un autre atome électronégatif, trés influencée par
la géométrie du systéeme considéré. (ADN figure 1a)

Interaction électrostatique entre un halogéne électro-appauvri, au
nuage électronique fortement polarisable (typiquement F, Br), et
un atome ¢lectrodonneur (N, O, autre halogéne ...)

Interaction électrostatique entre deux noyaux aromatiques qui est
d’autant plus importante que chaque cycle est respectivement
enrichi et appauvri en électrons. (ADN figure 1a)

Alignement de deux dipoles induits (London), d’un dipdle
permanent avec un dip0le induit (Debye), de deux dip6les
permanents (Keesom).

Interaction assimilable & une liaison hydrogéne entre un H lié a un
atome électronégatif (ou un carbone) et un noyau aromatique.

100-350

50-200

5-120

5-120

5-180

1-60

1-50

5-20

sans la nécessité d’une distinction hote/invité. C’est le cas de I’ADN déja évoqué a la figure 1a.

*On peut ajouter a toutes ces interactions la notion d’effet solvophobe qui résulte de 1’existence d’interactions dipolaires entre des
molécules de solvant polaire, excluant les molécules apolaires qui ont alors tendance a s’agréger. Ce phénoméne est essentiel dans

le domaine de la biologie, avec comme solvant 1’eau (effet hydrophobe).

4P. D. Beer, P. A. Gale, D. K. Smith, Supramolecular chemistry, Oxford University Press, New-York, 1999.
5J. W. Steed and J. L. Atwood, Supramolecular chemistry, Wiley, Chichester, UK, 2009.
6J. C. Ma, D. A. Dougherty, Chem. Rev. 1997, 97, 1303-1324.

7 0. B. Berryman, V. S. Bryantsev, D. P. Stay, D. W. Johnson and B. P. Hay, J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 48-58.
8 D. X. Wang, M. X. Wang, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 892-897.

9 G. A. Jeffrey, An introduction to hydrogen bonding, Oxford University Press, New York, 1997.
10 G. Cavallo, P. Metrangolo, R. Milani, T. Pilati, A. Priimagi, G. Resnati, G. Terraneo, Chem. Rev., 2016, 116 (4), 2478-2601
11 A. Brown, P. D. Beer, Chem. Commun., 2016, 52, 8645-8658.

12.C. A. Hunter, K. R. Lawson, J. Perkins, C. J. Urch, J. Chem. Soc., Dalton Trans. 2, 2001, 651-669.

13 C. A Hunter, J. K. M. Sanders, J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 5525-5534.
4P, W. Atkins, J. De Paula, Atkins' Physical Chemistry, Oxford University Press, New York, 2010.
15 E. A. Meyer, R. K. Castellano, F. Diederich, Angew. Chem. Int. Ed., 2003, 42, 1210-1250.
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1.2. La chimie supramoléculaire au service de la pluridisciplinarité

La chimie supramoléculaire constitue un domaine trés vaste de la chimie qui ne cesse de se diversifier
depuis la deuxieme partie du XXéme siecle. Le fait de travailler avec des interactions de faibles énergies
confére aux édifices supramoléculaires une grande flexibilité, ainsi qu’une certaine dynamique. Par
ailleurs, il existe une grande variabilité de structures pouvant donner lieu a des interactions non covalentes.
Tout ceci contribue a laisser libre cours a I’imagination du chimiste pour construire des édifices supramolé-
culaires aux applications diverses, faisant de plus en plus appel a une certaine pluridisciplinarité.

1.2.1. Chimie supramoléculaire et matériaux

Si la chimie supramoléculaire s’est d’abord illustrée dans le cadre de la recherche académique, avec
les travaux de Donald Cram, Jean-Marie Lehn et Charles J. Pedersen, récompensés par un prix Nobel en
1987, cette chimie trouve aujourd’hui de plus en plus de domaines d’applications concrets, voire
industriels. La chimie des matériaux, et en particulier des polyméres, a considérablement évolué.’® En
effet, sans la dimension supramoléculaire, les matériaux polymériques souffraient d’un manque de
flexibilité, dd a la nature méme de leur squelette uniquement basé sur les liaisons covalentes. L utilisation
d’interactions de plus faible énergie, d’origines variées (purement électrostatiques ou non, nécessité
d’hydrogéne labiles, liaisons métal-ligand ...) et directionnelles, entre unités monomériques, confére non
seulement aux assemblages supramoléculaires la possibilité de contrdler la souplesse du matériau
recherché, mais aussi une capacité de réponse a des stimuli externes pouvant modifier la force des
interactions, et les propriétés du matériau. De nombreuses formes d’édifices supramoléculaires sont
accessibles (figure 2), allant des formes classiques de la chimie des polymeres *(fibres, systemes réticulés
en 2 comme en 3 dimensions), jusqu’a des structures tridimensionnelles plus contrélées et régulieres, a
partir de synthons protéiques *8 (pyramides, cubes ...).
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Figure 2 : Représentation schématique d’une partie du panel de structures de polymeéres et de structures
supramoléculaires auto-assemblées rencontrées dans la littérature.
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Un exemple de I’intérét des polymeéres supramoléculaires concerne la fabrication de bitume, qui consiste
a jouer constamment entre flexibilité, et résistance du matériau. En 2009, I’équipe de Laurent Bouteiller
insére un polymere supramoléculaire de type polyacide carboxylique (sous forme de longues fibres reliées
par des liaisons hydrogene) dans la composition d’un bitume. A haute température, les interactions non
covalentes sont rompues et le bitume devient non pas juste flexible (comme un polymére classique le
permettrait), mais liquide, le temps de sa mise en place. Et I’assemblage supramoléculaire cristallise a
basse température rendant le matériau plus résistant qu’un bitume classique.*®

16, Yang, X. Tan, Z. Wang, X. Zhang, Chem.Rev., 2015, 115, 7196—7239.
17 Theése de Reda Agnaou, Polyméres supramoléculaires semi-cristallins a base de Polyamides et PMMA, 2014, HAL Id: tel-

01169073, Chapitre 1.

18 N. Kobayashi, K. Yanase, T. Sato, S. Unzai, M. H. Hecht, R. Arai, J.Am.Chem.Soc., 2015, 137, 11285-11293.
19 B. Isare, L. Petit, E. Bugnet, R. Vincent, L. Lapalu, P. Sautet, L. Bouteiller, Langmuir, 2009, 25 (15), 8400-8403.
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1.2.2. Chimie supramoléculaire et machines moléculaires

Un autre champ d’application de la chimie supramoléculaire récemment remis au goQt du jour avec la
nobélisation de Jean-Pierre Sauvage en 2016, est la conception de machines moléculaires. 1l s’agit d’un
assemblage de molécules capables de produire un mouvement dirigé sous I’influence d’un stimulus
extérieur (chimique, photochimique, électronique ...). Les structures, ou topologies, de types caténane
(deux anneaux entrelacés) ou rotaxane (un anneau traversé par un axe) sont les principales briques de base
de ces machines (figure 3a), donnant lieu respectivement a des mouvements de rotation et de translation.
Ces systemes a priori simples, permettent aujourd’hui de mimer le comportement de systémes biologiques
complexes a I’échelle moléculaire. %

a- — rotaxane caténane

@o

W || Hor Contraction
«—>

Figure 3 : a- Représentation topologique des structures rotaxane et caténane. b - Machine moléculaire destinée a
mimer la contraction musculaire : structure chimique d’un monomére a gauche et schéma du fonctionnement du
polymére a droite.?*

L’exemple représenté sur la figure 3b est celui d’une fibre constituée d’une succession de rotaxanes
enchevétrés, capable de se contracter et s’étendre sur plusieurs nanométres a I’image d’une fibre
musculaire, mais le mouvement est induit et controlé par une variation de pH.? Pour ce faire, deux unités
circulaires de la famille des éthers couronne, connus pour avoir une affinité pour les cations ammonium,
sont liées a une chaine comportant deux types de fonctions azotées (sites d’accroche des macrocycles), la
chaine fixée au premier cycle traversant le second. La mise en mouvement du double rotaxane est basée
sur le fait que le cation ammonium secondaire (rouge) présente une plus forte affinité pour 1’éther couronne
et un pH de protonation plus faible que le cation triazolium (vert). Ainsi en augmentant le pH du milieu,
I’amine secondaire déprotonnée, et donc désactivée (marron), laisse place au cation triazolium, générant
dans le cas présent, un mouvement de contraction a 1’échelle moléculaire. Enfin, 1’ajout aux extrémités
des chaines de sous-unités terpyridine, polymérisables par chimie de coordination, permet d’obtenir un
mouvement de plus grande ampleur.

20 3-J.-P. Collin, F. Durola, J. Lux, J.-P. Sauvage, Angew. Chem. Int. Ed., 2009, 48, 8532 b- J.-P. Sauvage, Acc. Chem. Res., 1998,
31, 611.
21 G. Du, E. Moulin, N. Jouault, E. Buhler, N. Giuseppone, Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51, 1250412508
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1.2.3. Chimie supramoléculaire et biologie

Nous avons déja évoqué le fait que la biologie soit une grande source d’inspiration pour la construction
d’assemblages supramoléculaires complexes et fonctionnels. En particulier les protéines, qui, certes, sont
constituées d’un enchainement de structures unitaires simples, les acides aminés, mais sont suffisamment
spécifiques pour étre capables —entre autres- de reconnaitre et transformer chimiquement un substrat donné
de facon selective. Cette forte sélectivité des protéines envers leur substrat est due a une structure
tridimensionnelle sophistiquée essentiellement permise par des interactions non covalentes entre des
groupes d’acides aminés, ou encore entre une portion de chaine protéique et un métal via des liaisons de
coordination modulables (par exemple : des doigts de zinc ??). On peut répertorier diverses formes
caractéristiques au sein des protéines (les hélices a, les feuillets B, les coudes ...) issues du repliement de
la chaine unidimensionnelle d’acides aminés qui la constitue. La volonté de mimer ces comportements en
version synthétique espérant, étape par étape, s’approcher de la structure des protéines naturelles
correspond a la chimie des foldaméres. 2 On représente sur la figure 4 ci-dessous I’exemple de la premiére
double hélice synthétique dont la structure, qui a été déterminée par diffraction aux rayons X, permet de
mettre en évidence les nombreuses interactions non covalentes mises en jeu. 24

R'=R2=H, R%=0tBu

X
. | O d-
NN \\\:‘ ~, N =
/ “H Ho N H
”Q/ : N
N N, § E:,N o
i i

Figure 4 : a— Formule chimique générale d’un oligopyridilcarboxamide et représentation en b- de I’agencement
tridimensionnel en hélice d’un heptamére. c- Mise en évidence - sur un trimére - des liaisons hydrogéne
intramoléculaires favorisant la courbure de 1’oligopyridilcarboxamide. d- Structure aux rayons X d’une double
hélice formée de deux heptaméres et mise en évidence des liaisons hydrogéne intermoléculaires ainsi que du n-
stacking entre aromatiques stabilisant la structure. 22

La chimie des foldameéres tend a avoir des applications prometteuses dans le cadre de la pharmacologie,
puisque ces especes sont congues de fagon a ressembler et donc interagir avec des biomolécules. Cette
chimie s’étend aussi jusqu’au domaine de la reconnaissance moléculaire. En effet, en diversifiant les
squelettes polypeptidiques a 1’origine du repliement des foldameéres, les chercheurs accédent aujourd’hui
a une large gamme de structures 3D comprenant une cavité, ou qui s’organisent et se forment via
I’encapsulation d’une petite entité chimique 1%

22 J.H. Laity, B.M. Lee, P.E. Wright, Curr. Opin. Struct. Biol., 2001, 11(1), 39-46.
23 G, Guichard, 1. Huc, Chem. Comm., 2011, 47, 5933-5941.

24V, Berl, I. Huc, R. G. Khoury, M. J. Krische, J-M. Lehn, Nature, 2000, 407.
25 M. Inouye, M. Waki and H. Abe, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 2022.
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11 serait trop ambiticux de tenter de dresser une liste exhaustive des champs d’applications de la chimie
supramoléculaire. Au sein du laboratoire de 1’iSm2, dans I’équipe Chirosciences, on s’intéresse tout
particulierement a deux procédés phares de la chimie supramoléculaire, a savoir, les concepts de
reconnaissance moléculaire et de transformation chimique en milieu confiné. Pour développer ces deux
notions, nous nous limiterons dans la suite du manuscrit a 1’étude d’édifices supramoléculaires discrets de
type supermolécules, et utiliserons la terminologie adaptée (récepteur-substrat ou héte-invité).

1.3. Supermolécules et encapsulation

1.3.1. La reconnaissance moléculaire

La reconnaissance moléculaire caractérise un phénomeéne d’association entre deux entités chimiques.
Pour étre sélective, une telle association doit é&tre favorisée par plusieurs parametres, afin de créer une
certaine symbiose entre le récepteur et son substrat. Pour ce faire, des arguments géométriques, tels que la
complémentarité hote-invité du point de vue de leur taille ou de leur forme, sont a prendre en compte. Ceci
a été intuité par Emile Fischer en 1894 avec le concept d’interaction clef/serrure,? et peut étre illustré dans
le cadre de la chimie des éthers couronne de Pedersen (figure 5). J. Rebek ? a d’ailleurs quantifié ceci en
remarquant qu’une meilleure sélectivité est observée pour un rapport de 55% entre le rayon de Van der
Waals du substrat et la taille de la cavité du récepteur.

a0 L)
[O O] <~o 0/7 [o oj

/ / K/O\)
14-C-4 15-C-5 Iy
Cation R (A) Log Ka
Li+ 0,6 <0,5 1,12 <0,5
Na+ 0,95 1,73 3,42 4,32
K+ 1,33 0,86 3,36 6,15

Figure 5 : Représentation de quelques éthers couronne et valeur de leur constante de complexation — en log Ka-
avec différents cations alcalins (contre ion Cl-) dans le méthanol. En bleu : taille de la cavité et R = rayon de Van
der Waals des cations considérés.? 2

Ce modele a été par la suite amélioré en ajoutant aux considérations géométriques la prise en compte
de la nature des sites de coordination, ce qui correspond davantage a un critére énergétique. En effet, nous
avons évoqué en début de chapitre la grande diversité d’interactions non covalentes pouvant étre mises a
profit pour créer des supermolécules. Ainsi, plus le récepteur et le substrat auront des paires de sites
d’interactions en commun (donneur/ accepteur de liaison hydrogéne, moment dipolaire face & une charge,
cycles aromatiques pouvant se superposer etc), plus la supermolécule sera stable. Mais il faut noter que
souvent, I’énergie globale de stabilisation du complexe récepteur-substrat est plus importante que celle de
la somme de toutes les interactions mises en jeu, et considérées indépendamment les unes des autres. Cette
observation est due a la pré-organisation du récepteur et correspond a un effet dit chélate. % En effet, en
solution un substrat contracte des interactions avec des molécules de solvant « individuelles », et aprés la
formation du complexe, les molécules de solvants relarguées augmentent le nombre global d’entités
chimiques par rapport a 1’état initial non complexé, ce qui favorise entropiquement la formation de la
supermolécule.

26 E. Fischer, Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, 1894, 27, 2985-2993.

21 S, Mecozzi; J. J. Rebek, Chem. A Eur. J., 1998, 4, 1016-1022.

28 C. J. Pedersen, J. Am. Chem. Soc., 1967, 89, 7017-7036

29 E. V. Anslyn, D. A. Dougherty, Modern Physical Organic Chemistry ; University Science Books, 2006.
30 R-E. Eastes, F. Daumarie-Vedrenne, Le Bup, n°899(2) p52-64
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De plus, si la connexion entre les sites d’interactions est telle que 1’hdte soit cyclique, une stabilisation
supplémentaire est observée (figure 6). Elle provient du fait que 1’on ne paye pas le cofit énergétique que
demanderait ’enroulement du récepteur acyclique autour du substrat, on parle d’effet macrocyclique.®! %

cL O, O
[o c o\ [O = oj NHOb/(+C oj
o] (o Lo/

Log(Ka) 2,3 6,1 10,0

Figure 6 : Constantes d’association entre le potassium et trois récepteurs (de gauche a droite : podand, éther
couronne et cryptand) mesurée dans le méthanol a 25°C, contre ion Cl-.

11 existe ainsi une large gamme de récepteurs synthétiques que ’on classifie aujourd’hui en différentes
familles - dont une partie est représentée figure 7 - mettant a profit tous ces critéres de compatibilité :
formes et tailles variables, nombre et nature des interactions, récepteurs cycliques voire polycycliques,
cylindriques ou coniques. Et chaque famille présente des caractéristiques telles qu’elles sont spécialisees
dans la reconnaissance d’un nombre limité de substrats.

cryptand (2,2,2) [33] éther couronne [ calixaréne34133]
o™ o™
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Figure 7 : Structures de quelques récepteurs moléculaires 33 34 35 36 37 38 39

81 J. W. Steed ;J. L. Atwood, Supramolecular chemistry; Chichester . John Wiley, 2009.

32D. J. Cram, Angew. Chem. Int. Ed., 1986, 25, 1039-1057.

33 M. Castaing, F. Morel, J-M. Lehn, J Membr Biol., 1986, 89(3), 251-267.

34 C. D. Gutsche and Royal Society of Chemistry (Great Britain), Calixarenes : an introduction, RSC Pub., Cambridge, 2008.
35 C. K. W. Sliwa, calixarenes and resorcinarenes: synthesis, properties and applications, Wiley-VCH, 2009.

% J. Lagona, P. Mukhopadhyay, S. Chakrabarti, L. Isaacs, Angew. Chem. Int. Ed., 2005, 44, 4844-4870.

37 B. Kuswandi, Nuriman, W. Verboom, D. N. Reinhoudt, Sensors, 2006, 6(8) 978-1017

3 T. Ogoshi, S. Kanai, S. Fujinami, T. Yamagishi, Y. Nakamoto, J. Am. Chem. Soc., 2008, 130 (15), 5022-5023

39 M. Hardouin-Lerouge, P. Hudhomme, M. Salle, Chem. Soc. Rev., 2011, 40, 30-43.
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La reconnaissance moléculaire s’étend aussi a la complexation d’entités biologiques, et donc, d’hotes
chiraux (Figure 8). La chimie de synthese des récepteurs a donc évolué dans ce but en greffant des centres
stéréogénes sur des récepteurs achiraux au départ, et/ou en utilisant des récepteurs formés de sous unités
dotées d’une chiralité inhérente comme des cyclodextrines a base de sucres énantiopurs, ou les
cryptophanes (chiralité planaire du cyclotribenzyléene, voir 1.4.1).

OH
HO O 0
e AT T
° o\ " MeO O OMe o
o/ToH o o MeO
HO oo /)
oH 0 OM o
H o @) MeO O OMe
o] OH on&HLO Ql Q 0
H
HO W :
o -
OH R H
43]44][45
cyclodextrine [40l41] cavitand 142 cryptophane HAIHAIE)

Figure 8 : Exemples de récepteurs moléculaires chiraux 40 41 42 43 44 45

1.3.2. La chimie supramoléculaire au service de la catalyse

1.3.2.1. Interactions non covalentes et catalyse

La chimie supramoléculaire joue également un grand role dans le cadre de la catalyse. “¢ En effet, un
catalyseur est une entité chimique capable de modifier la cinétique d’une transformation chimique sans
étre modifié, ni méme intervenir dans 1’équation bilan de la réaction. Au cours du mécanisme d’une
réaction catalysée, plusieurs entités sont mises en présence (métal, ligand, substrat, éventuel contre ion,
organocatalyseur ...). Catalyseur et substrat réagissent, formant et brisant des liaisons covalentes de fagon
a améliorer la cinétique de la transformation chimique du substrat en abaissant 1’énergie d’activation
d’étapes cinétiquement déterminantes. La chimie supramoléculaire peut apporter un plus, en créant des
interactions non covalentes entre ces différents acteurs. Un exemple connu de la littérature est celui de
I’effet N-H dans le cadre de I’hydrogénation de liaison C=0 en présence d’un catalyseur de ruthénium (I1)
(figure 9).

Dans cet exemple, on observe une forte amélioration de la cinétique de la réaction en présence d’amine
primaire et I’entrée 3 du tableau de la figure 9 prouve que la liaison N-H est indispensable a cette
progression. 4’ Ceci a été rationnalisé, et ¢’est I’existence d’une liaison hydrogéne entre la fonction amine
portée par le catalyseur et le réactif qui accélére la réaction.

40, Szejtli, Chem. Rev. 1998, 98, 1743-1753.

41 E. M. M. Del Valle, Process Biochem. 2004, 39, 1033-1046.

42 A, Collet, J. P. Dutasta, B. Lozach and J. Canceill, Top. Curr. Chem., 1993, 165, 103-129.

43 T, Brotin, J. P. Dutasta, Chem. Rev., 2009, 109, 88-130.

44 M. J. Hardie, Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 516-527.

4 R. Pinalli, M. Suman and E. Dalcanale, Eur. J. Org. Chem., 2004, 451-462.

46 M. Raynal, P. Ballester, A. Vidal-Ferranab, P. W. N. M. van Leeuwen, Chem. Soc. Rev., 2014 43, 1660-1787
47 B. Zhao, Z. Han, K. Ding, Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 52, 2-47.
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Cette notion d’effet N-H, et plus généralement, I’ajout d’interactions faibles (interaction - par exemple?®)
dans le cadre de la catalyse, a été dérivée et amplement valorisée de facon a contrdler a la fois la
régiosélectivité *° mais aussi la stéréosélectivité > 5 de réactions catalysées. Mais la chimie supramolécu-
laire s’est surtout démarquée en utilisant les propriétés de reconnaissance de récepteurs moléculaires au

service de la catalyse.
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Figure 9 : Mise en évidence de I’apport d‘interactions faibles en catalyse : la présence d’une liaison N-H--O entre
catalyseur et substrat accélere la réaction de réduction de cétone.

1.3.2.2. Supermolécules et catalyse

Nous avons déja montré que les supermolécules étaient dotées de propriétés de reconnaissance
fortement inspirées du fonctionnement de biomolécules comme les enzymes. Cependant, le processus de
reconnaissance d’un substrat par une enzyme en biologie n’est pas une fin en soi, mais le plus souvent, le
signal de déclenchement d’une cascade de réactions chimiques au cceur de 1’enzyme (qui joue le role de
catalyseur) conduisant a la transformation spécifique du dit substrat. Cette observation a conduit le chimiste
a utiliser les supermolécules et leurs propriétés de reconnaissance moléculaire en catalyse. On distingue
deux grandes stratégies d’amélioration des propriétés catalytiques a 1’aide de récepteurs moléculaires.

¢ L’héte joue le role de catalyseur (figure 10).

Le phénomeéne d’encapsulation des réactifs peut améliorer la cinétique de leur transformation de
diverses maniéres. D’une part, la proximité spatiale induite par I’encapsulation des réactifs au sein d’un
hote favorise leur rencontre. C’est un peu comme si en solution on augmentait fortement la concentration
en chacun des réactifs, ce qui, d’apres les lois cinétiques, accélére la vitesse de réaction. D’autre part, la
désolvatation des réactifs reconnus par un récepteur précéde leur encapsulation, ce qui a pour effet de les
activer, et ainsi atténuer 1’énergie d’activation de la réaction. Ensuite, les interactions non covalentes qui
s’établissent entre 1’hote et les substrats en cours de transformation peuvent donner lieu a une stabilisation
de I’état de transition. Pour cela, un critére essentiel concerne la flexibilité du récepteur qui doit étre en
mesure de s’adapter a la complexation des réactifs, mais aussi a 1’évolution de leurs géométries jusqu’a
1’¢état de transition de la réaction. L’implication d’interactions non covalentes est dans ce cas un avantage
considérable. Ainsi Sanders, Rebek ou encore Fujita ont amélioré la cinétique de réactions de Diels-Alder
en encapsulant dienes et diénophiles dans des récepteurs aux structures variées, respectivement des chaines
entrelacées, > des récepteurs cycliques > ou des cages supramoléculaires.®

4 F, Doro, J. N. H. Reek, P. W. N. M. van Leeuwen, Organometallics, 2010, 29, 4440-4447.

4% a-T. Smejkal, B. Breit, Angew. Chem., 2008, 120, 317 ; b-T. Smejkal, D. Gribkov, J.Geier, M. Keller, B. Breit, Chem. Eur. J.,
2010, 16, 2470.

50 K. Mikami, T. Korenaga, M. Terada, T. Ohkuma, T. Pham, R. Noyori, Angew. Chem., 1999, 38(4), 495-497.

51 K. Mikami, K. Wakabayashi, K. Aikawa, Org. Lett., 2006, 8 (8), 1517-1519.

52 ], Kang, J. Rebeck Jr, Nature, 1997, 385, 50 -52.

53 M. Nakash, J. K. M. Sanders, J. Org. Chem., 2000, 65(22), 7266-7271.

54 M. Yoshizawa, M. Tamura, M. Fujita, Science, 2006, 312, 251-254.
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k = 0,0039 L.mol'.s™

Figure 10 : Exemple de catalyseur utilisant les propriétés de reconnaissance de récepteurs moléculaires : un
récepteur cyclique a base de métalloporphyrines augmente jusqu’a un facteur 1000 la vitesse d’une réaction
d’hétéro Diels-Alder (les ions Zn?* servant a coordiner les substrats sans jouer le réle de métallo-catalyseur) %3

¢ Le site actif de la catalyse est lié a un site de reconnaissance, mais non inclus dans le récepteur.

Une autre maniére d’influencer la cinétique d’une réaction consiste a mettre en place un processus de
reconnaissance entre un héte et une partie du catalyseur ce qui pourra moduler la sélectivité de la réaction
considérée pour des raisons stériques. La figure 11 montre deux cyclodextrines capables de reconnaitre
des unités adamantane d’un ligand phosphoré.* Le complexe de rhodium correspondant devient alors plus
sélectif et fixe plus aisément des oléfines peu encombrées pour permettre leur hydroformylation.

catalyse

ﬁ%@
&ﬁfﬁ

Ry

<
Rh—cq Catalyse

od affectée

J

Figure 11 : Utilisation de cyclodextrines fixées sur un complexe de ruthénium pour améliorer la sélectivité du
catalyseur métallique vis-a-vis de substrats structurellement proches >

Pour aller encore plus loin, il faudrait combiner les avantages des deux catégories précédemment
décrites, c’est-a-dire, faire en sorte que le site actif de la catalyse soit au coeur de la cavité du récepteur

55 L. Leclercq, A. R. Schmitzer, Organometallics, 2010, 29, 3442-3449.
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moléculaire (figure 12). On peut donc bénéficier des avantages propres au processus d’encapsulation
(désolvatation, rapprochement des réactifs entres eux et avec le site catalytique..), mais aussi du controle
de la sélectivité de la réaction via I’orientation des réactifs au sein de la cavité grace a des interactions non
covalentes entre hote et invité(s). L’enjeu réside alors dans le design d’un récepteur adapté. On représente
ci-dessous I’exemple d’un cavitand, lié en périphérie a un site actif de type acide carboxylique, qui améliore
la régiosélectivité d’une réaction de cyclisation intramoléculaire d’époxyalcool en orientant le réactif au
sein de sa cavité.

Cavitand Référence

Me
o o o El ﬁ
> >©g< ’ %/;jé HNNH o|N©
o O o : Q O/ COOH
ol ™0 09
Référence (t Y2 = 7,2h) 87% 13% °° @
i j 100% 3

Cavitand (t %2 = 16 jours) i | R CeH70”  0CgH,,
Figure 12 : Un cavitand porteur d’un site organocatalytique accélére une réaction intramoléculaire d’ouverture

d’époxyde et améliore la régiosélectivité 6

Les équipes de J-P. Dutasta a Lyon, et A. Martinez a Marseille développent une catégorie de récepteurs
reconnus pour leurs propriétés de reconnaissance de molécules impliquées dans des processus biologiques,
mais qui, fonctionnalisés de maniere adéquate, ont aussi la capacité de complexer des métaux de transition
d, constituant alors de bons catalyseurs supramoléculaires. Nous allons a présent nous focaliser sur ces
structures porteuses d’un groupe caracteristique : le CTB (cyclotribenzylene).

1.4. Le cas des molécules comportant ’unité CTB

1.4.1. Description de ’unité CTB

1.4.1.1. Présentation

L’unité cyclotribenzyléne est un trimere de type orthocyclophane c’est-a-dire formé de cycles
benzéniques reliés en positions ortho par des ponts méthyléne, et pouvant étre substitués sur les deux autres
positions (flgure 13a).

a ! b
crown (couronne)

MeO OMe

"saddle" (forme
Q de selle)

MeO OM\geO OMe

Figure 13 : a- Formule générale d’un CTB b- représentation des principales conformations du CTB

Méme si les premiéres syntheses de CTB datent du début du XXeme siécle, ce n’est que dans les années
1960 57 %859 que cette structure a commencé a intéresser la communauté scientifique. Ce motif présente

5% S, R. Shenoy, F. R. P. Crisostomo, T. Iwasawa, J. Rebek, Jr., J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 5658-5659.
57 A. Collet, J. P. Dutasta, B. Lozach, J. Canceill, Topics in Current Chemistry, 1993, 165, 103-129.

%8 A, S. Lindsey, J. Chem. Soc., 1965, 1685-1692.

59 A, Goldup; A. B. S. Morrison, G.W., J. Chem. Soc., 1965, 3864-3865.
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généeralement une symeétrie Cs ainsi qu’une forme d’hémisphére — souvent nhommée couronne- pouvant
constituer un bon récepteur moléculaire (section 1.4.1.4.). 1l faut cependant garder a ’esprit que le CTB
peut se décliner sous d’autres conformations (peu favorables) comme celle appelée « saddle » (figure 13-
b) récemment isolée et caractérisée.®® On dénombre aujourd’hui une grande diversité de structures de CTB
plus ou moins sophistiquées (figure 14).

TG AR

HO ONMeO OH HO (o)

SN TN T
0 Q oMEe o OMe

HS e§;;>l-l OMe HoN™ opde0 NHZHZN OMe i S

(@) (@)

HO

HO

Figure 14 : Exemples de CTB fonctionnalisés par des alcools, éthers, amines, 5 thiols, halogéne,®? phosphate,®
phénylacétyléne,5 ou avec 1’ajout de chaines fonctionnalisées de type binaphtol %

1.4.1.2. Synthese

Un macrocycle CTB s’obtient via une triple réaction d’alkylation de Friedel et Crafts (substitution
électrophile aromatique - SeAr) a partir d’un alcool benzylique (historiquement de vératrole +
formaldéhyde). ¢ Cet alcool n’est pas choisi au hasard (figure 15) : le substituant X joue un réle important
dans I’activation de la nucléophilie de la position en para. On privilégie donc les groupements a effet
mésomere donneur. Le substituant Y n’a pas d’effet électronique mais sert a protéger des substitutions
secondaires sur cette position. Enfin, cette réaction est catalysée en milieu acide, de types Bronsted
(HCOOH, HCIOs, voire H,SOs) ou Lewis, (P20s, Sc(OTf)s dans I’acétonitrile) et peut donner lieu a la
formation d’oligoméres plus grands comme produits secondaires (essentiellement le tétramere). 667

60 H. Zimmermann, P. Tolstoy, H-H. Limbach, R. Poupko, Z. Luz , J. Phys. Chem., 2004, 108, 18772-18778.

61 M. J. Hardie, Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 516-527.

62 a- J. Sanseverino, J. C. Chambron, E. Aubert, E. Espinosa, J. Org. Chem., 2011, 76, 1914-1917 b- T. Traoré, L. Delacour, S.
Garcia-Argote, P. Berthault, J.-C. Cintrat, B. Rousseau, Org. Lett., 2010, 12, 960-962.

63 |, Peyrard, S. Chierici, S. Pinet, P. Batat, G. Jonusauskas, N. Pinaud, P. Meyrande, 1.Gosse, Org. Biomol. Chem., 2011,9, 8489-
8994.

64 . Peyrard, M-L. Dumartin, S. Chierici, S. Pinet, G. Jonusauskas, P. Meyrand, I. Gosse, J. Org. Chem., 2012, 77, 7023-7027.
8 Thése de Sara Lefévre, Synthése de récepteurs cyclotribenzyléne et hémicryptophane. Propriétés chiroptiques, reconnaissance
moléculaire et fluorescence, 2016, université de Lyon.

6 A, Collet, Tetrahedron, 1987, 43(24), 5725-5759.

67 J.D. White, B.D. Gesner, Tetrahedron, 1974, 30, 2273-2277.
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Figure 15 : Mécanisme partiel de formation d’un CTB
1.4.1.3. Chiralité

Si les substituants X et Y portés par un CTB sont différents, on obtient alors une molécule chirale. La
chiralité mise en jeu est dite planaire et on distingue deux configurations, nommées M et P. (figure 16)

X Y X Y

b>b' comme Y>X |

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

O
(7

énantiomére M
Figure 16 : Détermination de la configuration P ou M d’un CTB, Y étant un substituant prioritaire devant X au sens

de Cahn Ingold et Prelog : on se fixe un plan de chiralité parmi les 3 que comporte le CTB ( ), on trouve 2
atomes pilotes (1°" atome hors du plan de chiralité, lié a un atome de ce plan) potentiels, p et p’. Partant de chaque
atome pilote, on classe les atomes du plan de chiralité selon les regles de Cahn, Ingold et Prelog et

Or, b est prioritaire devant b’, on sélectionne alors I’atome pilote p. En regardant la liaison de p vers le plan de
chiralité les atomes a,b,c tournent dans le sens anti-horaire, ce qui correspond a une configuration M.

Les 1% mesures d’activité optique de CTB ont eu lieu en 1966. ®° Depuis, d’autres caractérisations
de T’activité optique de CTB énantiopurs sont possibles. En particulier, le dichroisme circulaire
électronique permet de déterminer la configuration absolue des CTB. Cette technique expérimentale
nécessite la présence de chromophores absorbant dans 1’UV-visible sur la molécule & analyser.

C’est le cas du CTB possédant 3 cycles aromatiques. Le principe est le suivant : I’échantillon est
irradié successivement par une lumiére polarisée circulairement droite puis gauche sur une gamme de
longueurs d’onde donnée. Si la molécule est chirale, elle n’absorbe pas les deux lumiéres de maniére
équivalente, et on peut alors tracer un spectre correspondant a la différence Ae = &g - €p des coefficients
d’absorption en fonction de la longueur d’onde.®® En présence d’un unique chromophore le spectre est une
bande d’absorption positive pour un énantiomeére et négative pour ’autre. Dans le cas de multiples
chromophores, le spectre est plus complexe et montre une succession de bandes d’absorption tantot
positives, tantdt négatives. Mais les spectres de chaque énantiomére demeurent images miroir 'un de
I’autre. La comparaison avec un spectre prédit théoriquement permet d’attribuer les configurations
absolues, et/ou la comparaison entre spectres de molécules de structures proches dont une est de
configuration connue permet généralement de conclure (si le nombre et la nature des chromophores
changent peu).

8 A, Collet, J. Crassous, J.-P. Dutasta, L. Guy, Molécules chirales : stéréochimie et propriétés; Les Ulis (Essonne). EDP sciences.
Paris. CNRS éditions, 2006.
69 A, Littringhaus K.C. Peters, Angew. Chem. Int. Ed., 1966, 78, 603.
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La synthése de CTB aboutit a I’obtention d’un mélange racémique puisque les libres rotations au niveau
des ponts méthyléne permettent le passage d’un énantiomeére a I’autre. La premiére méthode de séparation
des CTB énantiopurs passait par la synthese de diastéréoisoméres et leur séparation, mais on est
aujourd’hui en mesure de les séparer par HPLC sur support chiral. A P’institut des sciences moléculaires
de Marseille, M. Jean et N. Vanthuyne, peuvent dédoubler le CTB ou les groupes X et Y sont
respectivement -OMe et ~OCH,CH,Br (qui est un intermédiaire de synthése important ’°) a 1’échelle du
gramme en moins d’une journée (figure 17).

Chiralpak 1B .
a- Heptane / 7F(;CIPIDI ;;Iﬂomt‘(‘»rm UV 254nm
(70/10/20)
A1N
CD 290nm
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14
Minutes
Colonne Eluant tl(min)  t2(min) Coefficient de séparation
Chiralpak ID  Heptane/EtOH/CH,Cl, (70/10/20) 8,6 10,5 1,30
10 P

= 1< lué O OM'\eAeO jo ()2 OMe
E

2, Br Br Br

g Aeme g £

u 257 ¢lug M
’ SEBIN

A (nm) MeO g OZ OMISIeO §O
Br Br Br

Figure 17 : a-chromatogrammes et paramétres de séparation sur HPLC chirale d’un mélange racémique de 2 5570 b-
spectres ECD des deux énantioméres du CTB bromé 2 (CH3CN, 1¥ élué : ¢=2,39.10* M ; 2" élué : c= 3,56.10* M

1.4.1.4. Applications des CTB

220 240 260 280 300 320 340

Nous avons pu avoir un apercu de la diversité de structures des CTB, en particulier via la
fonctionnalisation au niveau des groupes X et Y ce qui permet de les utiliser dans plusieurs domaines, le
plus courant étant la reconnaissance moléculaire. La présence de cycles benzéniques offre en effet la
possibilité de former des interactions multiples w-cation ou m-anion menant a la reconnaissance de petites
entités chargées comme des cations alcalins ", des ammoniums, ’? voire méme des cations de métaux de
transition f.”

Les anions, plus difficiles a complexer car plus volumineux, ont aussi été reconnus par des CTB
modifiés de facon a générer des interactions non covalentes additionnelles aux m-anion. "' Enfin, des
molécules non chargées mais riches en aromatiques comme des fullerénes sont de bons substrats pour des
récepteurs CTB grace a I’existence de nombreuses interactions n-w stabilisant le complexe.

08, Lefevre, D. Zhang, E. Godart, M. Jean, N. Vanthuyne, J.-C. Mulatier, J.-P. Dutasta, L. Guy, A. Martinez, Chem. Eur. J.,
2016, 22, 2068-2074.

1 M. J. Hardie, R. Ahmad, C. J. Sumby, New Journal of Chemistry, 2005, 29, 1231-1240.

2], A. Hyatt, J. Org. Chem., 1978, 43, 1808-1811.

3 H. H. Dam, D. N. Reinhoudt, W. Verboom, New Journal of Chemistry, 2007, 31, 1620-1632.

" 0. Reynes, F. Maillard, J.-C. Moutet, G. Royal;,E. Saint-Aman, G. Stanciu, J.-P. Dutasta;,l. Gosse;,J.-C. Mulatier, J.
Organometallic Chem., 2001, 637-639.

5 K. Travis Holman, G. William Orr, J. L. Atwood, J. W. Steed, Chem. Commun., 1998, 2109-2110.

76 J. W. Steed, P. C. Junk, J. L. Atwood, M. J. Barnes, C. L. Raston, R. S. Burkhalter, J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 10346-10347.
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Les autres champs d’application des CTB font davantage appel a des polymeéres ou des assemblages
supramoléculaires de couronne CTB en chimie des matériaux (gels polymeres). 81 J-C. Chambron les utilise
aussi dans le cadre de la chimie combinatoire dynamique.’” Ainsi le motif CTB constitue plutot une brique
intermédiaire de synthése vers des molécules plus complexes. Nous allons dans la suite présenter des
molécules comportant deux unités CTB appelées cryptophanes.

1.4.2. Les cryptophanes

Les cryptophanes sont des molécules en forme de cage, de la famille des hémicarcérands, constituées
de deux unités CTB qui se font face et reliées par trois bras espaceurs de taille variable. La synthése des
cryptophanes a été largement développée par A. Collet a partir de 1981 @ puis s’est diversifiée avec la
contribution d’autres équipes dont celles de J-P. Dutasta et T. Brotin a Lyon,” P. Berthault ® a Paris, 1.J.
Dmochowski en Pennsylvanie,® L. Schroder 8 a Berlin, ou encore A. Pines a Berkeley. 8 Pour nommer
ces molécules, on disposait d’une nomenclature arbitraire uniquement a base de lettres majuscules,
correspondant a 1’ordre de leur découverte, mais qui s’est par la suite précisée. On nomme maintenant un
cryptophane en fonction de la longueur de chaine des bras espaceurs que 1’on indique entre crochets, et de
la nature des substituants des deux entités CTB qui le constituent (figure 18).

fo) \ MeO/// MeO o Meo///o \\ MeO
/OMe 0 / \
(o) (o)
MeO O OMe OV o, Mo @ 9 owme
A C —_—
cryptophane[222](OMe)q cryptophane[222](OMe); cryptophane[223](OMe)g

Figure 18 : Structure et nomenclature de quelques cryptophanes

Etant formé de deux CTB a présent liés I’un a I’autre, I’orientation d’un « chapeau » par rapport a
I’autre a son importance, et il existe des conformations (figure 19-b) variées de cryptophane. Enfin,
pouvant individuellement étre de configuration P ou M, un cryptophane peut exister sous différentes
configurations (figure 19-a)

" i
Meo” § O OMe ™Yo } Meoé % MeO ?
KOM'&SO o ome |  meo P Q ome QM
N ) . N o
N | N Y,
e .
cryptophanes[222](OMe)ganti (chiraux) cryptophane[222](OMe)g syn (achiral)

7 J. Sanseverino, J-C. Chambron, E. Aubert, E. Espinosa, J.Org.Chem., 2011, 76, 1914-1917.

8 J. Gabard, A. Collet, Chem. Commun., 1981, 1137.

9T, Brotin, J-P. Dutasta, Chem. Rev., 2009, 109 (1), 88-130.

80 T. Traoré, L. Delacour, S. Garcia-Argote, P, Berthault, J-C. Cintrat, B. Rousseau, Org. Lett., 2010, 12 (5), 960.
81 N.S. Khan, B.A. Riggle, G.K. Seward, Y. Bai, I.J. Dmochowski, Bioconjugate Chem., 2015, 26 (1), 101.

82 R. Tyagi, C. Witte, R. Haagand, L. Schroder, Org. Lett., 2014, 16 (17), 4436-4439.

83 K. K. Palaniappan, M. B. Francis, A. Pines, D.E. Wemmer, Isr. J. Chem., 2014, 54, 104 — 112.
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out-out in-out saddle-out

Figure 19 : Différentes configurations (a) d’'un méme cryptophane et (b) diverses conformations pouvant étre
adoptées par un cryptophane.

Les cryptophanes sont tous comme les CTB utilisés dans le cadre de la reconnaissance de petites
entités chimiques cationigues, anioniques ou neutres. L’efficacité en terme de complexation de substrats
est accrue puisqu’on dispose d’un nombre deux fois plus important d’interactions non covalentes (r-cation
m-anion ou 7-1) et surtout grace a la structure de cage de ces récepteurs qui encapsulent plus efficacement
leurs invités. La tendance actuelle consiste a rendre possible ces phénomenes de reconnaissance en milieu
biologique, donc, dans un premier temps, en milieu aqueux pour le chimiste, et ce a des concentrations
raisonnables pour des applications en biologie. Or, un cryptophane de type [222](OMe)s constitue un objet
hydrophobe compte tenu du grand nombre de cycles aromatiques et de chaines carbonées caractérisant son
squelette. Différentes stratégies de fonctionnalisation de cryptophanes, en vue de les rendre hydrosolubles,
ont déja été explorées (figure 20) : utilisant par exemple I’introduction de complexes de métaux de
transition aboutissant a une molécule cage globalement polychargée,® ou I’ajout de fonctions ou groupes
organiques susceptibles d’interagir avec des molécules d’eau via I’instauration de nombreuses liaisons
hydrogéne. &

6+

0 HO
eQO Q OMe Hof 0 0 9 o”¢ﬂ{N<O{o (H)
*CpRu RuCp* Q @ 0 Q OHOH
RuCp*
OH

Figure 20 : Exemples de cryptophanes hydrosolubles.

Les cryptophanes, méme s’ils sont plus évolués qu’un simple récepteur CTB, souffrent d’une trop
grande symétrie intrinseque a leur structure, qui tend a limiter la gamme de structures accessibles et donc
la diversité de domaines d’application envisageables pour des récepteurs en forme de cage. Nous avons
évoqué en début de chapitre notre volonté de combiner les propriétés de reconnaissance de récepteurs
moléculaires, a I’intégration de site catalytique au cceur d’une cavité. Les équipes d’A. Martinez et de J-P.
Dutasta ont développé la synthése de récepteurs hétéroditopiques pouvant remplir ces deux fonctions : les
hémicryptophanes.

84 R.M. Fairchild, A.1. Joseph, K.T. Holman, H.A. Fogarty, T. Brotin, J-P. Dutasta, C. Boutin, G.Huber, P. Berthault, J. Am. Chem.
Soc., 2010, 132, 15505.
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1.4.3. Les hémicryptophanes (HC)

1.4.3.1. Présentation

Les hémicryptophanes sont composés d’une unité CTB reliée via trois bras espaceurs a une seconde
unité de symétrie Cs mais distincte d’un CTB. Méme si le terme hémicryptophane n’apparait qu’au milieu
des années 1990,% leur découverte par A. Collet et -M. Lehn a eu lieu en 1982, date a laquelle ils reportent
la synthése du premier hémicryptophane 8 formé d’un CTB tri-méthoxy et d’un éther couronne. Il a
effectivement fallu prés de 15 ans avant de mettre au point des synthéses de nouveaux hémicryptophanes
aux formes trés variables (figure 21).
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Figure 21 : Exemples d’hémicryptophanes décrits dans la littérature: &7 88 89

Il existe principalement trois voies de synthése de ces molécules cages, schématisées figure 22-a: la voie
A consiste a partir d’un CTB, puis de le fonctionnaliser afin d’allonger les bras espaceurs avant de coupler
I’intermédiaire obtenu avec la seconde unité Cs de la molécule. Un exemple concret est présenté figure 22-
b. La seconde voie est un couplage direct entre deux unités Cs. Enfin la voie C, démarre par la construction
ou I’utilisation d’un tripode commercial qui fera face au CTB, puis on le fonctionnalise et on y greffe des
bras espaceurs porteurs en bout de chaine d’un précurseur de cyclisation de CTB de type alcool benzylique.
La fermeture de la cage est alors réalisée par le haut, en milieu acide dans des conditions similaires a celle
de la cyclisation d’un CTB.

8 A. Collet, Comprehensive Supramolecular Chemistry, Vol. 2 (Eds.: J. L. Atwood, J.E. D. Davies, F. Macnicol, F. Végtle and
J. M. Lehn), Pergamon, Oxford, 1996.

86 ], Canceill, A. Collet; J. Gabard, F. Kotzyba-Hibert, J.-M. Lehn, Helvetica Chimica Acta, 1982, 65, 1894-1897.

87 D. G. Rivera, L. A. Wessjohann, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 7122-7123.

88 S, Le Gac, I. Jabin, Chem. Eur. J. 2008, 14, 548-557.

89 F., Bregier, J. Lavalle, J. C. Chambron, Eur. J. Org. Chem., 2013, 2666-2671.
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Figure 22 : a- Représentation schématique des trois voies de synthése d’hémicryptophanes. b- Conditions
opératoires pour la synthése d’un hémicryptophane (1) de type tren par la voie A. % (Nous verrons des exemples de
synthése d’hémicryptophanes par la voie B dans les chapitres 2 et 4.)

1.4.3.2. Hémicryptophanes et reconnaissance.

La structure hétéroditopique des hémicryptophanes leur confére des propriétés de reconnaissance
moléculaire. On sait déja que le « chapeau » CTB en haut de la cage peut donner lieu a des interactions
avec des entités chargées ou neutres. Il présente cependant une préférence pour les cations, en particulier
les ammoniums primaires qui sont localement de symétrie Cs, et donc de géométrie optimale pour interagir
avec un récepteur de méme symeétrie. Il en est de méme pour les hémicryptophanes qui constituent de ce
point de vue une version améliorée des CTB. Par exemple, le tripode constituant la partie basse de la cage
peut aussi présenter des propriétés de reconnaissance des ammoniums en formant avec ces invités des
liaisons hydrogénes, plus stabilisantes que des interactions zt-cation. De plus, 1’effet d’encapsulation de B
est plus marqué que pour le récepteur ouvert A ce qui meéne a ses constantes de complexation élevées
(figure 23).

iy HN \
NH P> HN— K =2,5.105 L.mol*

Figure 23 : Comparaison entre la complexation du cation benzylammonium primaire par un récepteur CTB et un
hémicryptophane. L hémicryptophane ! encapsule mieux 1’invité et contracte des interactions de plus haute
énergie : liaison hydrogéne (vert) > n-n (rouge) > n-HX (violet). Constante d’affinité K déterminée par titration
RMN dans un mélange CHCIls/ MeOH (95/5)

% B. Chételet, E. Payet, O. Perraud, P. Dimitrov-Raytchev, L-L. Chapellet, V. Dufaud, A. Martinez, J-P. Dutasta, Org. Lett.,
2011, 13 (14), 3706-3709.
910. Perraud, S. Lefevre, V. Robert, A. Martinez, J-P. Dutasta, Org. Biomol. Chem., 2012,10, 1056-1059.
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D’un autre cOté, si la partie inférieure de la cavité est concue de fagon a reconnaitre les anions - en
intégrant un cycle aromatique électro-appauvri par exemple, ou en coordinant un métal chargé
positivement (interaction électrostatique) - I’hémicryptophane est alors en mesure d’encapsuler des paires
d’ions % et des zwiterrions. Ceci a été mis a profit dans le cadre de la reconnaissance de molécules d’intérét
biologique au sein du laboratoire de Lyon ou de Melbourne, avec la complexation de zwiterrions comme
la taurine, % la carnitine, **la choline phosphate * par des hémicryptophanes (figure 24).
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Figure 24 : Exemples de complexes d’hémicryptophanes encapsulant des paires d’ions et des zwitterions %2 %

La reconnaissance sélective de sucres, sous leur forme énantiopure, est favorisée par la chiralité de
I’unité CTB, et donc des hémicryptophanes, mais aussi grace a I’intégration d’autres sources de chiralité
(centrale ou axiale) lors de la synthése de ces récepteurs (figure 25). Les diastéréoisomeres obtenus sont
alors séparables par chromatographie classique méme si souvent plusieurs colonnes sont nécessaires.
Récemment, une méthode de synthése énantiospécifique d’une série d’hémicryptophanes tren a été mise
au point, a partir de CTB énantiopur, " obtenu par chromatographie chirale.
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Figure 25 : Exemples de récepteurs hémicryptophanes portant deux sources de chiralité utilisés en reconnaissance
sélective de sucres énantiopurs. % %% Constantes d’association de 2 stéréoisoméres de I’hémicryptophane 11 avec
différents sucres (octylglucopyranoside et octylmannopyranoside), obtenues par titrations RMN (CDCls, 500MHz).

L’apport des hémicryptophanes ne se résume pas a des progrés dans le cadre de la reconnaissance
moléculaire, mais ouvre aussi des portes vers la catalyse en milieu confiné.

920, Perraud, V. Robert, A. Martinez, and J.-P. Dutasta, Chem. Eur. J., 2011, 17, 4177.

9 J. R. Cochrane, A. Schmitt, U. Wille, C. A. Hutton, Chem.Commun., 2013, 49, 8504 — 8506.

% D. Zhang, G. Gao, L. Guy, V. Robert, A. Martinez, J-P. Dutasta, Chem. Commun., 2015, 51, 2679-2682.

08, Lefevre, D. Zhang, E. Godart, M. Jean, N. Vanthuyne, J.-C. Mulatier, J.-P. Dutasta, L. Guy, A. Martinez, Chem. Eur. J.,
2016, 22, 2068-2074.

8 These de Sara Lefévre, Synthése de récepteurs cyclotribenzyléne et hémicryptophane. Propriétés chiroptiques, reconnaissance
moléculaire et fluorescence, 2016, université de Lyon.

% A. Schmitt, O. Perraud, E. Payet, B. Chatelet, B. Bousquet, M. Valls, D. Padula, L. Di Bari, J-P. Dutasta, A. Martinez, Org.
Biomol. Chem., 2014, 12, 4211.

% S, Lefevre, A. Heloin, D. Pitrat, J-C. Mulatier, N. Vanthuyne, M. Jean, J-P. Dutasta, L. Guy, A. Martinez, J. Org. Chem., 2016,
81, 3199-3205.
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1.4.3.3. Hémicryptophanes et catalyse.

Les hémicryptophanes de type tren sont structurellement proches d’organocatalyseurs phosphorés
appelés les bases de Verkade, ainsi que leurs acides conjugués les azaphosphatranes, aux multiples
applications en synthése et catalyse organique.®” L’insertion du phosphore dans une structure de type
hémicryptophane a été réalisée en 2011 dans I’équipe de J-P. Dutasta et A. Martinez, % la version encagée

des superbases de Verkade s’est montrée efficace dans le cadre de la catalyse de réactions de Diels-Alder.
99

Cependant les hémicryptophanes sont aussi propices a des applications en catalyse organométallique
(figure 26). 1l est en effet possible de choisir la constitution de 1’unité basse d’un hémicryptophane et de la
fonctionnaliser de fagon a obtenir un bon ligand pour des métaux utilisés en catalyse. On peut alors étudier
I’effet de confinement du site catalytique par comparaison a des systémes ouverts, ainsi que jouer sur la
taille, D’hydrophobicité, ou la fonctionnalisation de la cavité en modulant la structure des
hémicryptophanes.

Aujourd’hui, ce sont les complexes hémicryptophane@vanadium qui sont les plus prometteurs dans
le domaine de la catalyse. Alors que certains complexes obtenus présentent des propriétés structurales
intéressantes, 1% d’autres structures se sont montrées efficaces en catalyse d’oxydation de composés
soufrés.101 192 | ES complexationS du cuivre et du zinc ont aussi été réalisées. Les complexes de cuivre ont
été utilisés dans le cadre de I’oxydation de cycloalcanes, 1 et ceux de zinc pour I’hydrolyse de carbonate.?*
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Figure 26 : Quelques catalyseurs de types hémicryptophane et leur utilisation en catalyse organique ou
organométallique.

9. G. Verkade, P. B. Kisang, Aldrichimica Acta , 2004, 37, n°1.

9 P, Dimitrov Raytchev, A. Martinez, H. Gornitzka, J-P Dutasta, J. Am. Chem. Soc., 2011, 133, 2157-2159.

9 B. Chatelet, V. Dufaud, J-P. Dutasta, A. Martinez, J. Org. Chem., 2014, 79 (18), 8684-8688.

100 A Martinez, V. Robert, H. Gornitzka, J-P. Dutasta, Chemistry, 2010, 16(2), 520.

101 A Martinez, J-P Dutasta, Journal of Catalysis, 2009, 267, 188-192.

102 D, Zhang, K Jamieson, L. Guy, G. Gao, J-P .Dutasta, A. Martinez, Chemical Science, 2017, 8, 789.

103 O, Perraud, A. B. Sorokin, J-P. Dutasta, A. Martinez, Chem. Commun., 2013, 13, 1288.

104y, Makita, K. Sugimoto, K. Furuyoshi, K. Ikeda, S.Fujiwara, T. Shin-ike, A. Ogawa, Inorg. Chem., 2010, 49 (16), 7220-7222.
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1.4.4. Objectifs de la thése

L’objectif premier de cette thése consiste a développer un nouveau champ d’application des molécules
cages de type hémicryptophane en s’appuyant sur les connaissances déja acquises sur ces structures. On
connaissait les propriétés de reconnaissance des hémicryptophanes, ainsi que leur capacité a complexer
des métaux de transition d, pour une utilisation en catalyse. Il s’agit d’aller plus loin en nous intéressant
aux métaux de transition f. Cette catégorie de métaux est en effet reconnue pour ses propriétés magnétiques,
optiques, et est largement utilisée dans le domaine médical. Le Gd'"" est par exemple communément utilisé
en Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) pour le diagnostic de diverses pathologies. Les cations
Eul™, ThM, YU sm( sont des éléments fluorescents pouvant étre au cceur de sondes biomédicales.
L’Ac a des propriétés radioactives qui peuvent étre mises a profit pour la tomographie par émission de
positons. Nous avons donc entamé des recherches visant & mettre au point la synthése de sondes a base de
lanthanides. Isolés, les cations Ln") sont toxiques du fait de leur tendance a former des hydroxydes
insolubles, bouchant alors les canaux de circulation sanguine. 1l faut donc masquer leur toxicité grace a
des ligands adaptés. C’est ici qu’entrent en jeu les hémicryptophanes.

La complexation de cations Ln{"V réclamant 8 a 9 sites de coordination en moyenne (contre 3 & 6 pour
les métaux de transition), il a d’abord fallu définir la structure et mettre au point la synthése
d’hémicryptophanes suffisamment fonctionnalisés pour assurer la stabilité des complexes. Nous nous
sommes focalisés sur deux types de sondes a base de lanthanides pour concevoir des hémicryptophanes
adaptés : des sondes magnétiques et fluorescentes. Le chapitre 2 de cette these portera sur les sondes a base
de gadolinium dans le but de former de bons agents de contraste en IRM du proton. Dans le cadre de cette
méthode d’imagerie par résonance magnétique nous avons aussi travaillé sur la synthése d’un cryptophane,
déja bien connu en tant que sonde en IRM du xénon, mais cette fois, rendu hydrosoluble par greffage de
plusieurs sucres pour une meilleure biocompatibilité. Le cryptophane étudié est reconnu pour sa capacité
a encapsuler un atome de xénon de maniére efficace, et le complexe [cryptophane hydrosoluble-Xe]
résultant pourrait constituer une bonne sonde hydrosoluble dans le cadre de I’IRM au Xe hyperpolarisé.
Nous développerons plus en détail cette méthode d’imagerie dans le chapitre 3 de ce manuscrit. Enfin la
synthése et 1’é¢tude de complexes hémicryptophane-lanthanide fluorescents, a base d’europium et de
terbium, feront I’objet du chapitre 4.

L’avantage des hémicryptophanes dans le cadre d’imageries a base de lanthanides, réside dans la
possibilité de combiner ultérieurement les propriétés magnétiques du gadolinium, ou optiques des métaux
de transition f fluorescents, aux propriétés de reconnaissance des hémicryptophanes. On pourrait ainsi
mettre au point des biosondes spécifiques dont le principe de fonctionnement est schématisé figure 27. Ce
travail est ainsi le début d’un projet de recherche de plus long terme. Par conséquent, I’essentiel de cette
these traite de la synthese de molécules cages fonctionnalisées, ainsi que leur complexation a des entités
utilisées en IRM ou fluorescence (lanthanide ou xénon), et je vous présenterai les premiers résultats dans
le cadre d’applications concrétes en imagerie.
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Figure 27 : Principe de fonctionnement des sondes de type hémicryptophane-lanthanide.
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Chapitre 2 : Encapsulation de Gd(l11)
au sein d’héemicryptophanes : vers la
conception d’agent de contraste IRM
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2.1. L’IRM du proton.

2.1.1. Principe de fonctionnement

2.1.1.1. Généralités sur 'IRM

L’imagerie regroupe plusieurs techniques permettant d’extraire des informations a caractére médical.
On classe ces méthodes en fonction de leur résolution, leur sensibilité ou leur caractére invasif. Nous nous
intéresserons au cours de ce chapitre a I’imagerie par résonance magnétique (IRM) du proton, qui donne
des images de bonne résolution et présente 1’avantage d’étre non invasive (tableau 2).

Technique Avantages Inconvénients Résolution  Sensibilité (seuil de
détection en mole)
PET Tres sensible Radioactivité, détection 1-2mm 10"
d’un seul noyau radioactif
CT Trés rapide Rayons X, mauvaise 50 um 10
résolution des tissus mous
MRI Non invasif, tres Faible sensibilité 50 um 10€10°
bonne résolution
Fluorescence Mise en ceuvre facile, Faible profondeur de 1-2 mm 10 2
peu cher, non invasif pénétration
Ultrasons Rapide, indolore Peu de contraste et de 50 um 108
sensibilité

Tableau 2 : Les principaux avantages et les limites de plusieurs techniques d’imagerie médicales %106

Le fonctionnement de I'IRM est basé sur le principe général de la RMN-H, mais la différence entre les
deux réside dans la nature des informations extraites des mesures. Alors que la RMN a pour objectif de
distinguer I’ensemble des protons d’un échantillon selon leur environnement chimique, I’IRM se focalise
sur les protons de I’eau uniquement, et fournit des informations sur la répartition spatiale de ces molécules
au sein d’un échantillon ou d’un patient. L’TRM constitue donc une méthode de choix dans le domaine
médical puisqu’elle permet de sonder 1I’ensemble du corps humain, composé a 70% d’eau.

Techniguement, les spins nucléaires des protons de 1’eau (assimilables a des aimants), sont orientés sous
I’influence d’un champ magnétique global By, puis irradiés par une succession d’impulsions
radiofréquence (comme en RMN), ce qui a pour conséquence de les faire basculer dans le plan transverse.
Leur retour a 1’équilibre, ou relaxation, génere un signal dont I’intensité sera directement liée au nombre
de molécules d’eau de I’échantillon (ainsi qu’a d’autres paramétres de relaxation sur lesquels nous
reviendrons en 2.1.1.2). C’est ensuite I’utilisation de gradients de champs magnétiques additionnels %7 qui
permet de balayer 1’espace selon deux dimensions, et des logiciels de reconstruction d’images donnent
aujourd’hui accés a une vision en trois dimensions du patient examiné.

Les images IRM en densité de protons ainsi obtenues permettent de distinguer différents tissus en fonction
de la quantité moyenne d’eau qu’ils contiennent, mais le contraste n’est pas toujours suffisant pour pouvoir
effectuer un diagnostic correct. C’est une premicre raison au manque de sensibilité de cette technique
d’imagerie évoqué dans le tableau 2. Une manic¢re d’y remédier consiste a nuancer 1’image en fonction
d’autres parametres caractéristiques du phénomene de relaxation a I’origine du signal IRM.

195Baker M., Nature, 2010, 463, 977-980.

106 Weissleder R., Ross B.D., Rehemtulla A., Gambhir S.S., Molecular imaging : principles and practice, 2010, ISBN :
9781607950059.

107 Merbach A., Helm L., Toth E., The chemistry of contrast agents in medical MRI, Wiley Ed., 2013, ISBN : 9781-119-99176-2
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2.1.1.2. Images IRM T1 et T,

Si on met de coté les gradients de champs magnétiques, la séquence d’impulsions IRM s’apparente a
une succession d’échos de spin (figure 28). 18 Elle est basée sur une répétition d’impulsions 90°-180° dont
le principe est rappelé ci-dessous. Le vecteur M correspondant a 1’aimantation globale d’un échantillon
initialement orienté selon 1’axe longitudinal z, est basculé dans le plan transverse via une impulsion a 90°.
Dés la fin de la radiofréquence (RF) un processus de relaxation se met en place. A cela s’ajoute un
déphasage des spins qui serait responsable d’une atténuation du signal recueilli. Le réle de I’'impulsion a
180° est de rephaser les spins et recouvrer la totalité du signal d’aimantation avant 1’enregistrement du
signal. d B

a = b c
%@E@@

agmb ¢ e
1 N
a0* 180° TR 20° 180°

A

Figure 28 : Séquence d’écho de spin et représentation des spins dans le plan transverse au cours du temps.

On caractérise la relaxation longitudinale par un temps T qui correspond au temps nécessaire pour
que I’aimantation longitudinale ait retrouvé 63% de son amplitude initiale. La relaxation transversale est
guant a elle associée au temps T, défini par le délai requis pour que le tissu revienne a 37% de son
aimantation transversale. Le signal IRM noté S (eq (1)), que 1’on recueille uniquement dans le plan
transverse, fait intervenir les temps Ti et Ty, intrinseques au tissu analysé, mais aussi deux autres
paramétres. Le temps de répétition TR est celui écoulé entre deux impulsions de 90° et le temps d’écho TE
correspond au temps entre I'impulsion de 90° et le recueil de I'écho de spin. En jouant sur ces paramétres
(TR et TE), I’opérateur peut rendre un des deux termes exponentiels prédominant, donnant lieu a
différentes images IRM. eq (1)

TR TE
Soc(l —e_ﬁ).e_ﬁ 109
Considérons ° un tissu A, qui relaxe moins vite qu’un autre tissu B. Si on répéte rapidement I’impulsion
RF & 90° (TR court) pour faire basculer de nouveau le vecteur M, la composante transversale de ce vecteur
sera plus importante pour le tissu B au début de la deuxieme relaxation (TE court) et 1’image obtenue
montrera un contraste entre les tissus A et B : elle est dite "pondérée T,". En revanche, si on choisit un TR
long, les deux tissus ont le temps de relaxer entiérement avant la seconde impulsion a 90° (pas de contraste

si T, court), on s’affranchit donc de la pondération T1. La différence entre les deux signaux est alors
optimale seulement & partir d’un temps TE long. L’image est dite « pondérée T, » (figure 29). *

signa Récupération de I'aimantation longitudinale de signal

A aprés la 18 séquence spin-écho -
R -~ — — Récupération de I'aimantation longitudinale de e ’
// B apres la 1° séquence spin-écho I/
1 Décroissance de I'aimantation transversale de
! o A aprés la 2" séquence spin-écho > ¢
R " —— Décroissance de I'aimantation transversale de TR long
TR court B aprés la 2" séquence spin-écho Image pondérée T,

Image pondérée T,
Figure 29 : Evolution du signal IRM pour deux tissus A et B tels que T:A>T1B et T,A>T,B. Principe de

pondération en Ty et/ou T» d’une image IRM

108 M. Décors, Imagerie de résonance magnétique, CNRS éditions, EDP sciences, 2012.

109 W, Krause, Contrast Agents | : Magnetic Resonance Imaging, Springer Ed., 2002, ISBN : 3540422471.

110 D, Weishaupt, V. D. Kéchli, B. Maincek, How does MRI work?, Springer Ed., 2008.

* |e cas correspondant & une image en densité de proton est celui ou aucune des deux pondérations T1 et T2 n’est responsable du

contraste, en appliquant un temps TR long et TE court.
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L’intensité du signal est alors retranscrite sous forme de nuance de gris (figure 30) dans chaque pixel de
I’image IR. Dans la plupart des cas, le contraste est suffisant pour établir un diagnostic, mais pour certaines
pathologies, ou plus généralement, lorsqu’il s’agit de distinguer les tissus mous de 1’organisme, les temps
de relaxation des protons sont trop proches pour les différencier. C’est alors que 1’utilisation d’agents de
contraste devient nécessaire. '

LAY

Figure 30 : IRM d’une coupe de cerveau humain obtenue selon 3 pondérations distinctes (Proton Density, T1, T2)

2.1.2. Utilisation d’agents de contraste en IRM

Les agents de contraste sont des entités paramagnétiques qui affectent directement les temps T1 et T
selon I’équation (2) suivante, établie par les physiciens I. Solomon et N. Bloembergen :
l= ! ! = ! ; i=1,2) eq (2)
Ti Tigia Tipara  Tidia trnt (=1 d
La contribution diamagnétique est toujours présente, mais cette équation, (ot C correspond a la
concentration en agent de contraste), montre que 1’ajout d’un agent paramagnétique accroit la vitesse de
relaxation des protons environnants. Pour quantifier ceci, le parametre r; a été mis introduit. 1l s’agit de la
relaxivité de I’espéce paramagnétique qui caractérise son efficacité. Plus précisément, la relaxivité est
définie comme étant la contribution a I’augmentation de la vitesse de relaxation des protons de 1’eau
apportée par une millimole par litre d’ion paramagnétique. On distingue alors les agents de contrastes Ty,
qui ont un impact plus fort sur la relaxation longitudinale, des agents de contraste T, qui influencent
davantage la vitesse de relaxation transversale.

2.1.2.1. Agents de contraste T,

Les agents de contraste T, commercialisés sont constitués de nanoparticules d’oxyde de Fer, Fe3Oa,
et sont qualifiés d’agents a effet négatif. En effet, la diffusion de ces espéces s’accompagne d’un hyposignal
(zone de plus en plus foncée) lorsque T diminue. Les nanoparticules sont fonctionnalisées en surface de
facon & controler leur taille et éviter leur agrégation (ce qui les rendrait toxiques). On peut ainsi choisir
d’enrober la particule avec de longues chaines fonctionnalisées, générant ainsi une géne stérique suffisante
pour éviter ’agglomération. Une autre stratégie consiste a greffer des fonctions chargées en surface,
provoquant ainsi une répulsion électrostatique. Les agents de contrastes obtenus ont alors des tailles
variables et vont diffuser préférentiellement dans certains organes en fonction de leur diamétre (tableau 3).

Nom Type de Diametre r r Organes ciblés
particules (nm) (L.mmolts?) (L.mmolts?)
lumirem  Oral SPIO 300 3 74 Estomac/Intestins
endorem SPIO 80-150 23,9 98,3 Foie /rate
combidex USPIO 20-40 10 60 Sang/ lymphe

Tableau 3 : Caractéristiques de quelques agents de contrastes T, commerciaux. 112 113

11 E, Terreno, D. Delli Castelli, A. Viale, S. Aime ; Chem. Rev., 2010, 110, 3019-3042.
112 3, Y-X. J Wang, Quant. Imaging. Med. Surg., 2011, 1(1), 35-40.
13 ], Y-X. JWang, S. M. Hussain, G. P. Krestin, Eur. Radiol., 2001, 11, 2319-2331.

34



La majorité des agents de contraste commerciaux sont plutdt de type Ty, et ce, pour deux raisons :
d’une part, I’accélération de la relaxation longitudinale correspond cette fois a un hypersignal (surbrillance)
plus facilement perceptible, et d’autre part, la diminution de T, permet de diminuer le délai entre deux
impulsions successives, et ainsi raccourcir le temps d’acquisition. En revanche, la relaxation transversale
T> correspond a un déphasage de 1’aimantation et son temps de retour a I’équilibre n’a pas d’influence sur
la durée de 1I’examen. Nous nous limiterons dans la suite de cette these aux agents de contraste T.

2.1.2.2. Agents de contraste T

Les agents de contraste T, utilisés en routine aujourd’hui sont essentiellement & base de gadolinium
(1) (figure 31), et se distinguent les uns des autres par la structure du ligand. La coordinence du Gd(l11)
étant de 8 ou 9, les ligands commerciaux sont élaborés de facon a laisser un site de coordination disponible
pour permettre la relaxation des molécules d’eau.

Dotarem MultiHance
a- 0 b-
OH,
Q PH: 00, | _.0_0
=/ (0] Y G 3+’,,,,,\f,
K O--1-----Gd? o)
rN NS RN
L 3+ggi---1--0 RN
0 S o v o
o \_"./ 0 OBn .
o 0 sans agent avec agent
o de contraste de contraste
M =36mM.s" M=61mM"s"

Figure 31 : a-Quelques agents de contraste T; utilisés en routine et relaxivités associées mesuréesa 1,5 T. b-
détection d’une tumeur au cerveau grace a un agent de contraste T1

Le choix de ce cation n’est pas anodin, puisqu’il posséde au total 7 électrons célibataires, soit un spin
électronique optimal de 7/2. Ainsi, I’interaction spin électronique-spin nucléaire des protons de I’eau est
accrue avec ce métal, ce qui va de pair avec une bonne relaxivité, et, par conséguent, un contraste important
entre les zones ou les complexes de gadolinium diffusent et celles ou ils sont absents. Enfin, ces agents
sont trés pratiques pour mettre en relief les zones fortement irriguées du corps humain, ce qui est le cas des
tumeurs, meétastases ou encore, les inflammations. Cependant, le gadolinium n’est pas un élément
inoffensif pour les étres vivants. A pH physiologique, le cation Gd** a tendance a former des hydroxydes
qui précipitent et sont susceptibles d’obstruer des vaisseaux sanguins. Méme sans ces considérations sur
le pH, le Gd** reste toxique dans la mesure ou il présente des caractéristiques similaires a d’autres cations
endogeénes (rayon, dureté, et charge proches de celles du Ca?*, ou du Zn?*). Il peut alors y avoir
remplacement du calcium ou du zinc par le Gd au sein méme des 0s, ou dans certaines enzymes ce qui est
a I’origine de maladies telles que les fibroses néphrogéniques systémiques (FNS). 1° C’est pour cela que
I’utilisation d’agents de contraste en IRM n’est pas automatique, et que, lorsque cela s’avére nécessaire,
un ligand encapsule le Gd **.1*6 Les complexes jouent le réle de « catalyseurs » 7 puisqu’un seul complexe
peut relaxer un grand nombre de molécules d’eau. Ainsi, pour conserver 1’effet sur I’optimisation du
contraste, il faut maximiser 1’efficacité des agents Ti, pour pouvoir diminuer les doses injectées et
améliorer la sensibilité de cette méthode d’imagerie (eq 2).

14 p, Caravan, J. J. Ellison, T. J. McMurry, R. B. Lauffer, Chem. Rev. 1999, 99, 2293.

115 p, Stratta, C. Canavese, S. Aim, Current Medicinal Chemistry, 2008 , 15, 1229-1235.
116 W.P. Cacheris, S.C. Quay, S.M. Rocklage, Magn Reson Imaging., 1990, 8 (4), 467-81.
17 p, Caravan, Chem.Soc.Rev., 2006, 35, 512-523.
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2.1.3. Différentes stratégies d’optimisation d’agents de contraste T

2.1.3.1. Signal IRM contrélé par un stimulus extérieur

Plusieurs stratégies ont été mises en place pour améliorer le diagnostic IRM via I’utilisation
d’agents de contrastes T; qualifiés de sensibles (responsive contrast agents 1%8). 11 s’agit d’observer un
changement au niveau du signal IRM d{ & un stimulus extérieur (variation de pH 9, réaction redox %,
irradiation de I’échantillon '?1...). Si ce stimulus est lié a une activité biologique spécifique d’une
pathologie, I’agent en question permettra de localiser cette activité et améliorer le diagnostic d’un patient.
Citons I’exemple d’une sonde inspirée de la structure du Dotarem commercial qui a été rendue sensible a
I’activité d’une enzyme, la B-galactosidase (figure 32). Le ligand encapsulant le Gd comporte un bras
espaceur porteur d’un sucre (le galactose), qui en se coordinant au métal paramagnétique, limite I’approche
et la relaxation des molécules d’eau. En présence de 1’enzyme, la fonction éther liant le sucre au ligand est
clivée, permettant aux molécules d’eau de se coordiner au Gd, le tout menant a une diminution du T, de
I’ordre de 30%. Ce concept a été poussé encore plus loin via I’utilisation d’agent de contraste a base de
Fe(Il) pour la mise en place de sonde IRM Off-On. On déclenche cette fois une apparition du contraste, et
non pas juste une modification. Le ligand dipyridyltriazacyclononane a été congu de fagon a présenter un
troisiéme bras, qui s’effondre sous 1’action d’un stimulus chimique. En effet, la réduction d’un groupement
nitro -NO; en para d’un benzéne en amine provoque le passage d’une sonde diamagnétique (invisible en
IRM) & un complexe paramagnétique générant un signal. 122

oS @ @
\/<\ 9= \/ \da: \/

Figure 32 : Exemples d’agents de contraste IRM sensibles a des stimuli extérieurs.

Cependant, ces méthodes ne contribuent pas a améliorer concrétement les valeurs de relaxivité des agents
de contraste T, pour ce faire, il faut considérer divers parametres.

2.1.3.2. Optimisation des paramétres de relaxation longitudinale (Annexe 1 pour des détails théoriques)

C’est en s’appuyant sur la théorie de Solomon Bloembergen et Morgan (S.B.M.) 2 que ’on a accés
aux paramétres intrinséques de la relaxation des molécules d’eau par le Gadolinium. Le premier paramétre
impactant sur la valeur de la relaxivité est la force du champ magnétique imposé, mais ceci concerne plut6t
le progrés technologique de mise en ceuvre des appareils IRM. Actuellement, les examens IRM sont
réalisés a bas champ (1 a 3 T en moyenne). Pour comprendre 1’influence des autres parametres, il faut
garder a I’esprit que le principal mécanisme de relaxation des protons de 1’eau par un complexe de Gd se
décompose en deux étapes indépendantes I’une de I’autre : d’une part, I’échange des molécules d’eau entre
sphere de coordination interne et sphére externe, et d’autre part, 1’étape de relaxation des protons de 1’eau
par couplage spin-spin. Les paramétres mis en jeu sont représentés sur la figure 33.

118 G-L. Davis, I. Krambergen, J. J. Davis, Chem. Commun, 2013, 49(84), 9704-9721.

1193 Hall, R. Haner, S. Aime, M. Botta, S. Faulkner, D. Parker,A.S. de Sousa, New J. Chem., 1998, 22, 627.

120 E, Touti, P. Maurin, L. Canaple, O. Beuf, J. Hasserodt , Inorg. Chem., 2012, 51, 31-33

121 C. Tu, A.Y. Louie, Chem Commun., 2007, 13, 1331-1333.

122 C, Gondrand, F. Touti, E. Godart, Y. Berezhanskyy, E. Jeanneau, P.Maurin, J. Hasserodt, Eur. J. Inorg. Chem, 2015, 8, 1379.
1231, Solomon, Phys. Rev., 1955, 99, 559-566.
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Figure 33 : Schéma d’un agent de contraste T en solution, et des différents parametres de relaxation.

o Parametres g, Kech et Ty
Plus le nombre de molécules d’eau de la sphere interne, ¢, capables de se coordinner directement au Gd
est ¢leve, plus la relaxivité sera grande. De méme, plus le mécanisme d’échange des molécules d’eau entre
les différentes sphéres de coordination sera rapide (ke grande ou T, -temps de résidence des molécules
d’eau- petit), plus il y aura de molécules d’eau relaxées pour un temps donné, et plus le signal paraitra
intense. L un des enjeux actuel consiste & maximiser le nombre de molécules d’eau liées au métal. L’équipe
de K.N. Raymond a déja synthétisé des ligands a base d’hydroxypyridinone, HOPO, capables de relaxer 2
a 3 molécules d’eau en méme temps, et possédant de bonnes constantes de vitesse d’échange des molécules
d’eau. 124125 Une autre stratégie consiste a élaborer des dendriméres de Gd. Dans ce cas, méme si chaque
Gd(I11) complexe une seule molécule d’eau, le polymére peut en relaxer un grand nombre. 2

e Le temps de corrélation rotationnel, Tr
Le temps tr caractérise le mouvement de rotation global du complexe de Gd sur lui-méme. Si ce
mouvement est rapide, la vitesse du processus d’échange de molécules d’eau sera atténuée puisque les
molécules d’eau ont des difficultés a atteindre les sites de coordination libres du complexe en rotation
rapide. Ceci tend a diminuer le contraste. L objectif est donc de maximiser ce temps de rotation T, Ce qui
peut étre réalisé en augmentant le poids moléculaire de I’agent de contraste.’?” Des ligands disposant de
groupes pouvant étre reconnus par une protéine (albumine HSA) ont été synthétisés. Le complexe de Gd
obtenu augmente considérablement sa taille et son poids moléculaire optimisant ainsi le tr?

o T et distance Gd-proton
Le temps de relaxation électronique, Ti. est un des paramétres les plus difficiles a évaluer, et dont
I’influence sur la relaxivité n’est pas facilement rationalisable. La raison principale étant que la théorie
S.B.M., servant de base pour comprendre les phénomeénes de relaxation, a un domaine de validité restreint
aux molécules dont le processus de relaxation est qualifié de monoexponentiel. Le gadolinium, avec son
spin électronique de 7/2 est associé a des processus multiexponentiels bien plus complexes. Enfin la
distance Gd-proton a une forte influence, dans la mesure ou la relaxivité est proportionnelle a
(1/d Ga-u20) ). Cependant, c’est a posteriori que I’on peut réaliser la mesure, et il est compliqué
d’anticiper I’influence de la structure du ligand sur cette distance.?®129130

124 A Datta, K.N. Raymond, Acc. Chem. Res., 2009, 42 (7), 938-947.

125 K.N. Raymond, V. C. Pierre, Bioconjugate Chem., 2005, 16, 3-8.

126 3, Lim, B. Turkbey, M. Bernardo, L.H. Jr. Bryant, M. Garzoni, G. M. Pavan, T. Nakajima, P. L. Choyke, E. E. Simanek, H.
Kobayashi., Bioconjugate Chem. 2012, 23 (11), 2291-2299

27w, C. Floyd, P. J. Klemm, D. E. Smile, A. C. Kohlgruber, V. C. Pierre, J. L. Mynar, J. M. J. Frechét, K. N. Raymond, J. Am.
Chem. Soc., 2011, 133, 2390-2393.

128 R.B. Lauffer et al, J. Med. Chem., 2002, 45 (16), pp 3465-3474

129 A, V. Astashkin, A. M. Raitsimring, P. Caravan, J. Phys. Chem., 2004, 108, 1990.

130 M. B. Yim, M. W. J. Makinen, J. Magn. Res., 1986, 70, 89.
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2.1.3.3. L’intérét des hémicryptophanes dans la conception d’agents de contraste T

L’objectif de cette partie du projet de thése est de synthétiser des agents de contraste T, en complexant du
gadolinium au sein d’un hémicryptophane, I’intérét étant double :

1- On espere ainsi pouvoir optimiser plusieurs paramétres de relaxation comme le paramétre g, en
ne sollicitant que 6 a 7 sites de coordination du Gd laissant 2 a 3 sites libres pour la relaxation de ’eau. La
stabilité thermodynamique du complexe serait alors assurée par la structure macrotricyclique du ligand
et sa forme de cage. D’autre part, les hémicryptophanes ayant un poids moléculaire déja conséquent, de
tels agents de contrastes devraient bénéficier d’un temps de corrélation rotationnel favorable. Enfin, si
I’on envisage de complexer le métal dans la partie basse de I’hémicryptophane, I’hydrophobicité de 1’unité
CTB pourrait contribuer & accélérer le processus de sortie des molécules d’eau déja relaxées et donc avoir
un effet sur le parameétre Kech.OU T,

2- On pourrait combiner les propriétés magnétiques des complexes de Gd a celles de reconnaissances
propres aux hémicryptophanes, pour aller vers la synthése de sondes spécifiques. (voir 1.4.4)

2.2. Synthése de ligands hémicryptophanes - complexation du Gd(l11)

Sachant que le nombre de coordination du gadolinium s’éléve a 9, les ligands hémicryptophanes a
synthétiser devrait contenir idéalement 7 sites de coordination au maximum, afin de laisser la place pour
relaxer 2 molécules d’eau (deux fois plus que les agents de contraste commerciaux actuels). Les
hémicryptophanes comportant la sous unité tren sont des cibles de choix puisqu’ils disposent de 4 azotes
susceptibles de former des liaisons de coordination. Il reste a fonctionnaliser la structure de la cage de
facon a ajouter 3 sites supplémentaires, tout en gardant une symétrie Cs, ce qui facilite les analyses. Enfin,
le gadolinium étant trés oxophile, nous nous sommes intéressés a I’insertion de sites de coordination de
type carboxylate, alcool ou phénol, ainsi qu’énol.

2.2.1. Alkylation des fonctions amine d’hémicryptophane-tren

L hémicryptophane (II) ciblé est fortement inspiré de la structure des agents de contraste actuellement
commercialisés, portant de multiples sites carboxylates pour complexer le Gd(I11). Sachant synthétiser la
cage | (figure 22-b, page 26), la nouveauté consiste a alkyler les amines avec des chaines de type acétate.
La complexation du gadolinium dans une telle structure serait alors favorisée par la formation de 3 cycles
a 5 chainons, qui participent a renforcer la stabilité thermodynamique de I’ensemble. La voie de synthése
de Il est schématisée figure 34. Nous avons utilisé une version protégée du groupe acétate, a savoir, le
terbutylbromoacétate comme agent alkylant afin de s’affranchir de la réaction acidobasique entre amine
secondaire et acide carboxylique, mais aussi pour rendre possible la purification du produit désiré par
colonne de chromatographie. Malgré plusieurs tentatives, nous n’avons pu obtenir que 9 mg
d’intermédiaire 4. Nous nous sommes heurtés a des problémes de reproductibilité et de « scale-up » de
cette réaction. En effet, le lancement de la réaction sur 300 mg au lieu de 50 mg méne a 1’obtention d’un
autre produit, de méme poids moléculaire mais ayant perdu la symétrie Cs, pour lequel la structure 5 est
proposee.
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Figure 34 : Schéma de synthése de I’hémicryptophane 11 et structure du sous-produit 5 obtenu

Nous en avons déduit qu’il existait une compétition entre amine tertiaire et secondaire du tren. De plus, les
tests de déprotection des esters tert-butyliques a 1’aide de TFA sur cet intermédiaire se sont révélés
infructueux. Nous avons alors entamé la synthése d’un nouveau ligand ou I’azote tertiaire est remplacé par
un carbone, dans le but d’alkyler sélectivement les amines secondaires. Il s’agit cette fois de coupler le

trialdéhyde 3, avec un analogue carboné du tren 10 par amination réductrice.

Nous disposions au laboratoire de plusieurs grammes de 1’intermédiaire tosylé 8 (obtenu en deux étapes a
partir du tétraalcool 6) (figure 35). Une triple substitution nucléophile des groupements tosyles par des
substituants azides méne a I’intermédiaire 9, qui est réduit en triamine en présence de triphénylphosphine

(réaction de Staudinger).

OH
/  OH TBDMSCI (0,5eq) HO TsO0 ,OT0 N3 PPh; (10eq) HoN / 7\1H2
z imidazole (1eq) /,__ TsCI 4eq) z NaN3 (10eq) : THF/H,0
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Figure 35 : Schéma de synthése de I’hémicryptophane (1V)
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Cependant 1’étape de fermeture de la cage 1V n’a jamais abouti. Nous ne sommes parvenus ni a isoler ni
méme détecter (en masse ou RMN) un quelconque produit s’apparentant a un hémicryptophane. La
stratégie de fonctionnalisation d’hémicryptophanes par alkylation semblant compromise, nous nous
sommes tournés vers des réactions d’acylation.

2.2.2. Acylation des fonctions amine d’hémicryptophane-tren

2.2.2.1. Synthése des ligands

Si beaucoup d’agents de contrastes Ty utilisent la chimie de coordination des acétates, les lanthanides
sont aussi connus pour avoir une forte affinité avec des ligands comme les aminophénols®! ou
acétoacétone®?. Ces derniers servaient d’ailleurs a extraire les lanthanides de solutions aqueuses. 133 1%
Nous avons donc tenté de greffer ces fonctions (acac et phénol) sur des molécules cages, via des réactions
d’acylation des amines secondaires de 1’hémicryptophane I. Nous avons choisi le DCC et la DMAP comme
agents de couplage. Dans le cas de I’hémicryptophane V, nous avons couplé 1’acide acétoacétique 12 aux
amines de 1’unité tren. Cet acide, instable, n’est pas commercial, nous 1’avons obtenu par déprotection de
I’éther tert-butylique 11 correspondant a 1’aide de TFA, (en prenant garde a ne jamais chauffer car cela
entraine une réaction d’aldolisation non réversible). Pour synthétiser 1’hémicryptophane VI, nous avons
utilisé 1’acide 2-hydroxybenzoique 13, dont la nucléophilie a été préalablement activée via le couplage
avec du benzotriazole. Si la triple acylation menant a I’hémicryptophane V est un succes, celle visant a
synthétiser VI donne un mélange de plusieurs produits —dont le produit désiré- non isolables et ou, d’aprés
I’analyse par spectrométrie de masse, une unité d’acide hydroxybenzoique est de trop dans les sous-
produits. (figure 36)
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Figure 36 : Schémas de synthése des hémicryptophanes V et VI.

1813, Liu, L. Celmini, S. J. Rettig, R. C. Thompson, C. Orvig, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 6087-6095.

132 A N. Gusey, M. Hasegawa, T. Shimizu, T. Fukawa, S. Sakurai, G. A. Nishchymenko, V. F. Shul’gin, S.B. Meshkiva, W. Linert,
Inorganica Chim. Acta, 2013, 406, 279-284.

133 C, E. Willans, M. A. Sinenkov, G. K. Fukin, K. Sheridan, J. M. Lynam, A. A. Trifonov, F. M. Kerton, DaltonTrans., 2008,
3592-3598.

134 W.B. Brown, J.F. Steinbach, W.F. Wagner, Journal of Inorganic and Nuclear Chemistry, 1960, 13, 119-124.
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2.2.2.2. Complexation de ’hémicryptophane V au gadolinium.

Etant donné gue nous avons isolé le ligand hémicryptophane V, nous avons tenté de le complexer au
Gd(l11). 13 13 pouyr ce faire, nous avons utilisé le triflate de Gd(I11), ainsi qu’une base, la triéthylamine,
afin de privilégier la forme énolate des groupes acétoacétate, créant une interaction électrostatique
favorable a la complexation du Gd. La réaction a été suivie régulierement par spectrométrie de masse. Il
s’agit d’'une méthode de choix car le Gd posséde un massif isotopique atypique et donc facile a détecter.
Différentes conditions réactionnelles ont été tentées et sont résumées dans le tableau 4 ci-dessous.

Temps de réaction  Quantité de base Température  Ratio Ligand/Complexe en masse

1 3h 1,2eq TA 100/0
2 12h 1,2eq 40°C 100/0
3 24h 17eq 40°C 100/10
4 48h 16eq 40°C 100/10

Tableau 4 : Conditions réactionnelles pour la complexation de V au Gd(ll1) et résultats obtenus.

On remarque qu’un large excés de base est nécessaire ainsi qu’un léger chauffage pour permettre au
gadolinium d’entrer dans la cavité de I’hémicryptophane V. Méme si les essais 3 et 4 semblent efficaces,
I’analyse par spectrométrie de masse montre un ratio ligand /complexe qui n’évolue pas au cours de la
réaction. De plus, malgré plusieurs tentatives d’analyse avec des conditions d’ionisation de plus en plus
douces, ce ratio est resté identique. Nous avons déduit de ces expériences que soit le complexe se forme
peu, soit il est trop instable pour supporter des conditions d’ionisations douces, et sirement trop instable
aussi pour pouvoir avoir une application dans le domaine de I’IRM. L’interprétation que nous avons
trouvée met en cause la rigidité des groupes acétoacétate totalement conjugués, qui ne peuvent pas se
«replier» convenablement pour interagir avec le métal. Compte tenu de ces résultats, nous n’avons pas
approfondi la synthése de I’hémicryptophane VI qui s’avérerait tout aussi rigide - voire méme plus car
davantage délocalisé - et nous nous sommes orientés vers d’autres ligands cibles.

2.2.3. Fonctionnalisation des bras espaceurs des hémicryptophanes

Le groupe de K. N. Raymond en Californie travaille sur la synthése de complexes de Gd(l11) pouvant
contenir 2 a 3 molécules d’eau dans la 1°® sphére de coordination du métal (tableau 5). Parmi les ligands
qu’il met au point figurent des tripodes (comportant une unité TACN ou tren), de symétrie Cs ou
dissymétriques, pour lesquels tous les sites de coordinations sont directement contenus dans les 3 bras du
tripode. Il obtient avec de tels ligands des paramétres IRM (T4, tr q, kecn) Satisfaisants, et parfois dépassant
méme les valeurs des agents commerciaux actuels, ainsi qu’une bonne affinité du métal pour le ligand.
Cette affinité ligand-métal n’est pas mesurée sous forme de constante d’association faute de technique
adaptée, mais en valeur de p[Gd] = —log[Gd] représentant la quantité de gadolinium libre en solution (plus
la valeur de p[Gd] est élevée, plus le complexe est stable). Ceci permet de comparer la stabilité de ces
complexes a celle des agents de contraste commerciaux. Le magnevist (ligand DTPA : acide
diéthylénediaminepentaacétique) ou le dotarem (ligand 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-
tetraacide acétique) servent souvent de références.

135 A P. Souza, S. Alves Jr, O.L. Malta, Optical Materials, 2011, 33, 402-407.
1% F.S. Guo, J.D. Leng, J.L. Liu, Z.S. Meng, M.L. Tong, Inorg. Chem., 2012, 51, 405-413.
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Gd-DOTA Gd-TREN-BisHOPO-TAM-Me Gd-TREN-BisHOPO-TAM-N1 Gd-TACN-3,2-HOPO
A B C
Gd-DOTA A Be C
q 1 2 2 3b
r, (MM-1s) 3,8¢ 87 11,1 13,1°
T (nS) 143¢ 8 2,6 2,0t
7 (ps) 549 110 110 150°
p[Gd] 19,1 20,1 19,5 -

Tableau 5 : Parameétres de relaxation et stabilité de complexe de Gd de type HOPO comparés au ligand DOTA.
Mesurés a 60MHz, 298 K37 138 1393. pH =7 ; b-pH=6,1; c- pH =7,4; d-310 K, pH non renseigné.

Nous nous sommes inspirés de ces travaux pour concevoir une troisieme catégorie de ligand cage, ou cette
fois, les sites de coordination sont directement ancrés dans les « bras » de 1’hémicryptophane. Nous
espérons ainsi obtenir des paramétres de relaxation comparables, mais surtout gagner en termes de stabilité
thermodynamique et cinétique du complexe gréce a la structure de cage des hémicryptophanes.

2.2.3.1. Synthése de ’hémicryptophane VII.

La structure de la premiére cage répondant a ces

critéres, est obtenue en remplagant formellement les

unités phényles des trois bras, par des phénols (figure 37). Pour y parvenir concrétement, notre stratégie
consiste a reprendre le shéma de synthése de | a partir du CTB bromé 2, et réaliser la triple substitution
nucléophile avec un intermédiaire de type dihydroxybenzaldéhyde, avant de fermer la cage par amination

réductrice avec ’unité tren.
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Figure 37 : Stratégie de synthése de I’hémicryptophane VII. (Gp = groupement protecteur)

1375, Laurent, L. Vander Elst, R. N. Muller, Contrast Med. Mol.

Imaging, 2006, 1, 128-137.

138 C.V. Pierre, M. Botta, S. Aime, K. N. Raymond, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 5344-5445,
139 E. J. Werner, S. Avedano, M. Botta, B.P. Hay, E.G. Moore, S. Aime, K.N. Raymond, J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 1879 J.

Am. Chem. Soc., 2006, 128, 1870-1871.
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L’insertion d’un groupement protecteur (Gp) sur le 2,3-dihydroxybenzaldéhyde commercial 15
présente deux avantages. Cela permet dans un premier temps d’avoir une régiosélectivité controlée au
moment de I’étape de triple substitution nucléophile, et éviter la formation d’un mélange complexe de
plusieurs CTB structurellement proches. La protection de 15 est réalisée en présence de base (hydrure de
sodium) et d’un équivalent du groupement protecteur lié a un électrophile Gp-E. La régiosélectivité de
cette étape est controlée via le nombre d’équivalents de base que I’on introduit **° : un seul équivalent de
base déprotone le proton le plus acide (celui dont la base conjuguée est stabilisée par mésomérie), menant
dans notre cas au régioisomere désiré, protégé en position 2. L’autre régioisomere serait obtenu avec 2
équivalents (ou davantage) de base, de facon a étre siir de déprotoner les deux phénols. C’est alors le
phénolate en position 3, plus réactif, qui réaliserait I’attaque nucléophile sur Gp-E.
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Figure 38 : Deux schémas de synthése en vue de I’obtention de I’hémicryptophane VII.

Le second avantage de la présence d’un groupement protecteur concerne 1’étape de fermeture de la
cage par amination réductrice (figure 38). L’expérience au sein de 1’équipe a montré que la purification
d’hémicrypto-phanes est souvent fastidieuse, voire impossible par chromatographie classique si la
molécule est trop polaire. C’est le cas de 1I’hémicryptophane VII pouvant former de nombreuses

140 a- C. J. van Staveren, J. van Eerden, F. C. J. M. van Veggel, S. Harkema, D. N. Reinhoudt, J.Am. Chem. Soc.,
1988, 110, 4997. b- A.R. von Doorn, W. Verboom, S. Harkema D. N. Reinhoudt, Synthesis, 1992, 109.
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interactions, de type liaisons hydrogéne ou dip6le-dipole, avec la silice, limitant fortement 1’¢lution. La
présence des groupements protecteurs, qui masquent quelques interactions, permet de purifier le précurseur
de la cage VII, et I’étape de déprotection qui suit se doit alors d’étre propre, ¢’est-a-dire, ne générer que
des sous-produits que 1’on peut éliminer par évaporation, filtration, voire des extractions-lavages. Notre
choix s’est porté vers des groupements protecteurs benzyle et allyle 1! qui répondent a priori a ces critéres.

Dans le cas des groupements benzyle, la synthése de I’intermédiaire 18 ne pose pas de problémes
particuliers, méme si les rendements resteraient a optimiser. La déprotection en revanche est longue et
incompléte sous une atmosphére de dihydrogene, méme en présence de Pd/C en quantité quasi
steechiométrique. Le suivi par spectrométrie de masse de la réaction permet de visualiser I’hydrogénation
progressive des benzyles mais la réaction semble stagner au bout de 2 jours, laissant environ 50% de
composé 18 méme apres 72h. (figure 40)

Une tentative de déprotection des benzyles en autoclave sous une pression de 10 bars en dihydrogene
a pu étre réalisée plus tard, et le suivi en masse montre cette fois des résultats plus encourageants puisque
seul le ligand entiérement déprotégé est détecté en spectrométrie de masse au bout de 36h. Le probléeme
suivant étant de récupérer uniquement la cage en travaillant a 1’échelle de la dizaine de milligrammes.
Plusieurs filtrations sur célite du brut réactionnel sont nécessaires pour éliminer les traces de métaux, mais
ont également mené, dans la plupart des cas, a la perte du produit, pourtant détecté en masse avant le
traitement. Nous ne sommes parvenus qu’une fois a isoler, et caractériser le ligand V11, en réalisant apres
filtration, un lavage basique avec une solution de NaOD/D0 suivi d’une analyse en RMN du proton de
la phase aqueuse en saturant le pic de solvant (figure 39).
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Figure 39 : Spectre RMN (500MHz, NaOD/D0) de I’hémicryptophane V11 avec pré-saturation du pic
correspondant aux protons de ’eau

Un essai de complexation avec du Gd** sur un mélange de composé 18 a différents niveaux de
déprotection et VII, a été concluant. Seul le composé complétement déprotégé complexe le métal, et ce,
instantanément dés 1’ajout d’une base (EtsN) donnant une coloration violette au milieu réactionnel. Le
complexe est par ailleurs majoritairement détecté en spectrométrie de masse. Ces résultats de complexation

41 G.M. P. Wuts, T. W. Greene, Greene's Protective Groups in Organic Synthesis, Fourth Edition, 2006, Wiley, ISBN:
9780471697541
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nous ont encouragés a essayer une nouvelle voie de synthese de VII, avec cette fois un groupement
protecteur allyle, en espérant parvenir a isoler plus facilement le ligand désiré en fin de syntheése.
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Figure 40 : Suivi par spectrométrie de masse de la complexation de I’hémicryptophane V11 avec le Gd(I11).

L’utilisation d’un groupement protecteur allyle a eu un impact sur I’étape de fermeture de la cage 21
par amination réductrice, qui s’avere cette fois peu reproductible et présente des rendements trés médiocres
allant de 5 a 9%. Mais la difficulté réside surtout dans 1’étape de déprotection. Pour ce faire, nous avons
réalisé plusieurs essais, résumés dans le tableau ci-dessous.

Catalyseur Nb d’eq Conditions expérimentales Résultat
1  Pd(OAc), 0,7 21, PPh3 (4eq), NHEt; (45eq) échec
2 Pd(PPhs)as 0,1 21, K,COs (10eq), 48h, CHCI3/MeOH, TA, lavage acide. échec
3 Pd(PPha)s 0,1 19, K,COs (10eq), 48h, CHCIs/MeOH, TA, lavage acide. succes
4 Pd(PPhs)s 2,7 21, KoCOs (10eq) , 48h, DCM, TA, lavage acide échec
5 Pd/C 1 21, APTS (5eq), MeOH/H,0 80°C, 20h échec

Tableau 6 : Conditions expérimentales testées pour la déprotection des groupements allyle de I’intermédiaire 21.

La premiére tentative correspond aux conditions couramment utilisées dans 1’équipe sur des substrats
de type cryptophanes. N’ayant pas eu de résultats concluants, nous nous sommes orientés vers un autre
catalyseur correspondant directement a 1’entité théoriquement présente dans le cycle catalytique, le
tetrakistriphénylphosphine palladium (0), 142 143 sans plus de succes. Les mémes conditions réactionnelles
appliquées au précurseur 19 ont pourtant permis de déprotéger de maniére efficace le groupement allyle.
Il semble donc que le probleme soit dd a la structure de 1I’hémicryptophane VI1. Nous avons alors supposé
gue la sous-unité tren de I’hémicryptophane V11 soit en mesure de complexer le palladium, rendant celui-
ci inactif vis-a-vis des groupements allyle, d’ot un 4°™ essai avec plus d’un équivalent de catalyseur.
L’analyse RMN montre toujours la présence d’une fonction allyl et de phosphine malgré plusieurs lavages
acides suivis de digestions dans I’éther diéthylique. Ces traitements sont sensés respectivement cliver la
liaison O-allyl, et extraire la triphénylphosphine du milieu réactionnel. La déprotection n’a donc pas
fonctionné, et quand bien méme, la séparation du catalyseur homogene et du produit désiré semble

142 A, Martinez, C. Hemmert, C. Loup, G. Barré, B. Meunier, J. Org. Chem., 2006, 71, 1449-1457.
143 D.R. Vutukuri, P. Bharathi, Z. Yu, K. Rajsekaran, M.H. Tran, S. Thayumanavan ; J. Org. Chem, 2003, 68, 1146-1149.
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compliquée. Tout ceci justifie le choix d’un catalyseur hétérogéne en entrée 5 sans davantage de succes.'**
La solution que nous avons trouvee consiste a masquer temporairement la nucléophilie des amines
secondaires du tren, en les protégeant par des Boc, afin de procéder a la déprotection des groupements
allyles a ’aide de Pd(PPhs)s. Une étape supplémentaire de suppression des Boc en présence de TFA nous
a permis de détecter V11 en spectrométrie de masse (figure 41)

Meom Pd PPh3 4 Meoﬁ

MeO K,CO3 TA
DCM, MeOH
o AllO o o HO o
IV
OAll AlIO, @HOH HO
, AN HN
7 NH 2 HN
B races
\——NV/
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ﬁ ' O:::OM ‘
MeO O O OMI\?IeO O MeO O L l\?leo O
o AllO Pd(PPh,),
OAll AllO K;CO, q
BocN, DCM, MeOH BocN,
NBoc __ BocN TA, 1 nuit NBoc -__ BocN
N 67% 65%

Figure 41 : Obtention de I’hémicryptophane V11 & partir du précurseur allylé 21.
Méme si cette alternative permet de détecter VII et I’isoler par simple évaporation, 1’ajout de 3 étapes de
synthese n’a abouti qu’a la récupération de I’hémicryptophane ciblé a I’état de traces. L’obtention de VI
se montre donc plus complexe qu’il n’y parait, et la voie de synthése trouvée est — avouons-le — assez peu
élégante, dans la mesure ou il nous a fallu protéger des fonctions amines pour permettre la déprotection de
fonctions phénol. Nous avons donc opté pour la conception d’une nouvelle cage apte a complexer du
gadolinium.

2.2.3.2. Synthése de ’hémicryptophane VIII

¢ Quelle structure choisir ?

La nouvelle structure imaginée utilise toujours des fonctions de type phénol comme sites de
coordination avec le métal, mais les amines de I’unité tren, qui posent des problémes de purification ainsi
que lors des étapes de déprotection, seront remplacées par des amides. K. N. Raymond a travaillé sur la
synthése de ligands polydentates a base de motifs 2-hydroxyisophtalamide (IAM) *dont la structure est
représentée figure 42. Ce ligand est capable de complexer des lanthanides pour des applications en
fluorescence. Dans le cadre de cette technique spectroscopique, 1’objectif est de saturer la sphére de
coordination du lanthanide afin d’éviter tout quenching de fluorescence (généré par la présence de
molécules de solvant dans la 1%¢ sphére de coordination). Pour y parvenir, K. N. Raymond utilise des
ligands comportant 4 ensembles IAM. La coordinence des lanthanides étant de 8 a 9, on en déduit que
chaque bras apporte uniquement 2 sites de coordination (figure 42). Le motif IAM est composé de 2 amides
et d’un phénol géométriquement proches, mais seule une des deux fonctions amide est réellement liée au
métal. Nous avons donc intégré ce motif pour aboutir a la construction d’un ligand hémicryptophane de
structure analogue. Etant de symétrie Cs, il n’y aurait a priori que 6 sites de coordination, (voire 7 si I’amine
tertiaire participe), ce qui est prometteur dans le cadre d’applications en IRM, ou I’ objectif est de maximiser
le nombre de molécules d’eau coordinées au gadolinium.

144 R. Boss, R. Scheffold ; Angew. Chem. Int. Ed., 1976, 15, 558-560.
145 A, P. S. Samuel, E. G. Moore, M. Melchior, J. Xu, K. N. Raymond, Inorg. Chem., 2008, 47 (17), 7535-7544.
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ligand de type IAM de K.N. Raymond hémicryptophane

Figure 42 : Structure du ligand de K.N. Raymond a gauche, capable de complexer le Th(lll) et structure du
ligand VIII ciblé a droite.

% Synthese du précurseur de CTB sous forme amino.

La stratégie de synthése consiste a partir de 1’unité tren, puis de la fonctionnaliser avec les bras

espaceur adéquats, avant de fermer la cage via la formation du « chapeau » CTB (voie B figure 22-a,
chapitre 1 page 26). Il s’agit de synthétiser dans un premier temps des bras de type 2-hydroxyisophtalamide
portant un précurseur de cyclisation du CTB (alcool benzylique protégé jusqu’a la cyclisation finale). Pour
cela, le précurseur sera fonctionnalisé avec une fonction amine en vue d’un couplage avec un analogue
d’acide 2-hydroxyisophtalique (diacide correspondant au groupement noir figure 42).
La synthése de ce précurseur a lieu en 4 étapes a partir de ’alcool vanilique, avec un rendement global
de 33% (figure 43). Une monosubstitution du phénolate de 1’alcool vanilique sur le dibromoéthane donne
le produit 1, dont I’alcool benzylique est protégé sous forme d’acétal pour mener a 1’intermédiaire 24. La
substitution nucléophile du brome par un azoture, suivie d’une réduction de Staudinger, fournit le
précurseur de cyclisation 26. Le rendement est certes limité par la premiére étape, dont le sous-produit
principal est le produit de disubstitution, mais sa mise en ceuvre est assez simple (pas de chromatographie
mais une recristallisation), et permet d’obtenir 25 a 30 grammes de 1 en une seule fois, a partir d’un réactif
bon marché.

OH OTHP OTHP
Br PPh;
Br/\/ _DHP, PPTS, U _ NaNs _THF/H,0
chos o~ THF/DCM DMF argon, (30: 1)
EtOH, argon, TA 18h 60°C, 5h 0 C aTA, 24h

OH reflux, 6h \/\Br \/\Br \/\NH2

44% 99% 99% 76%

Figure 43 : Schéma de synthése de I’intermédiaire 26.

7

s Synthése de ’hémicryptophane VIII.

Nous disposons donc de deux amines, le tren et le précurseur 26, qu’il faudrait coupler avec I’acide
2-hydroxyisophtalique. Cependant, cet acide existe chez peu de fournisseurs classiques, et surtout au prix
moyen de 575$ le gramme. Nous avons donc choisi I’analogue méthylé comme réactif de départ, plus
accessible et dix fois moins onéreux. A partir de 13, la stratégie consiste a dissymétriser le réactif de départ
de fagon a pouvoir faire réagir sélectivement une seule fonction acide, avec une des deux amines a notre
disposition (figure 44-a).
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Figure 44 : Vision rétrosynthétique globale de la synthése de I’hémicryptophane V111 mettant en relief la nécessité
de modifier le groupement protecteur méthyle du phénol de départ.

Notre choix s’est porté vers un premier couplage avec le précurseur 26, pour retarder tant que possible
I’insertion du tren, souvent a I’origine de difficultés en termes de purification. S’en suit le second couplage
avec le tren puis la cyclisation du CTB. La derniére étape consisterait alors a déprotéger les éthers de
méthyle des phénols au niveau des bras espaceurs, mais il y aurait compétition avec ceux initialement
présents sur le précurseur 26 (figure 44-b). Il faut donc commencer la synthése par une modification de
1’éther méthylique du produit commercial de départ. Nous avons opté pour des groupements allyles, dont
la déprotection est orthogonale a celle des méthyles, et ce, méme si cette étape nous avait donné du fil a
retordre lors de la synthése de I’hémicryptophane V11 précédent. En effet, le clivage des éthers allyliques
était empéché par la présence d’amines, qui cette fois sont remplacées par des amides, ne pouvant plus
empoisonner le catalyseur a base de palladium.

La voie de synthése ayant mené a I’hémicryptophane V111 est représentée figure 45. Elle comporte 8 étapes
supplémentaires soit 12 au total avec un rendement global optimal de 4 %. En pratique, nous avons réalisé
la synthése dans sa totalité a deux reprises, et avons isolé 20 et 28 mg de cage, ainsi que 80 mg de précurseur
34 a partir de deux fois 10 g d’acide 2-methoxyisophtalique 27.
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Figure 45 : Schéma de synthése de I’hémicryptophane VIII.

(a) HBr/AcOH (1: 1), 90°C, 45min.
(b) Bromure d’allyle (5 eq), K.COjs (10 eq), argon, DMF, 75°C, 20h.
(c) NaOH (3 eq), MeOH/H,O 1: 1, TA, 48h.

(d) 1-C,0.Cl, (2,4 eq), DMF, argon, dioxane, TA, 8h -2- NEt; (2,5 eq), mercaptothiazoline (2,4 eq), THF
0°C>TA, 24h.

(e) 26 (1/8 eq), DCM, TA, ajout goutte a goutte en 8 h, et 8 h d’agitation supplémentaire.
(f) TREN (0,3 eq), DCM TA, 18h.

(9) HCOOH, CHClIs (traces) 30°C, 48h.

(h) Pd(PPh3)4cat (0,2 eq), K2.COs3 (10 eq), argon, DCM/MeOH 1 :1, TA, 24h.
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Le phénol du réactif 27 est tout d’abord déméthylé, en chauffant dans un mélange d’acide
bromhydrique et acétique, puis le nouveau groupement protecteur est inséré par substitution nucléophile
sur le bromure d’allyle. Cependant, les acides carboxyliques étant plus réactifs que le phénol, on obtient le
produit triplement allylé 29 qu’il faut alors saponifier. La dissymétrisation de 30 a lieu via I’insertion de
mercaptothiazolines,'* qui ont un réle d’agents de couplage pour les étapes suivantes avec les amines,
mais donnent des intermédiaires moins réactifs qu’avec des agents de couplages classiques comme le DCC
par exemple. Il est alors possible avec des conditions opératoires adaptées, de ne faire réagir qu’un seul
des deux acides « masqués ». Pour cela, on ajoute goutte a goutte en 8 h un défaut d’amine (1/8°™
d’équivalent) sur une solution de 31 dans le dichlorométhane a température ambiante. La réaction est quasi
quantitative et la séparation de 31, 32 et de la mercaptothiazoline générée est rapide sur gel de silice. Il
faut tout de méme réitérer 8 & 10 fois cette manipulation pour accumuler suffisamment de produit 32.

Compte tenu de 1’aspect fastidieux de cette étape, nous avons voulu dissymétriser en réalisant une
monosaponification de I’intermédiaire 29. Cette réaction est en effet décrite avec un diester méthylique de
pyridine. 146 Cependant, les mémes conditions appliquées au phénol 29 porteur d’ester allylique (ou a un
équivalent avec les mémes esters de méthyle) n’ont pas été fructueux. Le mélange de produits mono et
disaponifié n’étant pas séparable (par chromatographie ou par précipitation).

L’étape suivante de la synthése consiste a engager 32 dans un triple couplage peptidique avec le tren.
Pour cela, un léger exces de 32 est agité en présence de tren dans le dichlorométhane a température
ambiante, et le résidu obtenu aprées évaporation est purifié sur gel de silice avec un éluant majoritairement
composé de dichlorométhane et d’un lent gradient de méthanol menant au précurseur de cyclisation 33
avec un rendement de 88%. La macrocyclisation par formation du CTB est réalisée dans 1’acide formique
dans des conditions diluées (1g/L) pour limiter la formation de polymeéres, et le composé 34 est purifié
parfois a 2 reprises par chromatographie. Le rendement de 46 % obtenu est un des meilleurs rendements
de fermeture d’une cage de type hémicryptophane. Les éthers allyliques de la cage 34 sont alors déprotégés
avec succes en présence de Pd(PPhs). de base et de MeOH en tant que nucléophile. Sa purification est
discutée dans le paragraphe suivant.

+¢ Caractérisations du ligand V111

La purification du ligand V111 a été réalisée une premiére fois par chromatographie sur gel de silice
avec un éluant a base de chloroforme et un gradient de méthanol, mais le brut réactionnel de la seconde
tentative n’était pas entiérement soluble dans ce mélange. Le précipité analysé correspond au ligand VIII
propre, et rien n’a été isolé de la colonne réalisée sur le filtrat. Une fois sous forme de solide, le ligand
n’est pas soluble dans les solvants chlorés, ni 1’acétate d’éthyle, mais uniquement dans le méthanol,
’acétonitrile ou 1’eau en présence de base. Une analyse RMN a pu étre réalisée dans DO rendue basique
avec I’ajout d’un grain de soude (pH>10), en pré-saturant au préalable le signal de 1’eau. (figure 46) et la
structure du produit a été confirmée par une analyse en masse exacte.

146 C. Schmuck, U. Machon, Chem. Eur. J., 2005, 11, 1109
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Figure 46 : Spectres RMN (400MHz) de I’intermédiaire 34 dans CDCls, et de V111 dans D,O/NaOH

Nous souhaitons par ailleurs obtenir des informations sur les propriétés chiroptiques de ce ligand,
ainsi que séparer les énantioméres en vue de tests de reconnaissance de biomolécules chirales, mais les
limites de solubilité de I’hémicryptophane VIII ne permettent pas la résolution des deux énantioméres de
cette cage par HPLC chirale. La synthése a donc été reprise du départ pour obtenir une quantité suffisante
de cage 34 protégée qui a pu étre dédoublée par HPLC (figure 47) sur colonne Chiralpak ID avec le
mélange d’éluants suivant : 60/40 EtOH+NEts/dichloromethane, et caractérisée par la mesure de pouvoirs
rotatoires spécifiques, ainsi que par dichroisme circulaire électronique. Le but étant ensuite d’obtenir les
versions énantiopures du ligand VII1 aprés déprotection des éthers allyliques. Les spectres ECD nous
permettent de proposer que le 1*" ¢lué qui présente en ECD une succession de bandes dans 1’ordre négatif
puis positif au niveau de 240 nm est de configuration P, et donc le second élué de configuration M.
Cependant une confirmation théorique est nécessaire. &
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Figure 47 : A droite : Chromatogrammes obtenus avec un détecteur de dichroisme circulaire & A =254 nm sur une
colonne Chiralpak ID (éluant : EtOH+NEts/dichloromethane (60/40).
En haut a gauche : spectres ECD des deux énantioméres de 34 - 1¢" élué en vert (0.190 mmol.L* dans
’acétonitrile) - 2" élué en rouge (0.150 mmol.L™* dans I’acétonitrile).
En bas & gauche : valeurs des pouvoirs rotatoires spécifiques mesurés a différentes longueurs d’onde pour des
solutions dans 1’acétonitrile a 0,101 g.cm™ pour le 1¢ élué et 0,298 g.cm™ pour le 2.

2.2.4. Complexe hémicryptophane-gadolinium

2.2.4.1. Synthése

Pour complexer le gadolinium, il faut que le ligand V111 soit sous sa forme phénolate. Pour ce faire,
deux jeux de conditions basiques ont été testés : en milieu aqueux en présence de soude, et en milieu
organique avec la triéthylamine comme base. Dans le 1 cas, nous avons observé la formation d’une
suspension quasi immédiatement apres 1’ajout de base, mais le suivi par spectrométrie de masse ne montre
pas d’évolution vers la formation d’un complexe. On suppose que I’hydroxyde de Gd(III) insoluble (pKs
= 25,7) 17 se forme dans ces conditions et empéche la complexation. Le passage en solvant organique en
utilisant le méthanol est plus concluant. Le ligand se solubilise aisément en présence de base dans le
méthanol et un trouble apparait aussi lors de 1’ajout de triflate de gadolinium. La spectrométrie de masse
montre la présence du complexe dans le milieu (et d’un pic a 979g/mol non identifié mais n’ayant pas le
profil isotopique du Gd — figure 48). Le traitement laisse penser que le complexe correspond au solide en
suspension, on détecte cependant en masse quelques traces du ligand dont le ratio dépend des conditions
d’ionisation. Ceci tend a penser que le complexe est « propre » et qu’il se brise partiellement dans la
chambre d’ionisation. Une analyse RMN ne permettrait pas de conclure, le Gd** paramagnétique conduirait
a un éclatement des signaux sur plusieurs dizaines de ppm, rendant 1’analyse quantitative de spectre et son
interprétation compliquée. Nous disposions apres cette synthése d’environ 4mg de complexe sous forme
de poudre blanche.

147 These de S. Aury, Etude structurale et thermodynamique de la complexation de lanthanides (111) par des acides carboxyliques
polyhydroxylés. Université de lorraine, 2002.
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Figure 48 : Suivi par spectrométrie de masse de la complexation du Gd(I11) avec VII11. Tension de céne de 60V
(vert), 85V (rouge).

2.2.4.2. Premiéeres mesures de paramétres de relaxation.

% Reéalisées a Marseille avec Roseline Rosas

11 s’agit concrétement de mesurer le temps de relaxation longitudinal de I’eau en présence de complexe
paramagnétique a différentes concentrations. L’expérience a été réalisée sur deux spectrométres RMN
500MHz et 300MHz. La mesure de T; est réalisée a I’aide d’une expérience dite d’inversion-récupération
148 199ont la séquence est représentée figure 49. L’aimantation M initialement alignée avec le champ B,
subit une impulsion a 180° puis relaxe pendant un temps d’inversion TI variable. Une seconde impulsion
a 90° permet de basculer I’aimantation résiduelle dans le plan transverse, et ainsi recueillir le signal généré
pendant le mouvement de précession de M. L’intensité du signal, a savoir, le singulet correspondant aux
protons de I’eau dans notre cas, dépend du temps TI imposé en suivant une loi exponentielle (équation
(3)). On réitére alors la séquence 1D d’interversion-récupération avec différents temps d’inversion TI. 11
faut aussi laisser un temps D1 suffisant entre deux spectres protons, pour permettre une relaxation totale
entre chaque expérience, afin de s’assurer de démarrer chaque acquisition a partir de la méme norme du
vecteur aimantation initial. j\

]\

\{ 4,71ppm

TI

S(TI)= Sy +Pe Tt eq(3)

D1

Figure 49 : Séquence RMN d’inversion récupération pour la mesure de T.

148 M. Rohrer, H. Bauer, J. Mintorovitch, M. Requardt, H-J. Weinmann, Investigative Radiology, 2005, 40 (11), 715-724.
149 R, L. Vold, J. S. Waugh, H. P. Klein, D. E. Phelps, J. Chem. Phys., 1968, 48, 3831.
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Une fois les spectres RMN acquis, un logiciel de modélisation permet d’accéder simultanément aux valeurs
de So, P et surtout au temps T de I’échantillon (voir partie expérimentale 5.3. pour plus de details). 1l est
alors possible d’extraire la valeur de ri par régression linéaire, puis qu’il s’agit de la contribution

paramagnétique a la relaxation longitudinale, raménée a une concentration de complexe de Immol/L :
Tli = Ti;a + n.C i=12 eq(2)

Une premiere série de mesures a été effectuée sur un spectrométre RMN a la fréquence de 500MHz.
Pour cela, on prépare cing solutions de concentration 0,066 - 0,13 - 0,2 - 0,36 et 0,33 mM en complexe de
gadolinium dans un mélange DMSO-des/D-O (40/60). Nous nous sommes heurtés a des problémes de
solubilité malgré 1’utilisation de DMSO pour les 2 plus fortes concentrations, mais avons tout de méme
utilisés ces solutions pour mettre au point tous les paramétres de la séquence RMN et avoir un ordre de
grandeur de la valeur de r; a ce champ magnétique. La figure 50 ci-dessous regroupe I’ensemble des
résultats obtenus. Les valeurs de T1 et T1gia (cas du solvant seul), ont été extraites d’une modélisation des
courbes exponentielles donnant 1’intensité du signal en fonction du temps d’inversion appliqué grace au
logiciel Briker Topspin 3.5.

20 S =1(TI), DMSO-d4/D,0 60/40, 500MHz C T, S )

% % x mmol/L  (s) (u.a) (u.a)
< 10 000 993 - -
g, 0,066 3,26 1,000 -1,749
:.G__-J) O N
é D) 3 18 28 0,13 2,29 1,000 -1,821
k= 10 0,20 0,999 -1,856

temps d'inversion T1 (s) 0,26 1,61 0,999 -1,867
-20
——0,066mM ——0,13mM 0,2mM 0,33 1,42 1,000 -1,876
——0,26mM ——0,33mM
0.8 Deétermination de r; a S00MHz
A
06 1T, =1,9272 [C]+O:1814‘ A
f;oA A
= A A 1TI=1(C)
0,2
0
0 0.1 0,2 0.3 0.4
[C] (mM)

Figure 50 : Tracé des courbes donnant I’intensité du signal RMN de I’eau en fonction du temps d’inversion
appliqué, et tableau résumant les paramétres extraits de la modélisation de ces courbes. Détermination de la
relaxivité du complexe [hémicryptophane VI11- Gd], par régression linéaire sur les points les plus pertinents de la
courbe 1/T1 = f(C). Mesures réalisées a 303K et 500MHz dans DMSO-d¢/D,0 (40/60).

Les valeurs de temps de relaxation longitudinale obtenues sont comprises entre 1,4 et 3,2 s. On remarque
au niveau de la régression linéaire, que les deux mesures correspondant aux concentrations 0,26 et 0,33
mM semblent moins fiables et cela est lié aux problémes d’inhomogénéité des solutions correspondantes,
trop fortement concentrées. Cependant, on obtient avec ces mesures une relaxivité longitudinale de 1’ordre
de 1,93 mM*1.sta 500MHz (11,7 T). Cette valeur est encourageante puisqu’il y est connu que la relaxivité
longitudinale tend vers zéro a haut champ magnétique, et qu’on obtient malgré tout une valeur proche des
relaxivités d’agents de contrastes commerciaux. En comparaison, le dotarem® est associé a une relaxivité
de 3,6 mM™.sta 1,5T (cf figure 31).
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Nous avons alors adapté les mesures en passant dans un melange DMSO-ds/D-O (85/15) et sur un
spectrometre a 300MHz (figure 51). Des solutions de complexe, homogeénes cette fois, sont préparées avec
les concentrations suivantes : 0,1 — 0,2 — 0,3 — 0,4 et 0,5 mM. Les résultats sont regroupés figure 51 ci-
dessous.

S = f (TI), 300MHz, DMSO/D20 : 85/15

10
X C . S P
= s mmol/L  (s) (u.a) (u.a)
o % ® 01 1,001 0997 -1,828
S 02 0535 0997 -1827
[ ’ 4 ° 6 03 0998  -1830
£ s —0,ImM —%—0,2mM 0,3mM

04 0,238 0,998  -1,856
0,5 0,183 0,999  -1,839

—>—0,4mM ==¢—0,5mM

-10
temps d'inversion TI (s)

Détermination de r; a 300MHz

5 /T, = 11,324 [C] - 0,3255
A

E=N

[
>

LT, (s)

A UTI=f{[C])

(%]

»

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
[C] (mmol/L)

Figure 51 : Tracé des courbes donnant I’intensité du signal RMN de I’eau en fonction du temps d’inversion
appliqué, et tableau résumant les paramétres extraits de la modélisation de ces courbes. Détermination de la
relaxivité du complexe [hémicryptophane VI11- Gd], par régression linéaire de la courbe 1/T; = f([C]). Mesures
réalisées a 293K et 300MHz dans DMSO-ds/D-0 (85/15).

Le passage a un champ magnétique plus faible (300MHz = 7,4T) accélére fortement la relaxation puisqu’on
atteint des valeurs de T1 de I’ordre de la centaine de millisecondes, mais aussi et surtout la relaxivité qui
s’éleve cette fois a 11,3 mM™.st. On dépasse a priori, en termes de propriétés magnétiques, I’efficacité des
agents de contraste commerciaux, et cette valeur est comparable a celles obtenues a champ plus faible par
’équipe de K.N. Raymond pour des complexes de Gd** caractérisés par un nombre de molécules d’eau
coordinées au métal g = 2 (8,7 mM™1.s'< ry 151 < 13,1 mM*.s tableau 5).13% 140

¢ Mesures réalisées a Nancy avec les Dr. Sabine Bouguet-Bonnet et Sébastien Leclerc.

Temps de relaxation et relaxivités :

La récente mise en place d’une collaboration avec les Dr. Sabine Bouguet-Bonnet et Sébastien Leclerc
au CMR? & Nancy nous a permis de réaliser des expériences approfondies. Dans un premier temps nous
avons pu mesurer des relaxivités longitudinales a un champ magnétique plus bas - 2,34 T (100MHz) - ce
qui entre dans la gamme de champs utilisés pour des applications médicales. Les mesures ont été effectuees
sur un mini imageur Briiker Biospec Avance 24/40 avec une sonde adaptée (fabriquée sur place), pour des
solutions de concentrations 0,1 - 0,2 — 0,3 — 0,5 mM. Le solvant est cette fois un mélange DMSO-ds — eau
distillée non deutérée. En effet, nous avons pris conscience durant cet échange avec les membres de
I’équipe CMR? que la relaxivité longitudinale était a priori plus faible dans I’eau lourde que dans 1’eau

55



Iégére car certains mécanismes de relaxation ne sont plus permis dans D,O. Cela peut aussi étre appréhende

en observant 1’influence des paramétres y?+ et Dr2o dans les équations théoriques de S.B.M. (annexe 1) et
2H
2

en notant que les rapports X etﬁH—w s’élévent respectivement a 1700 et 0,8. Le rapport gyromagnétique

D D20
vy intervient dans le mécanisme de relaxation de sphére interne alors que le coefficient de diffusion joue un

role dans la relaxation de sphere externe. La figure 52 regroupe les résultats obtenus avec une expérience
de saturation-récupération (voir annexe 2 pour plus d’explications).

S = (T1), 100MHz, DMSO/H,0 : 70/30

10 C T: So
mmol/L  (ms) (u.a)

o ° 00 883 0,99
<
g 6 ——0,1 mM 0,1 171 0,989
S g ——0,2mM 02 103 0,999
2 0,3mM 03 0,983
= ) —*=0,5mM 05 41 0,989
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

-2 temps d'evolution TI (s)

Détermination der; a 100 MHz)

25

1/T; =46,724[C] + 0,6587 A

~ 20
z A 1/T1=f(Q)
o 15 .
= 10 a

5 A

0

0 01 0,2 0,3 0,4 0,5 06

[C] (mmol/L)

Figure 52 : Tracé des courbes donnant I’intensité du signal RMN de 1’eau en fonction du temps d’évolution
appliqué mesuré par saturation-récupération (annexe 2), et tableau résumant les paramétres extraits de la
modélisation de ces courbes. Détermination de la relaxivité longitudinale du complexe VIII@Gd, par régression
linéaire de la courbe 1/T,= f((C]). Mesures réalisées a 297K et 100MHz dans DMSO-ds/H-0 (70/30).

On obtient une relaxivité longitudinale r1 de 46,7 mM™.s* a 100 MHz et 24°C dans un mélange DMSO-
de/eau : 70/30, soit plus de dix fois celle des agents de contraste commerciaux (3,6 mM™.s*a 1,5T pour le
dotarem en milieu physiologique) et plus de 3 fois les valeurs des complexes de K.N. Raymond (entre 8 et
13 mM1sta1,5T).

Ces données a 100MHz ont été complétées par des mesures de temps de relaxation transversaux T, en

utilisant cette fois une séquence de type écho de spin « améliorée » de fagon a s’affranchir des effets de la

diffusion de molécules (séquence CPMG annexe 2). Le signal au cours de ces expériences décroit
t

exponentiellement selon 1’équation (4) : S = S,.eT2 (voir partie expérimentale). On obtient ainsi par

150 Theése d’Emilie Steiner, Relaxométrie du proton pour I'étude de fluides a lintérieur de milieux poreux, Université Henri
Poincaré-Nancy I, 2011.
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simple modélisation les valeurs de T, a différentes concentrations, et la relaxivité correspondante (figure
53).

T2 [C] Mesure de la relaxivité r, a 100 MHz, 24 °C

(S) mM/L 0.03
0,866 0 0,025 1/T, =0,0532[C] + 0,0014 ‘

0,1
0,081 0,2 0,02 A
0,057 0,3 _I'f\l 0.015
0,036 0,5 = A
0,01 A 1T2=f(C)
AT
0,005 a
0 4"
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
[C] mM

Figure 53 : Mesures des temps de relaxation transversaux de solutions de complexe a différentes concentrations et
détermination de la relaxivité transversale du complexe [hémicryptophane V111- Gd], par régression linéaire de la
courbe (1/T2 - 1/Tagia) = f(C). Mesures réalisées a 297K et 100MHz dans DMSO-de/H,0 (70/30).

On détermine ainsi une relaxivité transversale de 52,4 mM2.s? dans les conditions de mesure, qui
correspond presque aux parametres des particules ferromagnétiques utilisées comme agents de contraste
T, (60 a 100 mM™.s? cf tableau 3). Le gadolinium est en effet reconnu pour accélérer les 2 processus de
relaxations transversaux et longitudinaux, et ces expériences le confirment.

Courbe de relaxométrie (NMRD profile) :

Une facon de rationaliser ces résultats prometteurs consiste a accéder aux parameétres de relaxivité
caractéristiques des agents de contraste T, en utilisant la théorie de S.B.M. détaillée dans I’annexe 1. Cette
théorie met en équation I’évolution de la relaxivité en fonction de nombreux parametres, dont le nombre
de molécules d’cau (q) présentes dans la sphére de coordination du métal, des parametres de dynamique
d’échange des molécules d’eau entre différentes sphéres de coordination, ou encore, le temps de corrélation
rotationnel du complexe, c’est - & - dire les parametres que nous souhaitions optimiser via le design du
ligand hémicryptophane VIII. L’outil de choix permettant d’obtenir expérimentalement ces informations
est la relaxométrie en champ cyclé (annexe 2), qui donne acceés a des courbes de dispersion de relaxation
magnétique nucléaire. Ces courbes représentent 1’évolution de la relaxation globale (contribution dia- et
paramagnétique) d’un échantillon en fonction de la fréquence de résonance du proton. En réalisant les
mesures a plusieurs concentrations, on peut en déduire la courbe représentant la relaxivité r1 (contribution
uniquement paramagnétique) en fonction de la fréquence communément appelée *H-NMRD profile (figure
54). La modélisation de cette courbe donnera alors accés aux parametres désirés.

a- Courbe de dispersion r, = f(vy), 24°C b-
50,00

""W
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20,00
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10,00 {
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Figure 54 : a- Courbe de dispersion *H du complexe VIII@Gd(I11) mesurée a 24°C sur un appareil Stelar
SMARtracer et mesures complémentaires & 20 MHz ainsi qu’a 100MHz, 200MHz et 400MHz b- Courbes de
dispersion 'H de trois complexes de Gd(I11) mesurées a 25°C, 151 152 153 154

La figure 54-a ci-dessus montre la courbe obtenue, sur un relaxométre allant de 4 kHz a 10MHz avec des
points supplémentaires mesurées indépendamment, 8 20MHz, 100 MHz 200 MHz et 400MHz. La forme de
la courbe est celle classiquement observée pour des agents paramagnétiques. L’allure générale laisse
espérer un nombre de molécules d’eau coordinées q > 1 si I’on compare aux courbes obtenues (figure 54-
b) pour des complexes de Gd(III) dont le paramétre q a été déterminé par d’autres méthodes, et varie entre
1 et 3. Il nous reste cependant un important travail de modélisation a mettre au point afin d’accéder aux
paramétres de relaxivité paramagnétique du complexe VIII@Gd.

Acquisition d’images IRM :

Nous avons pu visualiser concrétement 1’effet de ces paramétres de relaxation via 1’obtention
d’image IRM sur ce méme imageur Briiker Biospec Avance 24/40, avec une sonde RapidBiomedical (de
diametre 5¢cm). Pour ce faire, la ségquence RMN mise en place est un écho de spin accompagné des gradients
de champs magnétiques permettant 1’obtention d’images en deux dimensions (voir annexe 2) et les temps
de répétition TR et d’écho TE sont choisis de maniére a réaliser dans un premier temps une image pondérée
en T, —figure 55-a. Celle-ci permet de visualiser le contraste résiduel dd & la relaxation transversale. Cette
image sert de témoin, on y remarque une Iégere évolution du contraste du blanc vers le gris lorsque la
concentration en complexe de gadolinium augmente. La figure 55-b est une image IRM pondérée en T
des mémes échantillons et on remarque I’effet du métal paramagnétique (agent T1). La tendance est
inversée par rapport a I’image T et le contraste est beaucoup plus marqué.

feoe .

[C]=0 mM 0,ImM  02mM 0,3mM 0,5mM

| _ceooom

Figure 55 : Images IRM d’échantillons a différentes concentrations en complexe VI11-Gd. a- image T, avec
TR=10s TE=11,5ms. b-image T, avec TR=50 ms TE = 11,5 ms.

151'S, Aime, M. Botta, E. Terreno, Advances in inorganic chemistry, vol 57, ISSN : 0898-8838, Elsevier Ed, 2005, 173-237.
152 K.N. Kellar, P.M. Henrichs, M. Spiller, S.H. Koenig, Magnetic Resonance in Medecine, 1997, 37, 730-735.

153 K.N. Raymond, V.C. Pierre, Bioconjugates, 2005, 16, 3-8.

1543, Aime, A. Barge, M. Botta, A. Casnati, M. Fragai, C. Luchinat, R. Ungaro, Angew.Chem., 2001, 40 (24), 4737-4739
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2.2.5. Perspectives

Malgré des travaux de synthéses fastidieux, nous avons pu élaborer le premier ligand
hémicryptophane capable de complexer un lanthanide : le Gadolinium. Ce complexe hémicryptophane
VI-Gd(IIT) est un premier prototype d’agent de contraste Ti trés prometteur d’aprés les premicres
caractérisations, surtout si 1’on se référe aux valeurs de relaxivités observées a 100MHz, dans le mélange
DMSO/eau (r1 = 46,7 mMstetr, =524 mM1s?).

Il reste cependant a rationaliser ces observations dans un premier temps par une comparaison
expérimentale en mesurant la relaxivité d’un agent de contraste connu, comme le dotarem, dans les mémes
conditions (solvant, temperature, champ magnétique). Dans un second temps, il faudrait confronter les
résultats a la théorie de S.B.M. afin de comprendre 1’origine du gain de contraste. Plus concrétement, il
s’agit de modéliser la courbe de relaxométrie obtenue en fixant au préalable quelques parametres des
équations de S.B.M., et en laissant s’adapter les autres. On pourrait ainsi en extraire des valeurs de temps
de correlation rotationnelle tr, du nombre de molécules d’eau dans la premiére sphére de coordination du
metal, g, ou encore de leur temps de résidence tv. Un premier test de modélisation (figure 56) a été réalisé
et tend a montrer que 2 molécules d’eau entrent dans la sphére de coordination du Gd(IIT). Ce résultat reste

a affiner et devra étre confirmé par des mesures directes de parametres ou par d’autres techniques de
modelisation.
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Figure 56 : 1° tests de modélisation des courbes de dispersion réalisées par Sabine Bouguet-Bonnet
ancy) en fixant les parametres suivants : rean = 3, 3 TM = 2US 5 TR = 5 NS; v = 15 ps. (voir annexe 1).
CMR2N fixant | t t 31A 2 5 15 1

Par ailleurs, aucune caractérisation de la stabilité du complexe n’a été effectuée a ce jour, mais
c’est un parameétre important a quantifier dans le cadre d’applications biologiques. Nous disposerons

bientot d’un calorimétre adapté au sein du laboratoire pour mettre au point les mesures de grandeurs
thermodynamiques.

Il faudrait aussi s’atteler a réduire et faciliter I’acces synthétique au ligand hémicryptophane V111,
ainsi que mettre au point des analogues hydrosolubles, afin d’en étudier les propriétés de relaxation et la
stabilité cinétiqgue en milieu physiologique.

Enfin nous ne perdons pas de vue 1’objectif visant a combiner les propriétés de reconnaissance des

hémicryptophanes, aux propriétés magnétiques des futurs complexes, afin de mettre au point des sondes
IRM spécifiques.
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Chapitre 3 : Conception d’une
biosonde de type cryptophane pour
’IRM au xénon hyperpolarisé

L’IRM du proton décrite dans le chapitre précédent est une technique d’imagerie moléculaire
puissante grace, entre autres, a la grande résolution des images obtenues et aux nombreuses stratégies
visant & en améliorer la sensibilité. Mais ce domaine d’imagerie, basé sur les principes de la RMN, s’étend
aussi a d’autres noyaux comme 1’hélium, le carbone, le xénon... Nous nous focaliserons par la suite sur le
xénon, qui permet d’étendre le diagnostic a des tissus ou la densité de protons est faible, ou encore,
d’explorer des voies aériennes comme les poumons puisqu’il s’agit d’un gaz.
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3.1. Introduction a ’IRM au Xe hyperpolarisé

3.1.1. L’IRM au Xe hyperpolarisé : principe général.

3.1.1.1. Le xénon.

Le xénon est un gaz rare qui posséde 8 isotopes stables et plus d’une vingtaine d’isotopes radioactifs.
L’application principale du xénon dans le domaine médical est en tant qu’anesthésiant, puisqu’il est non
toxique et soluble dans la plupart des fluides biologiques. Par ailleurs, parmi les isotopes instables, le
133 Xe a été le premier a étre utilisé dans le cadre d’imagerie médicale, pour la scintigraphie de poumons,
puis la radiographie d’autres organes comme le cceur et le cerveau.® C’est au début des années 2000 que
les propriétés magnétiques du xénon sont mises a profit en IRM avec la conception des premiéres sondes
adaptées a cette technique.'*® Seuls deux isotopes stables possédent un spin nucléaire non nul, le % Xe et
le 331Xe de spins respectifs 1/2 et 3/2. L’isotope 129 a été retenu car il fournit des signaux plus simples en
RMN, et est aussi le plus abondant des deux candidats. Il présente par ailleurs le plus long temps de
relaxation Ti, ce qui est un paramétre important pour I’hyperpolarisation (paragraphe suivant). Mais le
principal atout du xénon est sa forte polarisabilité qui induit directement une forte sensibilité au milieu
extérieur. Ainsi la RMN du xénon s’étend sur une plage de prés de 300 ppm (comparé a 15 ppm pour le
proton-figure 57), et I’on peut aisément différencier le xénon gazeux, du xénon en solution dans différents
solvants, différents tissus, ou encore encapsulé au sein d’une protéine ou d’un hédte synthétique.’” En
sélectionnant alors une fréguence de travail correspondant au xénon dans un environnement donné, on peut
cartographier un échantillon ou un patient, et visualiser les zones ou le xénon est plus ou moins concentre.

Xe (DMSO) Xe (eau) Xe (myoglobing) Xe (cryptophane A)  Xe (gazeux)
Xe (sang)
< : | : | T
ppm 3 200 3 100 0
: matiere :
%?g | Matiere
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//ﬁ;,idesi

globules
lasma
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Figure 56 : Répartition de certains déplacements chimiques du xénon. Spectre RMN-'?°Xe du cerveau d’un sujet
humain, et image IRM obtenue en sélectionnant la fréquence correspondant au *2°Xe dans les globules rouges. 14

3.1.1.2. L’hyperpolarisation.

Tout comme I’IRM du proton, 1’inconvénient majeur de I’'IRM (et de la RMN) du xénon est son
manque de sensibilité. Pour pouvoir obtenir des images ou spectres d’intensité significative comme sur la
figure 57, il faut injecter du xénon dit hyperpolarisé. Revenons aux bases de la RMN pour expliquer le
principe de I’hyperpolarisation. En RMN, I’échantillon a analyser est placé dans un champ magnétique B_o)
dont le rdle est d’aligner 1I’ensemble des spins nucléaires du noyau d’intérét. Deux états de spin d’énergies
différentes se distinguent alors : les spins sont soit paralleles (état a), soit antiparalléles (état B) au champ

155 5, A. Herzog, A. F. Jacobson, J. Nucl. Med. Technol. 1995, 23, 258-261.

1% M.M. Spence, S.M. Rubin, I.E. Dimitrov, E.J. Ruiz, D.E. Wemmer, A. Pines, S.Q. Yao, F. Tian, P.G. Schultz, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 2001, 98, 10654-10657.

157 P, Nikolaou, B.M. Goodson,E.Y. Chekmenev, Chemistry — A Eur. J., 2015, 21, 3156.
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E’Z. C’est la différence de population entre ces deux états qui crée une aimantation globale de

I’échantillon M, celle-ci méme qui est manipulée a I’aide d’impulsions radiofréquences. L’intensité du
signal RMN est intimement liée a cette différence de population. On introduit un paramétre P la
polarisation qui est directement proportionnelle au signal (figure 58).
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Figure 58 droite : Représentation des états de spin d’un noyau tel que S=1/2 dans un champ magnétique Bo, et
expression générale de la polarisation P a 1’équilibre thermodynamique - gauche : effet de I’hyperpolarisation.

Comparaison de deux expériences de RMN du 2°Xe -a- acquisition de 15 heures dans les conditions d’équilibre

thermodynamique -b- acquisition d’une seconde avec du xénon hyperpolarisé.'*

Hyperpolariser un échantillon revient a accentuer la différence de population entre les spins a et  du
noyau considéré, ce qui implique une augmentation du signal de 10° a 5.10° comparé a 1’état d’équilibre
thermodynamique. Il s’agit donc d’un état hors équilibre, non stable, dont la durée de vie est de ’ordre de
la valeur du T, (temps de relaxation longitudinal) du noyau. Une fois hyperpolarisé le xénon doit étre
assimilé par ’organisme et I’analyse RMN rapidement effectuée, d’ou I’intérét de travailler avec des
noyaux qui relaxent lentement. Plusieurs techniques ont été mises au point pour atteindre un état
hyperpolarisé : le pompage optique (adapté au cas du xénon),’** la polarisation nucléaire dynamique
(DNP) ou la polarisation para-hydrogene (PHIP). L’influence de cette hyperpolarisation est importante a
la fois sur le temps et sur la qualité d’acquisition du signal comme en témoigne la figure 58.

3.1.2. Amélioration du diagnostic en IRM du Xe

3.1.2.1. Stratégie synthétique : conception de biosondes'**

Le xénon est un élément de choix pour I’imagerie médicale du fait de sa biocompatibilité, de son
mode d’administration facile (inhalation), et de sa bonne pénétration dans les tissus biologiques.
Cependant, ce gaz diffuse de fagon homogéne dans 1’organisme et n’est pas capable de cibler un organe,
ou un processus biologique précis. Le diagnostic d’une pathologie peut alors étre amélioré par la
conception de biosondes adaptées, aussi appelées agents de contraste pour I’IRM de xénon. Il s’agit de
récepteurs dotés d’une forte affinité pour le xénon, et fonctionnalisés de fagon a posséder un site de
reconnaissance d’entités biologiques cibles. La forte sensibilité¢ du xénon a son environnement chimique
est mise a profit pour différencier en RMN les fréquences des signaux dus au xénon libre, de ceux associés
au xénon encapsulé attaché ou non a sa cible (figure 59). En sélectionnant la fréquence qui caractérise un
récepteur fixé a une biomolécule, on peut obtenir une image IRM témoignant de la répartition de la cible
biologique.

158 p, Berthault, G. Huber, H. Desvaux, Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 2009, 55, 35-60.
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Figure 59 : Schématisation du principe de fonctionnement d’un agent de contraste en IRM du 1?°Xe. Les 3 états du
xénon (seul - encapsulé - encapsulé et attaché a une cible biologique) ont des déplacements chimiques distincts.

Pour étre efficace le récepteur doit satisfaire plusieurs conditions :

(i) D’un point de vue structurel, 1’hte doit avoir une forte affinité pour le xénon ce qui peut étre favorisé
de deux maniéres. D’une part, en concevant une poche a caractére hydrophobe, et d’autre part en adaptant
la taille de la cavité. Pour répondre au critére publié par Rebek %', c’est-a-dire, pour que le xénon — ayant
un rayon de Van der Waals de 2,2 A- occupe 55% du volume total, une cavité de 76A3 est optimale (soit
un diamétre de 5,3A pour une sphére).

(i1) Les autres conditions sont liées a I’acquisition du signal RMN. Le récepteur ne doit pas trop accélérer
le processus de relaxation du xénon, ce qui provoquerait une perte trop rapide de I’hyperpolarisation. Enfin,
une dynamique d’échange in-out du gaz est nécessaire. Le temps de résidence du xénon dans la cavité du
récepteur doit étre suffisamment court pour permettre I’hyperpolarisation d’un maximum d’atomes a la
fréquence du Xe encapsulé. Mais le processus d’échange doit étre lent a I’échelle de temps de 1’acquisition
RMN afin de maintenir une bonne résolution des différents signaux observés.

Plusieurs types de récepteurs connus en chimie supramoléculaire ont été testés. Les systémes auto-
assemblés ont été proscrits car I’imagerie du 12°Xe est associée a de tres faibles concentrations de travail,
responsables du désassemblage de telles structures supramoléculaires. Les cyclodextrines ne répondent pas
au critere d’encapsulation efficace du Xe, puisque la plus petite cavité envisageable correspond a un
volume de 140A. L échange in-out du gaz est alors trop rapide pour recueillir de bons signaux RMN. Le
méme probléme de rapidité d’échange est observé avec les calixarénes. Quant aux carcérands comme les
fullerénes, ils empéchent la sortie du xénon une fois encapsulé. Les deux familles les plus prometteuses
sont celles des cucurbiturils avec des constantes d’affinité pour le Xe allant de I’ordre de 300 a 3000 M,
159 160 ot des cryptophanes. L’affinité du gaz est meilleure avec ces cryptophanes. Cependant, les
cucurbiturils offrent ’accés a une plage de déplacements chimiques bien distincte de celle des
cryptophanes, ce qui peut étre intéressant si I’on souhaite détecter plusieurs procédés en méme temps
(multiplexing). Nous nous focaliserons par la suite sur les récepteurs de type cryptophanes.

3.1.2.2. Optimisation de la technigue en RMN : I’hyperCEST.

La conception d’agents de contraste a base de 12°Xe est un réel progres dans la mesure ot cela permet
un diagnostic plus ciblé et précis. Mais la dose de sonde injectée a un patient étant de 1’ordre du
subnanomolaire, I’hyperpolarisation du xénon devient alors insuffisante pour détecter efficacement le
signal, et d’autres stratégies doivent étre mises en place pour améliorer la sensibilité de cette méthode
d’imagerie. Les premiéres idées, déja mises a profit dans d’autres techniques d’imagerie, consistent a
augmenter la concentration locale en '2Xe en élaborant par exemple des récepteurs de types

1% B.S. Kim, Y. H. Ko, YKim, H .J. Lee, N. Selvapalam, H. C. Lee, K. Kim, Chem. Commun, 2008, 2756.
160y, Wang, 1. J. Dmochowski, Chem. Commun, 2015, 51, 8982-8985.
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dendrimeres®®?, ou via le développement de matériaux poreux,'®? de nanoparticules,®® voire I’utilisation
de capsides virales ** pouvant transporter plus d’un atome de xénon.

Mais la stratégie la plus populaire a ce jour est une amélioration de la méthode d’acquisition du signal,
en utilisant le principe de saturation d’un échantillon. En imagerie par résonance magnétique, la saturation
correspond a un état temporaire pendant lequel un échantillon, subissant une irradiation adaptée, ne

posséde plus d’aimantation globale (M = 0). 16 Dans le cas de I'imagerie du 2Xe cette méthode est
appelée 1’hyperCEST (figure 60), (hyperpolarized species detection through Chemical Exchange
Saturation Transfert). Cette méthode utilise la capacité du '?°Xe encapsulé a s’échanger avec le solvant
environnant a 1’échelle de temps de la RMN, pour détecter indirectement le complexe récepteur-xénon. 1%
Pour ce faire, on acquiert dans un premier temps un spectre RMN d’un échantillon contenant le récepteur,
et le xénon préalablement hyperpolarisé, en observant I’intensité du pic correspondant au *Xe dans I’eau
(Xe@H-0, vert). Puis I’échantillon est soumis a une impulsion a la fréquence de résonance du xénon
encapsulé, ce qui a pour conséquence de saturer et donc dépolariser les atomes de gaz contenus dans le
récepteur. L’échange in-out du xénon est suffisamment rapide pour que plusieurs atomes soient dépolarisés
par une seule molécule cage pendant la durée de I’impulsion, et ¢’est pour cette raison que la sensibilité se
trouve accrue. Apres I’expérience de saturation un nouveau spectre est acquis (Xe@H20 ) mettant en
relief la dépolarisation partielle des atomes de xénon relargués. L’effet de saturation, qui a été imposé au
129%e encapsulé, est finalement transféré au signal du 2Xe libre qui est atténué. La différence entre les
deux spectres avant et apres saturation, fournit un signal dit hyperCEST (bleu), témoin de la présence de
sonde dans le milieu, la ot une acquisition directe du signal RMN du *?°Xe encagé ne donne pas de signal.

Xe =atome hyperpolarisé I Saturation a la fréquence du 12°Xe encapsulé > Xe = atome dépolarisé
B ! B )
RN N RN J
Xe = ¥ N‘w N o Xe
5 i X ¥ ZE0AS S
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Ee e L Ba, e
o > o/ - > o/ - » " - <
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Figure 60 : Principe de 1’acquisition d’un signal hyperCEST

161, Mynar, T. Lowery, D. Wemmer, A. Pines, J. Frechet, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128 (19), 6334-6335.

162 Sjurdyban E, Brotin T, Heuzé K, Vellutini L, Buffeteau T, Langmuir., 2014, 30(49), 14859-14867.

163 F, Lerouge, O. Melnyk, J-O. Durand, L. Raeh, P. Berthault, G. Huber, H. Desvaux, A. Constantinesco, P. Choquet, J. Detour,
M. Smaihi, J. Mater. Chem., 2009, 19, 379-386.

164 T, Meldrum, K. Seim, V.S. Bajaj, A. Pines, J. Am. Chem. Soc., 2010, 132 (17), 5936-5937.

165 B,Wu, G.Warnock, M.Zaiss, C.Lin, M.Chen, Z.Zhou, L.Mu, D.Nanz, R.Tuura, G.Delso, Physics, 2016, 3, 19-40.
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3.2. Vers la conception d’une nouvelle sonde

3.2.1. Les cryptophanes en RMN et IRM du xénon

3.2.1.1. Les cryptophanes : des récepteurs adaptés

/7

¢ Une bonne affinité et sélectivité pour le xénon

Les cryptophanes présentent une forte affinité avec le xénon grace au caractére hydrophobe de la
cavité. Cependant, d’autres petites molécules biologiques hydrophobes pourraient étre encapsulées, c’est
pourquoi il est nécessaire d’obtenir des constantes d’association élevées entre xénon et récepteur. Dans le
cas des cryptophanes, la taille de la cavité et sa flexibilité, sont modulables avec la longueur de chaine des
bras espaceurs intégrés lors de la synthése. On peut voir dans les données du tableau 7 que la constante
d’affinité du xénon pour les cryptophanes augmente quand la longueur de chaine diminue. La valeur de
10 000 est atteinte pour le cryptophane [111](H)s, qui s’approche au mieux du critére stérique de Rebek
avec une cavité de 81 A3 (la valeur optimale étant de 76 A3). Il faut également noter que la modulation des
substituants sur les CTB joue sur les capacités d’encapsulation du xénon (entrées 8 a 14). Ces valeurs sont
associees a des récepteurs ou les deux CTB adoptent une conformation couronne de type out-out offrant
une cavité sphérique. Souvent la présence d’'un CTB sous forme saddle ou une conformation in-out de
cryptophane ne favorise pas la complexation du xénon. 1%¢ Ces conformeéres se rencontrent surtout a partir
des longueurs de chaine n > 2, offrant une flexibilité suffisante a I’inversion des cycles aromatiques.

[n,n,n] R!, R? Taille de la K (L/mol) ; solvant Ticage
cavité (A) organique ou eau (s)rsu

1 [3,3.3] OMe, OMe 121 5-10 1871 organique --
2 [2,3,3] OMe, OMe 117 81051 organique --
3 [2,2,3] OMe, OMe 102 280054 organique --
4 [2,2,2] OMe, OMe 95 3000054 organique 12,1
5 [1,1,1] H,H 81 10 00054 organique 18,8
6 [1,1,1] H,H (CTB hydrosoluble) -- 290000681 eau --
7 [0,0,0] OMe, OMe bras S-S 400169 = =
8 [3,3,3 OCH2COOH, OCH.COOH 121 68000151 eau -- o Ry R1
9 [233] OCH:COOH, OCH.COOH 117 22000151 gy ~ R;n\o o Rz\"‘o
10 [223] OCH2COOH, OCH,COOH 102 22000151 gay - ) @ &
11 [2,22] OCH2.COOH, OCH.COOH 95 100054 eau ==
12 [2,2,2] OMe, OCH2COOH -- 33 00017 eau --
13 [2.22] OMe,triazole propionicacid -- 17 000%41 eau --
14 [222] PEG11, PEGu - 580001474 eau -
15 [222] H.H = - 3,9
16 [222] H, OMe - - 57
17 [222] H, OBn - 5 9,3
18 [2,22] OCH.COO0OD, OCH.COOD -- -- 12,1
19 [222] OCD:COOD, OCD,COOD = - 17,6

Tableau 7 : Valeurs de constantes d’association, de Ts, et taille des cavités de complexes cryptophanes-xénon

166 G. Huber, T. Brotin, L. Dubois, H. Desvaux, J-P. Dutasta, P. Berthault, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 6239-6246.

167 p, Berthault, G. Huber, H. Desvaux, Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 2009, 55, 35-60.

168 R, M. Fairchild, A. 1. Joseph, K. T. Holman, H. A. Fogarty, T. Brotin, J-P. Dutasta, C. Boutin, G. Huber, P. Berthault., J. Am.
Chem. Soc., 2010, 132 (44), 15505-15507.

169 ML.A. Little, J. Donkin, J. Fisher, M.A. Halcrow, J. Loder, M.J. Hardie, Angew. Chem. Int. Ed., 2011, 51, 764-766.

70 p A Hill, Q. Wei, T. Troxler, 1.J. Dmochowski, J. Am. Chem. Soc., 2009, 131(8), 3069-3077.

171 . Delacour, et al., Chem Eur J, 2013, 16, 6089-6093.
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% Des paramétres favorables pour I’hyperCEST : vitesse d’échange et temps de relaxation.

La flexibilité de la cage joue aussi sur la dynamique d’échange du xénon entre la cage et le milieu
extérieur. Pour les cryptophanes, les constantes de vitesse d‘échange a des températures allant de 293 a
310K, sont comprises en général entre 1 et 500Hz 172 avec par exemple une valeur de 2,4Hz a 293 K pour
le cryptophane [111](H)s.}™ Ceci satisfait la condition de régime lent a I’échelle de ’acquisition RMN
puisque la limite haute a ne pas franchir pour un appareil a 1,5T - champ magnétique classique pour des
applications médicales - est de 21kHz. En revanche, pour des utilisations en hyperCEST mieux vaut
maximiser la vitesse d’échange pour dépolariser le maximum d’atomes par saturation en un temps donné,
et minimiser les doses de récepteurs a injecter. Ainsi, les cages qui satisfont les conditions d’efficacité
d’encapsulation, en conservant une cinétique d’échange du xénon correcte sont surtout les cryptophanes
[111], [222] et [223].

Compte tenu de 1’utilisation du concept d’hyperpolarisation, il est nécessaire de s’assurer que le
passage du xénon au sein du récepteur n’accélere pas trop la relaxation des spins, ce qui provoquerait une
atténuation du signal recueilli. 1l a été défini, en prenant en compte le temps de résidence du 2°Xe dans le
récepteur, qu’un Ticage de I’ordre de 10 s pour le xénon encagé permettait encore de réaliser des mesures
correctes. Ce sont principalement les interactions xénon-proton qui sont responsables de I’atténuation de
Ticage @U Sein des cryptophanes. Ceci est confirmé par les données du tableau 7, puisque non seulement la
substitution en R* et R? ralentit la relaxation du xénon, mais que la deutération de ces groupements accroit
aussi grandement les temps de relaxation.

% Une gamme de déplacements chimiques variés.

Pour pouvoir utiliser les sondes en imagerie du '2°Xe, les déplacements chimiques du xénon libre et
encapsulé doivent impérativement étre distincts. C’est le cas pour les cryptophanes qui donnent un signal
du xénon complexé autour de 60 ppm alors que le signal du xénon solubilisé dans 1’eau, le sang ou au sein
d’un milieu biologique de fagon générale sort au-dela de 200 ppm. Mais la sensibilité du xénon permet
d’aller plus loin en distinguant différents cryptophanes en fonction de la taille de leur cavité ou de la nature
des substituants. Ainsi, d’aprés le tableau 8 ci-dessous on a un écart de 10 ppm (soit 600Hz sur un appareil
a 1,5T) entre cages de différentes tailles et pres de 5 ppm (300Hz a 1,5T) en changeant la nature des
substituants. Ces différences de déplacements chimiques offrent la possibilité de sonder plusieurs
phénoménes en méme temps avec des sondes structurellement proches, et ainsi recueillir plusieurs
informations grace a une seule catégorie de récepteurs (multiplexing).

Cryptophane[n,n,n](RY)s(R?)3 3 (ppm)
1 [2,2,2](OMe)s 68 [174]
2 [2,2,3](OMe)s 60 1581
3 [2,3,3](OMe)s 47 s8]
4 [2,2,2](OCH,COOH)s 64 11501
5 [2,2,3](OCH.COOH)s 52 [150]
6 [2,3,3](OCH,COOH)s 42 150]

Tableau 8 : Mesures de déplacements chimiques du *2°Xe dans plusieurs cryptophanes a 293K dans le
tetrachloroéthane deutéré. Dans ces conditions, le signal du xénon libre est & 225ppm.

172y, Bai, P. A. Hill, and I. J. Dmochowski, Anal Chem., 2012, 84(22), 9935-9941.
173 H, Fogarty, P. Berthault, T. Brotin, G. Huber, H. Desvaux, J.-P. Dutasta, J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 10332.
174 T, Brotin, J-P. Dutasta, Eur. J. Org. Chem., 2003, 973-984.
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3.2.1.2. Exemples de récepteurs de type cryptophane et leurs applications.

L’objectif de la conception de récepteurs encapsulant le xénon est de remédier au manque de spécificité

de I’atome de xénon et pouvoir cibler des processus a caractére biologique. Ceci est permis par la forte
sensibilité du xénon a de faibles modulations de son environnement menant & la détection, par variation de
déplacements chimiques, d’événements dus a I’interaction du récepteur avec une entité extérieure.

s Détection d’un processus de reconnaissance :

La premiére biosonde pour 'IRM du xénon, constituée d’un cryptophane a été développée par
I’équipe de A. Pines en 2001. Il s’agit d’un cryptophane [2,2,2](OMe)s, fonctionnalisé sur la sixieme
position par une chaine peptidique portant a son extrémité une biotine (vitamine B8) et rendu hydrosoluble
via I’ajout d’arginines. Cette unité biotine est en mesure s’associer fortement a une protéine tétramérique,

I’avidine, et cette interaction peut étre a I’origine de carence en vitamine B8. La RMN du xénon permet de
détecter et distinguer 2 formes du xénon complexé : dans un cryptophane lié & une biotine, et dans un
cryptophane porteur d’une biotine associée a I’avidine, avec un écart d’environ 2 ppm. 1”* La multiplicité
des pics observés est due a la présence de plusieurs sources de chiralité (CTB, carbone asymétrique des
acides aminés, unité maléimide) et témoigne de la détection de plusieurs diastéréoisoméres. Ici, la
complexité du signal, ne permet pas de suivre le phénomene de reconnaissance de la biotine par I’avidine
(cas I, figure 61). Depuis de nouvelles structures ont été mises au point dans le but de simplifier le signal
(cas 11, figure 61), et tester différentes distances entre le xénon encapsulé et la protéine. (cas Ill, figure 61).
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Figure 61 : optimisation d’une biosonde de RMN du ¥*Xe pour la détection de I’interaction biotine/avidine. Cas I :
la présence de 4 diastéréoisomeres donne un signal large et difficile a interpréter. Cas Il : la multiplicité du signal
est simplifiée grace a la suppression de 1’unité maléimide (source d’atropisomérie), et I’on détecte une variation de
déplacement chimique lors de la fixation de 1’avidine. Cas III : mise en évidence des limites de sensibilité de xénon,

un bras espaceur trop long ne permet plus de détecter la fixation de I’avidine.

175 M. M. Spence, S. M. Rubin, I. E. Dimitrov, E. J. Ruiz, D. E. Wemmer, A. Pines, S.Q. Yao, F. Tian, P. G. Schultz, PNAS, 2001,
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Une fois les fréquences de résonance de chaque espéce identifiées, il est possible d’améliorer la qualité du
signal de la biosonde fixée sur sa cible en utilisant I’hyperCEST. Il est aussi possible d’ajouter des gradients
de champs magnétiques en paralléle de la séquence RMN d’acquisition, de fagon a balayer ’espace, et

plus précisément 1’échantillon, afin d’obtenir une image IRM de la répartition de la protéine d’avidine. 7
178

D’autres processus de reconnaissance peuvent ainsi étre visualisés en spectroscopie RMN et /ou IRM
du xénon comme la complexation d’ions,'”® 18 |a fixation d’une sonde sur des récepteurs cellulaires, 8 la
mise en évidence d’interactions complémentaires entre deux brins d’ADN .. 182

s Détection d’activité biologique par RMN du xénon

Dans certains cas la cible biologique, par exemple une enzyme, peut étre présente dans des quantites
trop faibles pour générer un signal et mieux vaut essayer de détecter 1’activité de cette biomolécule. Ceci
est aussi réalisable en RMN du xénon avec des récepteurs de type cryptophanes, via la détection de
phénomeéne de clivage. Voici ’exemple de I’étude de 1’activité d’une metalloprotéase de matrice cellulaire,
la MMP-7 (figure 62). Cette catégorie de protéines est impliquée dans la dégradation des composants de
la matrice extracellulaire et se trouve surexprimée en présence de cellules cancéreuses. 18 Pour déceler la
présence de MMP-7 fonctionnelle, la sonde mise au point est constituée d’un cryptophane li¢ a une
séquence peptidique pouvant étre reconnue et sélectivement clivée par I’enzyme. # Lorsque le récepteur
et ’enzyme sont mélangés, deux lots de signaux sont détectés en RMN du xénon correspondant a un
mélange de récepteurs intacts et d’autres cryptophanes possédant une chaine peptidique réduite. Les acides
aminés en bout de chaine étant chargés positivement, on attribue la variation de déplacement chimique a
un changement de 1’environnement électronique du xénon. Le décalage des signaux est inférieur au ppm
et des progres restent a faire pour avoir une meilleure résolution et pourvoir réaliser une étude plus
quantitative de I’activité de I’enzyme par spectroscopie RMN. Cependant, ce nouveau modele de sonde
donne des informations non seulement sur la répartition mais aussi sur la fonctionnalité de la cible
biologique et fait preuve d’une forte spécificité.

624 [| 618

H
N-TRKRPLA LWRSRK I

RKRPLA apreés clivage 11

66 64 62 60 58 6 (ppm)

Figure 62 : a gauche : structure d’un cryptophane adapté pour la détection de clivage enzymatique. Les acides
aminés de la chaine peptidique sont représentés par leur acronyme a une lettre pour plus de clarté.
a droite : spectres RMN du *2°Xe hyperpolarisé dans D,0, de la biosonde intacte en bleu (154uM), d’un mélange
de biosonde intacte | (77 uM) et de la version clivée I1 (95uM)

Les exemples présentés ici ne constituent pas une liste exhaustive mais plutét un apercu du
fonctionnement des biosondes a base de cryptophane en RMN du xénon. A I’heure actuelle, la tendance

177 C. Hilty, T. J. Lowery, D. E. Wemmer, A. Pines, Angew. Chem., 2006, 118, 76-77.

178 |, Schroder, T.J. Lowery, C. Hilty, D.E. Wemmer, A. Pines, Science., 2006, 314 (5798), 446-449.

179 N, Tassali, N. Kotera, C. Boutin, E. Léonce, Y. Boulard, B. Rousseau, E. Dubost, F. Taran, T. Brotin, J-P. Dutasta, P. Berthault,
Anal Chem., 2014, 86 (3), 1783-1788.

180 3, Zhang, W. Jiang, Q. Luo, X. Zhang, Q. Guo, M. Liu, X. Zhou, Talanta, 2014, 122, 101-105.

181 C, Witte, V. Martos, H.M. Rose, S. Reinke, S. Klippel, L. Schrioder, C.P. Hackenberger, Angew Chem Int Ed , 2015, 54, 2806.
182 \/, Roy, T. Brotin, J-P. Dutasta, M.H. Charles, T. Delair, F. Mallet, G. Huber, H. Desvaux, Y. Boulard, P. Berthault,
Chemphyschem., 2007, 8, 2082-2085.

183 H, Tanimoto, L.J. Underwood, K. Shigemasa, T.H. Parmley, Y. Yan, J. Clarke, T.J. O'Brien, Tumour Biol., 1999, 20 (2), 88.
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consiste a aller vers I’internalisation de ces sondes dans des systemes biologiques, et des premiers résultats
ont déja été obtenus in cellulo. 18

3.2.2. Vers la construction d’une sonde pour détecter I’interaction sucre / lectine en RMN du *°Xe

3.2.2.1. Généralités sur I’interaction sucre/lectine en biologie

¢ Les carbohydrates

Les sucres, ou carbohydrates C,(H20),, sont des molécules essentielles en biologie et dans le
fonctionnement du monde vivant, que 1’on s’intéresse aux animaux, végétaux ou encore aux bactéries ou
aux parasites. lls font partie, avec les acides nucléiques, les lipides et les acides aminés, des constituants
essentiels d’une cellule. Les carbohydrates suscitent I’intérét des chercheurs depuis plus d’un siécle, et les
propriétés physiques et chimiques des mono comme des polysaccharides sont aujourd’hui bien connues.*®
188 Cependant, la compréhension des roles joués par les sucres au sein de systemes biologiques vivants est
moins aboutie, et fait I’objet d’un domaine d’étude plus récent, appelé glycobiologie. ¥ L’intérét tardif
pour la glycobiologie peut étre expliqué par la grande diversité et complexité des carbohydrates. On peut
par exemple comparer les polysaccharides aux protéines : 4 acides aminés différents peuvent donner lieu
a la formation de 24 tetrapeptides, alors que 4 monosaccharides ménent a plus de 35 000 oligomeres, qui
différent non seulement par 1’ordre de succession des sucres, mais aussi par la position et I’orientation des
liaisons glycosidiques mises en jeu. De plus, les carbohydrates peuvent se lier a des lipides, des protéines
ou d’autres entités biologiques pour donner lieu a une grande diversité de glycoconjugués. 1%

En biologie un des sucres les plus connus est le glucose, dont I’hydrolyse est une source d’énergie
pour la cellule, ou pouvant former des polyméres comme la cellulose qui structurent les membranes
cellulaires de plantes. De facon plus genérale, les sucres sont impliqués dans beaucoup de processus
biologiques essentiellement initiés a la surface des cellules, comme des phénoménes de transmission de
signal, de reconnaissance, ou d’adhésion, eux-mémes a la base de cascades biologiques diverses. La
biochimie des sucres concerne ainsi des processus allant du développement embryonnaire a la réponse
immunitaire, en passant par la reconnaissance hdte-pathogéne ou encore la régulation de I’expression des
geénes.

De nombreux carbohydrates sont répartis au sein des membranes cellulaires en se fixant surtout sur
les protéines et les lipides qui la constituent. On peut citer I’exemple des glycoprotéines caractérisant le
groupe sanguin d’un individu découvertes par Karl Landsteiner ce qui lui a valu le prix Nobel de médecine
de 1930.1%1 192 |_es hématies ou globules rouges sont des cellules responsables du transport du dioxygéne
dans les vaisseaux sanguins. Elles sont recouvertes d’un ensemble d’antigénes qui sont caractéristiques
d’un individu, dont des glycoprotéines. Selon la nature des polysaccharides exposés en surface des globules
rouges, on attribue a I’individu un groupe sanguin A, B, O ou AB (figure 63).

185 K K. Palaniappan, R.M. Ramirez, V.S. Bajaj, D.E. Wemmer, A. Pines, M.B. Francis, Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 52, 4849.
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Ed., 2014, 53, 493.
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192 K. Landsteiner, On individual differences in human blood, Nobel lecture, December 11, 1930.

70


http://pubs.acs.org/author/Seeberger%2C+Peter+H
http://pubs.acs.org/author/Haase%2C+Wilm-Christian

O Galactose
@ GlucoseN-Ac

O Fucose

O GalactoseN-Ac

$3 Pas de carbohydrate

Figure 63 : Représentation schématique des glycoprotéines de surface des hématies du systeme ABO, qui
différent au niveau d’un sucre terminal qualifié d’antigéne (ou par son absence)

On parle de glycosylation pour qualifier la création de liaisons entre un sucre et une autre entité
biologique. La formation, la maturation ainsi que la distribution des glycoconjugués sont régulées et
contrélées par la machinerie cellulaire. Beaucoup de pathologies ont pour origine un déréglement de ces
réactions de glycosylations. Par exemple, une étude de 2011 a montré qu’une déficience au niveau de la
glycosylation des motifs arginine (N-glycosylation) de protéines est responsable de la mise en place de
symptomes associés a la sclérose en plaque (neurodégénérescence, démyélinisation donnant lieu a des
inflammations). Les carbohydrates de surface cellulaire ont aussi un réle a jouer dans le développement de
certains cancers.'® Il est certes avéré que la naissance de cellules cancéreuses est la conséquence d’une
loterie génétique, mais des altérations qualifiées de phénotypiques peuvent favoriser leur croissance.
Concrétement, des modifications de la répartition des sucres, a I’extérieur de membranes cellulaires,
peuvent permettre aux cellules malignes d’échapper aux processus de reconnaissance mis en jeu par le
systéme immunitaire, ou encore provoquer le détachement d’un amas de cellules tumorales d’un tissu,
permettant ainsi leur dispersion dans les voies vasculaires (métastases).

% Les lectines!®®

On percoit donc I’importance de I’étude des carbohydrates que ce soit dans le cadre de la biochimie
ou de la médecine. Pour mener cette étude, les scientifiques ont a leur disposition des outils de choix : les
lectines. Ce terme vient du latin legere qui signifie choisir, sélectionner, et correspond de fagon générale a
toutes les protéines qui se lient et reconnaissent spécifiquement des carbohydrates.'®® Avec le temps, la
définition s’est précisée et exclut les protéines possédant une activité enzymatique ainsi que celles
responsables du transport des carbohydrates au sein d’un organisme. On se limite ainsi essentiellement aux
phénoménes de reconnaissance en surface de cellule. Les lectines reconnaissent surtout des mono-
saccharides (plus rarement des oligomeéres), et ce, avec la méme spécificité qu’une interaction antigéne/
anticorps.

D’un point de vue structurel, les lectines sont des protéines dotées de structures tertiaires diverses,
présentant des similitudes, " mais il est délicat a cette échelle de rationaliser leur affinité pour tels ou tels
sucres. En revanche, en observant la structure secondaire de ces protéines, il a été démontré que le
phénomeéne de reconnaissance s’établit entre un sucre et un domaine restreint de la chaine d’acides aminés,
appelé CRD pour Carbohydrate Recognition Domain. Depuis un classement des lectines en plusieurs
familles selon la nature de leur CRD se met en place (tableau 9).

198 H Mkhikian, A. Grigorian, C. F. Li, H-L. Chen, B. Newton, R. W. Zhou, C. Beeton, S. Torossian, G.G. Tatarian, S.U. Lee, K.
Lau, E. Walker, K. A. Siminovitch, K. G. Chandy, Z. Yu, J. W. Dennis, M. Demetriou, Nature Comm., 2, 2011, n°® 334.

194 H, Ghazarian, B. ldoni, S. B. Oppenheimer, acta Histochemica, 2011, 113, 236-247.

195 N, Sharon, H. Lis, Lectins, Ed Nathan, 1989, ISBN : 978-94-010-6029-5.

196 N, Sharon, H. Lis, Glycobiology, 2004, 14 (11), 53R-62R.

197 R, Loris, Biochimica et Biophysica Acta, 2002, 1572, 198-208R.
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Nom de la lectine  Famille /origine Substrat Exemple de fonction biologique

Galectine 1 Type S/ animale B-galactoside Régulation de 1’adhésion cellulaire en
fonction de sa concentration®®
Concanavaline A Type L /végétale Glucose et Agglutination, interaction avec des
mannose glycoprotéines!®

PA-IL Non renseigné / Galactose Adhésion?® et prolifération®* de
bactérienne bactéries

PA-11L Non renseigné / Fucose Adhésion'® et prolifération’® de
bactérienne bactéries

HA1 Hémagglutinine / Acide sialique Adhésion du virus, endocytose?%?

virale

Tableau 9 : Quelques exemples de lectines et leurs caractéristiques.

Dans la plupart des cas, les lectines sont des polymeéres (structures quaternaires) et sont par conséquent
constituées de plusieurs sites de reconnaissance, donnant lieu a des interactions multivalentes avec
plusieurs récepteurs cellulaires glucidiques (appartenant a une seule ou différentes cellules). Cette propriété
explique leur nom historique d’agglutinines. En effet, ce sont des observations d’agglutination voir de
précipitation cellulaire qui ont mené a la découverte de la premiére lectine par P. Herrmann Stillmarck en
1888.2%% C’est aussi la formation d’amas de globules rouges en présence de lectines qui explique 1’échec
de certaines transfusions sanguines. Nous avons évoqué dans le paragraphe précédent la répartition de
glycoprotéines A, B, ou O en surface des hématies (figure 63). Il faut savoir que la présence (ou I’absence
pour le groupe O) d’un sucre terminal jouant le role d’antigéne sur les glycoprotéines membranaires des
globules rouges, va de pair avec la présence de lectines spécifiques de tous les autres carbohydrates du
systeme ABO dans le plasma sanguin. Ainsi, un individu du groupe O possede des lectines anti A et anti
B, qui en présence d’hématies d’un donneur de type A, B ou AB, provoquent une agglutination de ces
cellules menant au rejet de la transfusion par le systéme immunitaire. En revanche, I’individu O est donneur
universel, puisque les lectines anti-A ou anti-B de n’importe quel receveur seraient sans impact sur les
globules rouges de type O, non porteurs d’antigeénes glucidiques.

¢ Interaction lectine/sucre et immunologie

La grande diversité de structures que I’on retrouve tant au niveau des carbohydrates que des lectines
a donné naissance a un nouveau domaine en biochimie : la lectinologie qui se rapporte a toutes les fonctions
biologiques et processus initiés par 1’association entre un sucre et une lectine. La figure 63 montre de facon
schématique un apercu des nombreuses applications de la lectinologie.
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201 D, Tielker, S. Hac ker, R. Loris, M. Strathmann, J. Wingender, S. Wilhelm, F. Rosenau, K-E. Jaeger, Microbiology, 2005,
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Figure 64 : Représentation schématique de I’importance des interactions lectines-sucres en biologie. &

L’interaction lectine-carbohydrate est de plus en plus utilisée dans le cadre de I’immunologie. En
effet, la création d’amas cellulaires permet de repérer et étudier des réponses immunitaires associées.
Beaucoup de lectines sont également reconnues pour leur effet mitogéne. Celui-ci consiste en la
reconnaissance entre lectine et récepteurs glucidiques de cellules lymphocytaires (globules blancs), qui
permet parfois de déclencher leur prolifération. A cela s’ajoute la possibilité pour certaines lectines de
reconnaitre spécifiqguement des cellules infectées/cancéreuses?®4. Toutes ces observations ont donné lieu a
la mise en place de stratégies d’utilisation des sucres et des lectines pour la biodistribution ciblée de
médicaments.

On discerne deux principales techniques de distribution de médicaments orientée grace a I’interaction
lectine/carbohydrate (figure 65 - gauche). La voie dite directe correspond au cas ou la substance active est
greffée a un carbohydrate spécifique de la lectine ciblée. La voie indirecte?® consiste a injecter une lectine
préalablement liée au médicament afin de viser une catégorie particuliere de glycoconjugués. Les
carbohydrates peuvent eux aussi agir en tant que médicament, surtout dans le but d’empécher 1’adhésion
d’un pathogéne comme une bactérie ou un virus. Pour cela les lectines pathogeénes sont rendues inactives
via un phénomeéne de saturation des sites de reconnaissance (figure 65- droite).
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Figure 65 : Quelques stratégies d’utilisation des lectines et des carbohydrates en immunologie.
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3.2.2.2. Développement d’une biosonde a base de cryptophane pour I’étude et la détection de lectines
bactériennes en RMN du ***Xe.

% Contexte biologique : les lectines de la bactérie Pseudomonas Aeruginosa (PA).

La bactérie Pseudomonas Aeruginosa est une bactérie naturellement présente dans les sols et ’eau
(elle fait partie des pathogénes recherchés lors d’une analyse classique d’échantillon d’eau) et pouvant se
transmettre aussi bien par I’air que par des particules ce qui en fait une bactérie ubiquitaire. On en détecte
de nombreuses souches dans les systemes hospitaliers et ambulatoires. Méme si cette bactérie est
inoffensive pour tout individu sain, elle est en revanche a I’origine de nombreux symptomes chez les
patients déja atteints d’infection diverses, de maladies respiratoires, les immunodéprimés ... Elle est de
plus qualifiée de superbactérie, trés résistante, et capable de se diversifier en souches qui s’adaptent aux
médicaments et antibiotiques. Tout ceci la place au 3°™ rang dans le classement des infections
nosocomiales.

Le mécanisme d’infection de la bactériec PA est connu et met en jeu de nombreux processus
biologiques aussi complexes qu’impressionnants au regard de non-spécialistes. Nous retiendrons de
maniére simplifiée qu’une fois fixée sur la cellule hote, les bactéries PA sont en mesure d’utiliser les
ressources cellulaires pour développer des colonies capables de s’organiser et de se défendre efficacement
contre le systeme immunitaire ainsi que la plupart des médicaments. Une stratégie consiste donc a
empécher I’étape d’adhésion des bactéries aux membranes cellulaires, et plus concrétement, a inactiver les
lectines bactériennes PA-IL (ou Lec A)? et PA-IIL (ou Lec B)?7 identifiées comme responsables de ce
processus. Pour y parvenir, il s’agit de mettre au point la synthése d’agents qui fonctionneront comme
illustré sur la figure 65 - droite, en remplacant les oligosaccharides « naturels » reconnus par PA-IL et PA-
IIL par des agents synthétiques de structure proche.

Des études ont montré que la lectine PA-IL était exclusivement sélective aux dérivés a base de D-
galactose avec une constante d’affinité pour ce sucre de 3,4.10* ML, alors que PA IIL montre une excellente
affinité pour le L-fucose (K= 1,6.10° M™). Un apercu des interactions non covalentes mises en jeu dans
ces phénomeénes de reconnaissance est illustré figure 66.

Figure 66 : Représentation tri- dimensionnelle des interactions entre D-Galactose et PA-IL (A) d’une part et
L-Fucose et PA-I1L(B) d‘autre part.2%®

206 N, Gilboa-Garber, FEBS Lett., 1972, 20, 242244
207 N. Gilboa-Garber, Methods Enzymol, 1982, 83, 378-385.
208 AV, Grishin, M.S. Krivozubov, A.S. Karyagina, A.L. Gintsburg, Acta Naturae., 2015, 7 (2), 29-41.
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PA-IL PA-IIL
Saccharide Concentration Potentiel Saccharide  Concentration Potentiel
d’inhibition d’inhibition relatif d’inhibition d’inhibition relatif
Cl (mM) au L- fucose Cl (mM) au D- galactose
L-Fucose 0,025 1 L-Fucose >200 <2,5.10°%
L- 0,050 0,5 Phényl-g-D- 0,075 6,7

Fucosylamine galactoside

L-Galactose 0,050 0,5 L-Galactose >100 <5.10%
D-Galactose 300 8,3.10° D-Galactose 0,5 1
D-Mannose 5 5.10°3 D-Mannose >100 <5.10%

D-Fructose 10 2,5.10° D-Glucose >300 <1,7.10°

Tableau 10 : Mesures de concentrations minimales de carbohydrate nécessaires pour observer I’inhibition du phénoméne
d’agglutination d’hématies (CI). Toutes les lectines ont une certaine affinité pour les carbohydrates de surface des globules
rouges provoquant I’agglutination de ces cellules. L’ajout de carbohydrate susceptible d’interagir avec les lectines inhibe
I’hemagglutination a partir d’un certain seuil de concentration, valeur qui traduit I’affinité de la lectine étudiée pour un sucre.
Plus la CI est faible plus 1’affinité de la lectine pour le sucre est élevée. Le potentiel d’inhibition est un rapport de deux Cl. Ce
paramétre permet de comparer plus simplement les sucres par rapport a un carbohydrate de référence. 209 194195

L’interaction lectine sucre est réversible. Le but est donc de mettre au point I’interaction la plus forte
possible entre les lectines PA-IL, PA-IIL et les (oligo)saccharides synthétiques, afin de rendre 1’adhésion
de la bactérie impossible. Il existe des méthodes pour quantifier la force I’interaction carbohydrate-lectine.
Par exemple, les mesures des constantes d’affinités entre PA-IL et le D-galactose ou entre PA-1IL et le L-
fucose ont été respectivement obtenues via des expériences de dialyse?'° et des mesures de calorimétrie?'?,
alors que les mesures d’affinité des lectines PA pour différents saccharides du tableau 10 mettent en ceuvre
des méthodes biochimiques de détermination du pouvoir d’inhibition d’un processus biologique connu.

De nombreux saccharides ont déja été synthétisés et étudiés en tant qu’inhibiteurs potentiels des
lectines de la bactérie PA (monocarbohydrates modifiés®, oligoméres??, dendriméres?'®, cluster de
carbohydrates supportés sur des matériaux...)

Notre objectif serait de combiner les connaissances acquises pour la conception de biosondes en
imagerie du xénon, a celles concernant le développement de carbohydrates inhibiteurs de I’adhésion des
lectines de PA, afin d’élaborer une nouvelle méthode de détection et de suivi de I’interaction sucre-lectine
in vitro, et peut étre un jour in cellulo et in vivo.

¢+ Structure de la biosonde
1- Choix du cryptophane

Nous avons choisi un modéle de biosonde basée sur un cryptophane [2,2,2]Rs(OMe)s (figure 67). La taille
de la cavité est adaptée a la complexation du xénon et cette cage trisubstituée devrait avoir des paramétres
de cinétique d’échange du '?°Xe proche du cryptophane A et donc favorable a des mesures de type
hyperCEST en RMN du xénon. D’un point de vue synthétique de nombreuses variantes du cryptophane
[2,2,2] sont déja décrites dans la littérature ce qui permet de choisir une voie de synthése adaptée a la cible
souhaitée.

209 A, Imberty, M. Wimmerov, E.P. Mitchell, N. Gilboa-Garber, Microbes and Infection, 2004, 6, 221-228.

210 N, Garber, U. Guempel, A. Belz, N. Gilboa-Garber, R.J. Doyle, Biochim. Biophys. Acta, 1992, 1116, 331-333.

211 N. Garber, U. Guempel, N. Gilboa-Garber, R.J. Doyle, Microbiol. Lett.,1987, 48, 331-334.

212 E, M. V. Johansson, S. A. Crusz, E. Kolomiets, L. Buts, R. U. Kadam, M. Cacciarini, K. M. Bartels, S. P. Diggle, M. Camara,
P. Williams, R. Loris, C. Nativi, F. Rosenau, K. E. Jaeger, T. Darbre, J. L. Reymond, Chem. Biol., 2008, 15, 1249-1257.

213 K, Marotte, C. Préville, C. Sabin, M. Moumé-Pymbock, A. Imberty, R. Roy, Org. Biomol. Chem., 2007, 5, 2953-2961.

214 B, Gerland, A. Goudot, G. Pourceau, A. Meyer, S. Vidal, E. Souteyrand, J-J. Vasseur, Y. Chevolot, F.Morvan, J. Org. Chem.,
2012, 77 (17), 7620-7626.
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Figure 67 : Structure dun récepteur cryptophane pour la détection de lectines par RMN du Xe.

2- Séparation des énantioméres

Nous avons évoqué dans la partie 3.2.1.2 (figure 61) I’'importante de minimiser le nombre de diastéréo-
isomeres de la future biosonde pour une meilleure clarté du signal RMN. La synthese des cages a été mise
au point dans des proportions racémiques, mais on a aussi pu prouver qu’elle était réalisable de facon
énantiosélective, a partir de CTB énantiopur, sans passer par une stratégie utilisant des esters de Mosher?%®
qui a le désavantage de rajouter des étapes de synthese. De plus, les énantioméres MP et PM d’un
intermédiaire clef ont pu étre séparés par HPLC chirale.

3- Motifs de substitution

Le choix des sucres en bout de chaine de type PEG pour substituer une unité CTB n’est pas anodin. Certes
ce sont les substrats des lectines PA-IL et PA-IIL ciblées, mais ce sont aussi des entités capables de rendre
la biosonde hydrosoluble. Par ailleurs, 1’utilisation de bras espaceurs PEG11 avait montré une constante
d’affinité de 5800 M pour le xénon > (contre 3000 pour le cryptophane A), ce qui est encourageant.
Enfin, la longueur des chaines PEG est modulable et peut étre un facteur d’optimisation de 1’efficacité de
la biosonde.

4- Multivalence

Nous avons envisagé de greffer 3 unités carbohydrates pour permettre une meilleure interaction avec les
lectines cibles qui contiennent plusieurs sites de reconnaissance de sucres. La comparaison entre
et dans le cadre d’études spécifiques de lectines. Les études sur la lectine A semblent montrer un effet
important de I’augmentation de la valence pour une meilleure inhibition. (Kdiss ~ 4 uM pour un
monosaccharide?!’ optimisé via I’ajout d’un substituant aromatique hydrophobe, contre Kdiss de 1’ordre
de 100 nM pour des inhibiteurs tétravalents?'® a hexavalent?'®). Des CTB sur lesquels ont été greffés des
galactoses ont été étudiés et montrent qu’un cluster trivalent a une affinité 5 fois plus élevée qu’un CTB
hexavalent pour la lectine A, méme si tous les sites d’interaction ne sont pas sollicités (figure 68).

215 O, Taratula, M.P. Kim, Y. Bai, J.P. Philbin, B.A. Riggle, D.N. Haase, 1.J. Dmochowski, J. Org. Lett. 2012, 14, 3580.

216 g, Cecioni, A. Imberty, S. Vidal, Chem. Rev., 2015, 115, 525-561.
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218 5, Cecioni, R. Lalor, B. Blanchard, J-P. Praly, A. Imberty, A. Matthews, S. Vidal, Chem. Eur. J., 2009, 15, 13232.
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Figure 68 : Valeurs de constantes de dissociation (mesurées par ITC) entre des CTB tri- ou hexa- galactosidés et la
lectine A 220 et steechiométrie des interactions mises en jeu.

Les cryptophanes offrent la possibilit¢ de compléter les études sur I’influence de la valence puisque la
synthése de cages mono, tri puis éventuellement hexafonctionnalisées est réalisable (les cas intermédiaires
étant plus délicats a obtenir d’un point de vue synthétique.)

5- Sites d’accroche des sucres

Enfin en collaboration avec 1’équipe de glycochimie de Lyon, les sucres ont été associés au cryptophane
via une triple réaction de Huygens (click —chemistry). Il s’agit pour cela d’avoir deux intermédiaires de
synthese, azide et propargyl. Plusieurs exemples de sucres porteurs de fonctions azide et impliqués dans la
formation d’hétérocycles tétrazole sont décrits dans la littérature. 202203221 Ceci permet d’envisager le
cryptophane[2,2,2](OMe)s(Opropargyl)s comme un intermédiaire clef, permettant a terme de tester
I’efficacité de nombreux sucres en tant qu’inhibiteurs de lectines.

3.3. Synthése et caractérisations.

Voici figure 69 un schéma résumant les étapes clefs menant a 1’obtention de nos biosondes.
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Figure 68 : Etape de création d’une biosonde pour I’imagerie par résonance magnétique du ?°Xe.

220 N, Galanos, Y. Chen, Z P. Michael, E Gillon, J-P. Dutasta, A. Star, A. Imberty, A. Martinez, S. Vidal, ChemistrySelect, 2016,
1, 5863-5868.
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Chevelot, F. Morvan, Bioconjugate Chem., 2014, 25, 379.
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3.3.1. Obtention du cryptophane [2,2.2]1(OMe)s(Opropargyl)s

3.3.1.1. Racémique.

% Différentes stratégies synthétiques

La synthése de cryptophanes peut se faire principalement de 3 fagons (figure 70-A). La voie directe
consiste a former 3 bras espaceurs fonctionnalisés a leurs extrémités par des précurseurs de cyclisation des
CTB (alcool benzyliques), et de synthétiser en méme temps les deux « chapeaux ». Cette stratégie mene
souvent a des rendements faibles (~1 a 5%) mais est parfois la seule qui se montre efficace. La voie [1+1]
consiste a lier ensemble deux CTB préalablement formés. La 3°™ voie consiste a former un CTB, le
fonctionnaliser en fonction des bras espaceurs désirés en terminant par une unité dérivée de 1’alcool
vanilique pour fermer le cryptophane via la formation du second « chapeau ». Nous avons opté pour cette
derniére méthode de synthese et la encore deux possibilités s’offrent a nous (figure 70-B) : on peut
commencer par la synthése d’un CTB(OCH2CH:Br);(OMe)s; (CTB 2) ou d’un CTB(OCH2CH2Br);
(Opropargyl)s. Etant donné qu’une synthése partant du CTB 2 était déja décrite dans la littérature,??? nous
avons choisi de reproduire cette voie de synthese.

OH

A Voie directe R 0O

Voie [1+1] H l

X
. R o 0 = |
Y Y ] \Z RZ/ O/R R\O O R
SR Ro QR AN Q
@ ok RO QR
@ HO  OHHO

Figure 70 : A — Les différentes voies d’accés aux cryptophanes. B — Stratégies de synthése du
cryptophane[2,2,2](OMe)s(Opropargyl)s.

222 Q, Taratula, P. A. Hill, Y. Bai, N.S. Khan, 1.J. Dmochowski, Org. Lett., 2011, 13 (6), 1414-1417.
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% Mise au point de la synthése du cryptophane[2,2,2](OMe)s(Opropargyl)s

La publication de 1.J. Dmoshowski qui nous a servi de référence pour cette synthése passe par

I’alkylation du CTB 2 par 3 équivalents de 4-hydroxy-3-propargyloxybenzaldéhyde 38 dans le DMSO,
pour ensuite réduire les fonctions aldéhyde, afin d’obtenir le triple alcool benzylique nécessaire a la
formation du second CTB.
Nous avons dans un premier temps tenté de réduire cette voie de synthése en greffant directement 1’alcool
benzylique 36 correctement substitué (figure 71). De plus, nous avons utilisé les conditions de I’équipe qui
travaille dans le DMF a 40°C (au lieu du DMSO plus fastidieux encore a éliminer). Ces conditions
réactionnelles donnent lieu a la formation d’un minimum de 5 produits non séparables méme apres
plusieurs colonnes de chromatographie, alors qu’en principe cette réaction d’alkylation ne demande qu’un
traitement de type extractions/lavages.

37 Oy 38 Ox
S i)
OH  NaH(deq) O/\\\

OH DMSO, TA OH
10 min

24h, 40°C §§ @ )ﬁj
| X=-CH= 039;
1 ou
—X= CH,OH
OH NaH (4eq) o} -
DMSO

Figure 71 : schéma représentatif des réactions d’alkylation du CTB 2 pour I’obtention des intermédiaires 39 et

/

Nous nous sommes donc reportés sur la syntheése utilisant le 4-hydroxy-3-propargyloxybenzaldéhyde
38. La premiére étape consiste a alkyler une unique fois le 3,4-dihydroxybenzaldéhyde (figure 72). Ici, la
position sur laquelle on alkyle n’a pas d’impact sur la suite de la synthése. En effet, que 1’on parte du
régioisomere o ou f5 (figure 73), la réduction de I’aldéhyde en alcool benzylique suivie de la triple réaction
de Friedel et Crafts, ménent a la formation du cryptophane désiré. Il est cependant indispensable d’étre
régiosélectif a 100% car les deux régioisomeres o et [} ne sont pas séparables par chromatographie sur
silice, et qu'un précurseur de cyclisation issu d’un mélange de ces régioisoméres perdrait sa symétrie Cs.
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Figure 72 : Deux régioisoméres meres du propargyloxy-hydroxybenzaldéhyde menant au méme cryptophane.
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La régiosélectivité de 1’alkylation 3738 peut se contrbler en utilisant les différences de basicité et de
réactivités des deux fonctions phénols du 3,4-dihydroxybenzaldéhyde 37.La fonction phénol en para de
I’aldéhyde est plus acide et moins réactive que la fonction phénol en méta. Ainsi 1'utilisation d’un
équivalent d’hydrure de sodium oriente 1’alkylation en para, alors que le régioisomere en méta est obtenu
en utilisant un exces de base. (voir chapitre 2 page 43) Dans les deux cas, il est préférable de se contenter
d’un équivalent ou d’un léger défaut de bromure de propargyl pour éviter d’alkyler doublement.

Nous avons suivi la stratégie de 1.J. Dmochowski qui alkyle la position méta.?2® Ce dernier utilise 2eq
de NaH dans le DMSO anhydre pour former le phénolate, et ajoute ensuite goutte a goutte le bromure de
propargyl avant de laisser réagir 24h, le tout sous atmospheére inerte. Le tableau 11 et la figure 73 ci-dessous
résument les conditions opératoires et résultats obtenus lors de la mise en ceuvre de cette réaction
d’alkylation au laboratoire.

i j 3 i 3
|
+base + Br - /@2 + /Q) + /Q) +
HO N\ HO o 0 HO
O (0] o}
( (
ll C‘

7

para
H + acide
O - réactif R ettt b el \

Figure 71 : Les différents produits de la réaction d’alkylation et un mécanisme simplifié¢ de ’obtention de 1’alléne A
en milieu basique

Répartition des

Base et Temps Rendement global produits
nombre de Conditions aprés traitement/ (%)
d’éq réaction colonne
a p v A
NaH DMSO, Ajout en 5min, NaH 0
1 2¢eq 18h 60%, pas de conditions anhydres 8% 3 o
NaH DMSO, Ajout en 5min, NaH 0
2 2,2 ¢q 18 60%, pas de conditions anhydres 36% 8 92
NaH DMSO, Ajout en 5min, NaH
3 18h . <10% 100
leq 60%, pas de conditions anhydres °
NaH DMSO, Ajout en 30min, NaH
4 18h . 45 55
3eq 60%, pas de conditions anhydres ne
NaH DMSO anhydre, Ajout en 30min, 0
3,7eq 18h NaH 60% lavé au pentane 59% 24 76
tBuOK 12h THF anhydre, Ajout en 30min, 2204 73 97
2,2¢eq
NaH . DMSO anhydre, Ajout en 30min,
! 3eq S0min NaH 60% lavé au pentane ne 54 19 27
NaH . DMSO anhydre, Ajout en 30min, 0
8 4.3 eq 5-10min NaH 60% lavé au pentane 60% 70 30

Tableau 11 : Récapitulatif des différentes conditions réactionnelles d’alkylation tentées (1 eq de bromure de
propargyle dans tous les cas) et les résultats obtenus. nc = non calculé

223 . Wei, G. K. Seward, P. A. Hill, B. Patton, I. E. Dimitrov, N. N. Kuzma, 1. J. Dmochowski, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128,
13274-13283.
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Les premiéres expériences (entrées 1-4) n’ont pas été réalisées sous atmosphere inerte, ni en solvant
anhydre. Le premier essai donne des résultats incohérents avec la littérature et la théorie, puisqu’il méne
essentiellement au régioisomere non attendu. De plus en comparant a I’entrée 2 ou la seule différence est
I’emploi d’un léger exces de base, les résultats obtenus ne semblent pas reproductibles. Quel que soit le
nombre d’équivalents de base, ’ajout de bromure de propargyl initialement trop rapide (environ 5 minutes
de goutte a goutte — entrées 1-3), semble responsable de la synthése du produit de dialkylation y. Le passage
a un ajout plus lent d’une solution davantage diluée a permis de s’affranchir de la production de produit
dialkylé. L’utilisation d’un large exceés d’hydrure de sodium va de pair avec I’apparition de 1’alléne
(entrées 4 et 5) et la disparition compléte du mauvais régioisomere 5. Nous avons tenté de changer la nature
de la base (entrée 6) sans succes puisqu’on obtient un mélange inséparable de « et [5, avec un rendement
modeste. Nous nous sommes donc concentrés sur la méthode mettant en jeu I’exces d’hydrure de sodium,
puisque dans ce cas I’alléne et le produit désiré sont séparables par chromatographie. Il a fallu ajuster le
nombre d’équivalents de base a employer pour empécher la formation de mauvais régioisomeére, ainsi que
les temps de réactions pour obtenir le meilleur ratio (entrées 7 et 8). La répétition de I’expérience au
cours de la thése a révélé que 'utilisation de conditions anhydres était obsoléte dans le cas ot I’on travaille
avec 4eq de NaH pour un temps total de réaction de I’ordre de 40 min a partir de 1’ajout de bromure de
propargyle. On obtient donc le produit désiré avec un rendement de 42%.

OMe  NaBH, (7eq)

2 onlé g OZ OMe OMe
THF/MeOH (2.1) <y
= 2
C5,C05 (3,3 Z 7
Br Br Br 52C03 (3,3eq) \\ /(/\ 0°C 1h puis /
= DMSO, TA,24h o © o 4 07 oSy TASh 6 0 o & 9o
+ 3 38 o
0
0= 7 &y esw HO oH 4%

HCOOH
[40] ~ 1mM
CHCI; (traces)
TA, 24h

ol oMe® P g Tome =Se(0TN; (0,15 eq)

N OM N DCM, TA
\\ ///\ 24n
o 0 0oy

Figure 74 : Suite de la synthése du cryptophane[2,2,2](OMe)s(Opropargyl)s.

La suite de la synthése n’a pas nécessité de revoir toutes les conditions réactionnelles (figure 74). On
réalise la triple substitution nucléophile de 38 sur le CTB 2 en présence de carbonate de césium dans le
DMSO anhydre, puis les aldéhydes sont réduits avec le borohydrure de sodium pour donner le précurseur
de cyclisation 40. Apres plusieurs échecs de cyclisation dans le dichlorométhane, ou I’acétonitrile en milieu
acide de Lewis avec le triflate de scandium (protocole inspiré de la référence ), nous avons utilisé 1’acide
formique comme acide et solvant de la macrocyclisation pour obtenir le cryptophane[2,2,2]
(OMe)s(Opropargyl)s avec un rendement de 7% en moyenne.

Cette synthése s’est donc révélée plus fastidieuse que ce qui est décrit dans la littérature, et a di étre
réalisée plusieurs fois afin d’accumuler suffisamment de produit pour poursuivre jusqu’a I’obtention de la
biosonde. Une fois mise au point en version racémique il a fallu s’intéresser a la démarche a suivre pour
obtenir la version énantiopure de ce cryptophane.



3.3.1.2. Enantiopur

% Par synthése énantiosélective

Nous avons déja pu montrer au sein de I’équipe qu’il est possible de synthétiser des hémicryptophanes
de maniére énantiosélective a partir de CTB 2 énantiopur. Il s’agit ici de montrer que 1I’on peut appliquer
ceci aux cryptophanes. En effet, le barriére d’énantiomérisation des CTB étant de 112 a 116 kJ/mol, ils
sont susceptibles de racémiser thermiquement. En pratique, il faut une synthése qui ne présente pas ou peu
d’étapes nécessitant de chauffer, et dans ce dernier cas, il faut s’assurer que 1’on peut baisser la température
sans trop affecter I’étape réactionnelle en question. Il faut de plus réaliser toutes les manipulations
d’évaporation sans chauffer afin de ne pas provoquer de racémisation lors des traitements. L’effet de la
température sur la vitesse de racémisation du CTB 2 peut se quantifier en mesurant I’évolution de 1’excés
énantiomérique au cours du temps. Le tableau 12 regroupe les données thermodynamiques et cinétiques
déja accumulées au sein de 1’équipe, et la derniére entrée concerne les mesures réalisées dans le DMSO
qui est le solvant utilisé pour la synthése de I’intermédiaire 39.

Solvant Température (°C)  Kenantiomérisation (1) ArG' (kJ.mol?) ty
EtOH 78 1,24. 10* 112,7 46,4 min
CHCls 61 1,85.10° 1125 52h
DMF 60 4,02.10-6 16,3 24h
DMSO 60 7,46.10° 1146 13h

Tableau 12 : Etudes de la barriére d’inversion du CTB Br 2 dans différents solvants faites par polarimétrie.

La premiere étape de la synthése énantiopure du cryptophane 41 semble donc réalisable puisque la réaction
a lieu a température ambiante et dure au plus 24h. Nous avons donc travaillé dans les mémes conditions a
partir du CTB 2 énantiopur (tableau 13). Les résultats obtenus le long de cette synthése sont résumés dans
le tableau 13. La cyclisation du second chapeau CTB(Opropargyl)s est orientée par la présence du
CTB(OMe)s deja présent de facon a favoriser la formation du cryptophane anti. Les substituants
propargyloxy étant prioritaires au sens de Cahn Ingold et Prelog cela correspond dans notre cas a la
configuration PM (respectivement pour le CTB(OMe); et le CTB(Opropargyl)s).

2 ,\weo OMe Omome NaBH, (eq) m OMe  HCOOH OMe
C52C03 [ 3eq THF/MeOH (2:1) [40]~1mM
Br g ZB \ h é
Br " DMSO, TA, 24h 0° c 1h pu,s CHCly (traces)
O/o\\\ TA, 24h o © 0oy

=9d W? =%
CTB2 CTB 39 CTB 40 41
Configuration (+/-) M) | P() M(+) | P() P PM
Excés énantiomérique 098 098 092 | 094 0,89 0,75
énantlomere majoritaire 99/1  99/1 96/4 . 97/3 | 945/55 | 87,5125
enantiomere minoritaire { :

Tableau 13 : suivi par chromatographie chirale de la synthese énantiosélective du cryptophane 41.
% Par dédoublement du racémique par HPLC Chirale

On a pu montrer qu’il est possible d’obtenir le cryptophane propargyl quasi énantiopur en seulement 3
étapes a partir du CTB 2, sans passer par un dédoublement utilisant des esters de Mdscher. Cependant les
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rendements faibles mis en jeu dans cette synthése, en particulier lors de la derniére étape, nous ont amenés
a privilégier une voie d’acceés plus efficace : dédoubler uniquement en fin de synthése par chromatographie
chirale. Ceci a été réalisé au sein de I’ équipe par Marion Jean et Nicolas Vanthuyne. La figure 75 représente
les chromatogrammes d’un échantillon de racémique et de chaque énantiomere une fois €lués ainsi que les

conditions opératoires utilisées.
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Figure 75 : Chromatogrammes détectés par dichroisme circulaire a 254nm (gauche) et par UV (droite), avant et
apres séparation par HPLC chirale analytique du cryptophane 41(Chiralpak IE (250 x 4,6 mm), EtOH / CHCl;
(70/30), ImL /min). Conditions de séparation préparative : Colonne Chiralpak IE (250 x 10 mm), EtOH / CHCl;
(70/30), 55mg de racémique sont solubilisés dans 1’éluant puis la séparation nécessite 35 injections de 200 pL
toutes les 5min pour récupérer 24 mg (ee>99,5%) du premier élué et 14 mg du 2" élué (ee>98,5%).

Chaque énantiomére a ensuite été caractérisé par dichroisme circulaire et via des mesures de pouvoir

rotatoire spécifiques (figure 76).

A (nm) [a3°] 17 élué (C.dm™lgtcm®)  [a3®] 2" élué (°*.dm™.gl.cm?)
acétonitrile,c=0.145 M acétonitrile, c = 0.075 M
589 - 159 + 159
578 - 166 +165
546 -192 +191
436 - 368 +371
365 -715 +720
260—
E ..............................
d
3
-260 | | | |

250
Wavelength [nm]

300 350

Figure 76 : Caractéristiques chiroptiques des deux énantiomeres du cryptophane 41. Spectre ECD de solutions
dans I’acétonitrile a 0.124 mmol.Lt . 1% élué (vert) — 2" élué (rouge)
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3.3.2. Greffage des sucres

3.3.2.1. Choix des sucres

Une fois le cryptophane servant de structure de base de la sonde synthéyisé, 1’objectif suivant est de greffer
les carbohydrates qui constituent les substrats des lectines de la bactérie PA. Toutes les étapes de syntheses
associées ont été réalisées au sein de 1’équipe de glycochimie de Lyon par Y. Pascal sous la direction du
Professeur S. Vidal.

Les premieres études porteront sur la lectine PA-IL, pour laquelle on dispose de davantages de données
dans la littérature. Cette lectine étant exclusivement spécifique des dérivés galactosidés, notre choix s’est
donc porté sur I’ajout de 3 unités galactose. En paralléle une expérience temoin sera menée via
I’élaboration d’un cryptophane porteur de 3 unités glucose. En effet, ce carbohydrate ne présente aucune
affinité pour les lectines de la bactérie Pseudomonas Aeruginosa (figure 77) et servira de référence lors
des mesures en RMN du xénon.

[ pA-IL
PA-IIL

Inhibition d’hemagglutination
(logz dilution™®)

1.-Gal

Figure 77 : graphique représentatif des résultats obtenus pour des experiences d’inhibition d’hemagglutination
(annexe 3) de lectine PA-IL (gris clair) et PA-IIL (gris foncé). L unité choisie (log, dilution™®) est telle que la valeur
tend vers zéro en I’absence d’affinité d’un sucre pour une lectine, (incapacité a contrer le processus
d’agglutination). D-arabinose (Ara), L-arabinose (L-Ara), D-fructose (Fru), L-fucose (Fuc), D-galactose (Gal), L-
galactose (L-Gal), D-glucose (Glc), D-mannose (Man) and D-ribose (Rib). 2%°

3.3.2.2. Synthése des carbohydrates porteurs d’une fonction azide

La réaction consistant a lier de fagcon covalente un glucide a une autre molécule est appelée
glycosilation.??* Cette réaction est trés courante dans les organismes biologiques et est contrdlée (du point
de vue de la régio- et de la stéréosélectivité) par des enzymes. En synthése organique, c’est la position
anomérique d’un carbohydrate que I’on fonctionnalise le plus aisément, et on définit la stéréosélectivité de
la réaction de glycosylation sur cette position en fonction de I’orientation relative des substituants en
position 1 et 2 du sucre : réaction de glycosylation 1,2-cis ou 1,2-trans. (figure 78).

Nous nous limiterons dans la suite a la glycosylation 1,2-trans qui d’aprés la littérature est la plus
avantageuse en terme de rendement et de sélectivité. Dans ce cas, ['utilisation d’un groupement protecteur
de type acétate en position 2, servant d’assistant anchimérique (figure 78-b), permet d’orienter 1’attaque
de I’accepteur de glycoside, et I’efficacité de la réaction peut étre améliorée en utilisant un bon groupement
partant en position anomérique. Par ailleurs, les études menées au sein de 1’équipe du Pr. Vidal ont montré
que le contrdle de la stéréochimie de la réaction de glycosylation dépend fortement de la nature de
I’accepteur de glycoside utilisé.

224 A, V. Demchenko, Synlett, 2003, 9, 1225 1240.
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Figure 78 : a — Représentation schématique d’une glycosilation 1,2 cis par mécanisme SN, b- Principe de
la glycosylation 1,2-trans orientée par assistance anchimérique. (L =bon groupe partant)

Il s’agit dans notre cas de fonctionnaliser la position anomérique d’un carbohydrate avec une chaine de
type PEG comprenant un azide en position terminale. Cet intermédiaire a été obtenu en 2 étapes (figure
79). La premiere étape est la glycosylation du carbone anomérique du sucre pentaacétylé par le chlorure
de triéthyléneglycol. La stéréochimie de cette réaction est décrite comme étant difficile a contréler du fait
de I'utilisation d’un alcool primaire peu encombré.??® Cependant, des conditions opératoires mettant en jeu
le couple tétrachlorure d’étain/ trifluoroacétate d’argent comme activateur du sucre pentaacetylé
permettent d’obtenir I’intermédiaire chloré énantiopur avec un rendement de 82% a 1’échelle de 20g.%%
Les impuretés métalliques sont alors éliminées par simple filtration sur silice avant de procéder a la
substitution nucléophile de 1’anion azoture sur le chlorure en présence d’iodure de tétrabutylammonium
comme catalyseur.??’

1) SnCly (3eq)
CF3CO,Ag (1,5eq)

OAc HO™ O~ ~Cl (1,5eq)
AcO OAc
o DCM,10min, TA AcO
o
AcO OAc
OAc 2) NaNj (4eq) AcO (0} (0]
nBuyl (0,1eq) OAc \/\O/\/ \/\N3
DMF, 70°C, 16h
qucosidg(OAc)5 42 GlucosideN3 44 : nc sur deux étapes
galactoside(OAc)s 43 GalactosideN3 45 : 62% sur deux étapes

Figure 79 : Synthese de galactoside et glucoside fonctionnalisés par une chaine PEG-azide sur la position
anomérique.

3.3.2.3. Obtention des sondes finales par couplage de Huisgens

Les carbohydrates ainsi obtenus peuvent étre couplés au cryptophane[2,2,2](OMe)s(Opropargyl)s 41 selon
une réaction de cycloaddition de Huisgens qui a lieu entre I’azide du sucre et le propargyl du cryptophane,
et méne a la formation d’un triazole. Ce type de couplage a été optimisé au sein de 1’équipe du professeur
S. Vidal sur des plateformes calixarénes. Les conditions retenues pour cette étape impliquent 1’utilisation
du couple catalytique Meldal (Cul + DIPEA) dans le DMF & 110°C sous irradiation micro-ondes pendant
15 minutes.??’

225 H, Vermeer, C. van Dick, J. Kamerling, J. Vliegenthart ; Eur. J. Org. Chem., 2001, 193-203.

226 3, L. Xue, S. Cecioni, L. He, S. Vidal, J-P. Praly, Carbohydrate Research, 2009, 334, 1646-1653.

227 These de S. Cecioni, Approche multivalente des interactions saccharides/lectines : synthése de glycoclusters et analyse de la
reconnaissance biomoléculaire, ICBMS Lyon I, 2010, HAL Id: tel-00732336.
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Dans le cas du couplage sur le cryptophane 41, (figure 80), les meilleurs rendements sont obtenus a
température ambiante et sans irradiation micro-ondes ce qui va de pair avec une cinétique plus lente et
nécessite entre 5 et 7 jours de réaction pour obtenir les intermédiaires 46 et 48 avec des rendements
respectifs de 55% et 54%. La derniere étape de déprotection des groupements acétate menant aux deux
sondes désirées 47 et 49 est une saponification. Deux bases ont été testées : le méthanolate de sodium dans
un mélange biphasique methanol/DCM permet d’isoler la sonde cryptophane-glucoses 47 avec un
rendement de 54%, alors que I’utilisation de triéthylamine comme base méne & la sonde cryptophane-
galactoses 49 avec un rendement de 82%.

1
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4
45 Galactoside o & 0, el
o ’ 7
0,
HO%O/\/O\/\O/\/ . Il B\H
HO Na Mico o @ ome
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(o) o
(1eq)
Cul(0,4eq)
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DMF,TA, argon
5-7 jours
N=N
46cryptophane-[glu(OAc)sls 55% N 47cryptophane-[glu(OH)4l; 54%
48cryptophane-[gal(OAc)4]; 54% 0 49cryptophane-[gal(OH),]; 82%
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Figure 80 : Synthese des sondes cryptophane couplés a 3 carbohydrates (47 et 49).

3.3.3. Bilan et perspectives

Ce projet a conduit a la synthése d’une plateforme de type cryptophane fonctionnalisée par des
groupements propargyle et adaptée a la complexation du xénon. Dans un second temps, la collaboration
avec 1’équipe du Pr.S. Vidal a permis de mettre au point une méthode de greffage de carbohydrate, afin de
constituer des sondes spécifiques aux lectines de la bactérie Pseudomonas Aeruginosa.

Les sondes obtenues constituent une nouvelle catégorie de cryptophanes hydrosolubles et donc
possiblement adaptés a des applications en milieu biologique.

De plus les versions énantiopures des sondes ont été isolées ce qui permettra a priori de simplifier, et
améliorer Iinterprétation du signal en RMN du #Xe

Cependant les expériences de spectroscopies sont en cours au moment de la rédaction de ce manuscrit et
la mise en évidence de I’interaction sucre/lectine par RMN du xénon n’est pas encore concréte a ce jour.
Nous poursuivons donc ces travaux en collaboration avec P. Berthault, au CEA de Saclay. En fonction des
résultats obtenus en RMN du xénon, nous pourrons alors envisager de diversifier les sondes en fonction
de la nature des carbohydrates gréffés, et de passer progressivement des analyses de RMN in vitro a des
analyses d’imagerie in cellulo.
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Chapitre 4 : Complexation d’ions
lanthanide(l11) au sein d’un
hémicryptophane en vue
d’applications en spectroscopie de
fluorescence

Nous avons montré dans le chapitre 2 que 1’élaboration d’hémicryptophanes fonctionnalisés pouvait
mener a la complexation du Gadolinium(l11), dans le but de concevoir un nouveau type d’agent de contraste
IRM. Nous nous sommes aussi intéressés au cours de cette thése a I’encapsulation d’autres lanthanides au
sein de molécules cages, afin d’en exploiter cette fois-Ci les propriétés de fluorescence. La spectroscopie
de fluorescence est un outil d’imagerie largement employ¢ dans le cadre d’analyses biologiques et de
diagnostic médical. C’est a l’origine l’existence de composés biologiques dotés de fluorescence
« naturelle » qui a contribué a 1’essor de la microscopie de fluorescence, permettant ainsi de détecter entre
autres des bases azotées, certains acides aminés (tryptophane...), des cofacteurs (NADH, ATP...) ou
encore, des biomolécules de la famille des porphyrines (hémoglobine) ou de structure proche
(chlorophylle). Cette méthode s’est par la suite développée via l’utilisation de sondes fluorescentes
exogenes autorisant alors I’observation spécifique d’entités non radiatives, et élargissant ainsi le panel
d’applications de la microscopie optique. C’est dans le contexte que s’inscrit ce dernier chapitre au cours
duquel nous rappellerons les principes généraux de la fluorescence, avant de nous focaliser sur le cas des
lanthanides, et I’intérét de ligands de type hémicryptophane dans la conception de sondes fluorescentes.
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4.1. La spectroscopie de fluorescence

4.1.1. Aspects théoriques et appareillage

4.1.1.1. Généralités 2%

La luminescence est le phénoméne d'émission de photons a partir d'un atome ou d'une molécule
dans un état électroniquement excité. L’atome peut avoir été placé dans un état excité via un transfert
d’énergie thermique, chimique (ou une réaction enzymatique), électrique ou lumineuse correspondant
respectivement a la thermo- chimio- (bio-) électro, ou photoluminescence. Dans cette derniére catégorie
figure la fluorescence qu’il faut distinguer des phénomenes de phosphorescence.

Considérons une espéce qui absorbe un photon afin de passer de 1’état électronique fondamental
singulet So a un état excité d’énergie supérieure. Le diagramme figure 81, appelé diagramme de Jablonski
permet de représenter I’ensemble des « chemins » accessibles menant au retour a 1’état fondamental.

Energie
£A
S
N o .
S, —_—— (IS - TT rrrrrrr » Conversion interne CI
B T (non radiatif)
ﬁ Lo » Croisement
intersystéme
CIS (non radiatif)
_ — — S, (fondamental)

Figure 81 : Diagramme de Jablonski (S = état singulet, T = état triplet).

Souvent le photon atteint un des états vibrationnels de 1’état singulet S; et le mécanisme de désexcitation
commence par des processus non radiatifs (collisions entre molécules ou avec le solvant) pour gagner 1’ état
vibrationnel de plus basse énergie (conversion interne CI). A partir de la deux possibilités donnant lieu a
deux catégories de photoluminescence sont envisageables :

- soit la molécule émet directement un photon correspondant a 1’énergie du transfert de 1’état Si1 vers un
des états vibrationnels de 1’état fondamental So. C’est le phénomene de fluorescence qui se caractérise par
une courte durée de vie de 1’état excité de I’ordre de 1022 10 s.

- soit la désexcitation de la molécule passe par I’inversion de spin d’un des électrons célibataires, passant
alors par un état triplet T1, d’énergie proche mais plus faible que Si. On parle de conversion intersystéme
(CIS) pour désigner cette transition non radiative d'un état singulet vers un état triplet. Enfin, 1’émission
d’un photon correspondant a 1’énergie du transfert de 1’état T1 vers un des états vibrationnels de 1’état
fondamental S est a I’origine du phénoméne de phosphorescence. Ce processus est plus lent (10° a 10 s)
car les changements de spins sont en théorie interdits par les regles de transitions, mais favorisés dans
certains cas (présence d’atomes lourds).

228 B, Valeur, Invitation & la fluorescnce moléculaire, 2004, De Boeck, ISBN : 2804145972.
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4.1.1.2. Spectres de fluorescence

Le phénoméne de fluorescence est observé expérimentalement a 1’aide d’un spectrophotomeétre
dont le principe de fonctionnement est schématisé sur la figure 82 ci-dessous.

M1 Echantillon qui diffuse
( B /// dans toutes les directions
//
>
v - LN
[ e Flux incident d’excitation
' - monochromatique (A.)
. A .
Source polychromatique —— Flux transmis
Photo luminescence selon
p . une bande spectrale
Monochromateurs

M2 ——s—— Longueur d’onde d’émission
(hem) sélectionnée pour une

mesure d’intensité de flux
/

[ \
‘-\ Détecteur jl
A 4

Figure 82 : Schéma du principe de fonctionnement d’un spectrofluorimétre.

Une source polychromatique associée a un monochromateur M1 permet d’irradier 1’échantillon
avec un faisceau de longueur d’onde Aexc. Si I’échantillon est photoluminescent, il émet alors de la lumiére
sans direction privilégiée. L’excitation d’un échantillon a une longueur d’onde fixe donne lieu a I’émission
de photons sur bande spectrale dont la largeur dépend de 1’espece fluorescente. Un second
monochromateur M2 est placé a 90° du faisceau incident, afin que la mesure ne soit pas affectée par un
flux résiduel transmis. Il sélectionne alors une longueur d’onde d’émission Aem pour en mesurer 1’ intensité.

On caractérise une molécule fluorescente par deux spectres dits d’excitation et d’émission de fluorescence,
qui sont quasiment des images miroirs I’un de I’autre :

- Le spectre d’émission est obtenu en fixant la longueur d’onde d’excitation de I’échantillon
(monochromateur M1 fixe), et en enregistrant I’intensité de fluorescence a différentes longueurs d’ondes
(balayage au niveau du monochromateur M2). La longueur d’onde d’excitation correspond au maximum
d’absorption de la molécule étudiée de facon a receuillir le signal le plus intense possible. Ce spectre
s’apparente a une succession de bandes de largeur et d’intensités de fluorescence variables.

- Le spectre d’excitation est quant a lui obtenu en mesurant I’intensité de fluorescence émise pour une
longueur d'onde Aen fixe et en faisant varier la longueur d'onde d'excitation. Il correspond généralement au
spectre d’absorption de la molécule d’intérét. En effet, si on étudie une seule espéce fluorescente,
I'enveloppe du spectre est toujours identique quelle que soit la longueur d’onde d’excitation (figure 83-B),
et donc l'aire sous la courbe d’émission (qui correspond au signal ré-émis par les photons précédemment
absorbés a Aexc), est toujours proportionnelle a I'intensité en un point donné de cette courbe (d’ou Aem fixé).

Le nombre et Iattribution des bandes d’émission se justifient en représentant les états électroniques par
des courbes de Morse. En passant d’un état fondamental a un état excité, une espéce fluorescente change
de géométrie, ce qui se traduit par un décalage selon I’axe des abscisses entre les puits des courbes
d’énergies potentielles correspondantes. Les transitions verticales obéissant au principe de Franck-
Condom donnent lieu & des bandes intenses, mais plusieurs transitions entre états vibrationnels de 1’état
excité et du fondamental sont accessibles, ce qui génére d’autres bandes moins intenses. La variation de
géométrie entre 1’état fondamental et excité, (qui change la forme des potentiels de Morse), ainsi que les
effets de solvatation sont a I’origine de la largeur des bandes spectrales.
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Figure 83 : A- Représentation des transitions verticales entre état fondamental et excités satisfaisant le principe de
Franck-Condom B- Allure générale des spectres d’excitation et d’émission d’une espéce fluorescente. Mise en
évidence de I’effet de miroir et de I’influence de la longueur d’onde d’excitation choisie sur I’acquisition d’un

spectre d’émission de fluorescence.

4.1.1.3. Les parametres de fluorescence.

R/

%+ Pour caracteriser les transitions :
En absorption, I’intensité des bandes figurant sur un spectre est appelée 1’absorbance A (sans unité), et
correspond au logarithme du rapport entre les intensités lumineuses incidente et transmise.
I
A= —log() ®3)

Si on connait la concentration de 1’échantillon analysé, on peut mesurer a une longueur d’onde fixée le
coefficient d’absorption molaire &, qui s’exprime en L.mol™.cm™, et est proportionnel a I’absorbance :

e=A/(C (4)
avec ¢ la largeur de la cuve utilisée en cm, et C la concentration en espece « active » en mol/L.

¢+ Pour décrire la forme du spectre de fluorescence :

La forme et ’allure des spectres de fluorescence sont caractéristiques d’une espéce donnée. On peut les
décrire en comptabilisant le nombre de bandes, ou encore en mesurant leur largeur et leur positon (longueur
d’onde en nm). On reléve en particulier les longueurs d’onde correspondant aux maxima d’excitation et
d’émission. Compte tenu des désexcitations non radiatives qui font suite au processus d’absorption (régle
de Kasha), la transition correspondant au maximum d’émission de 1’espéce fluorescente sera toujours
moins énergétique que le maximum d’absorption (excitation), et donc & une longueur d’onde décalée vers
I’infrarouge. Le décalage entre ces deux bandes spectrales porte le nom de déplacement de Stockes,
exprimé en nm, et caractérise une espéce fluorescente.

«» Pour évaluer ’efficacité d’un fluorochrome :

On caractérise un fluorophore par son rendement quantique de fluorescence @ qui traduit I’efficacité de
I’émission de fluorescence comparée aux autres voies de désexcitations. Il n’a pas d’unité et correspond
au rapport entre le nombre de photons émis sur le nombre de photons absorbés.

nombre de photons émis (5)
nombre de photons absorbés
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Le rendement quantique de fluorescence est caractéristique d’une molécule dans un solvant donné a un un
pH fixé, il est aussi dépendant de la température.

L’analyse quantitative de spectres d’émission de fluorescence passe aussi par la mesure de I’intensité de
fluorescence Ir. Cette derniere correspond au nombre de photons émis par unité de temps dans des
conditions d'excitation données. Elle s’exprime en einstein par seconde (1 einstein = 6,102 photons) et
correspond au produit du rendement quantique de fluorescence par I’intensité lumineuse absorbée :

le =D XIla =® X (lo—l) ~2,3 lo.d.c. .C (dans le cas de solutions diluées) (6)

L’intensité de fluorescence dépend de nombreux paramétres (température, solvant, pH, concentration de
1’échantillon en fluorophore, Aexc, nature de la source lumineuse, appareil utilisé...). Ces deux grandeurs Ir
et @ peuvent étre atténuées par différents phénomeénes tels que des collisions menant a la dissipation
d’énergie non radiative, ou encore le photoblanchiment et la formation de complexes non radiatifs.

% Temps de vie de fluorescence :

Une alternative a la mesure d’intensité de fluorescence est celle du temps de vie de fluorescence (ou durée
de vie de I’état excité) t d’un fluorophore. Il s’agit du temps nécessaire pour que la population de photons
n dans I’état excité soit reduite de 63%. En effet, on peut dans le cas général, décrire 1’évolution de la
population en photons n(t) par I'équation :
dn(t)

s kn(t) @)
ou k est la constante de vitesse globale de désactivation de I'état excité (prenant en compte les processus
radiatifs comme non radiatifs). La résolution de cette équation différentielle donne la population n(t), donc
I'intensité I(t) de la fluorescence qui est telle que :

I(t) oc —dz—?) = 1@t)=1, exp(—t/z) avect=1/k 9)

L’interét de ce temps t est double : sa valeur est d’une part indépendente des conditions de mesure
(appareil, source, longueur d’onde d’excitation, concentration de 1’échantillon) et méne & une comparaison
plus aisée de différents fluorophores. D’autre part, le temps de vie de fluorescence est trés dépendant de
I’environnement externe du fluorophore (température, polarité, présence de quencheurs) ce qui est mis a
profit pour cartographier des tissus biologiques dans le cadre de 1’imagerie médicale (fluorescence en
temps résolu).??

4.1.2. Différentes catégories de systémes fluorescents.?3°

4.1.2.1. Molécules organiques

La premieére synthese de molécule organique fluorescente a été mise au point par J.Herschel en 1845.
11 s’agit du sulfate de quinine (figure 82) qui émet une lumiére bleue lorsqu’il est irradié dans I’ultra-violet.
231 Depuis de nombreuses familles de molécules fluorescentes ont été étudiées. Les principales applications
des fluorophores organiques sont en tant que biosonde,?*? pour I’imagerie de fluorescence. Cette technique
d’imagerie médicale présente I’avantage d’étre peu coliteuse, trés sensible, rapide a mettre en ceuvre et est
non invasive. Dans ce cadre, un des enjeux est de s’affranchir de la fluorescence des molécules biologiques
déja presentes in vivo, et il est nécessaire de se placer dans la fenétre de transparence biologique (800-1200
nm).

229\, Becker, Journal of Microscopy, 2012, 247, 119-136.

230 T Terai, T. Nagano, Pfluger Arch : Eur. J. Physiol., 2013, 465 (3), 347-359.
231 J F.W.Herschel, Phil Trans Roy Soc London, 1845, 135, 143145,

232y, Suzuki, K.Yokoyama, Biosensors, 2015, 5 (2), 337-363.
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Figure 84 : Quelques familles de fluorophores et leurs propriétés spectroscocopiques.

Cela passe par une compréhension du lien entre structure de la molécule et propriétés spectroscopiques.
Le design de nouveaux fluorophores organiques est a I’heure actuelle toujours en plein essort (figure 84).
On peut retenir que I’ajout de cycles, ’extension de systémes conjugués ainsi que 1’ajout d’hétéroatomes
influencent fortement les propriétés spectroscopiques, comme 1’illustre 1’évolution de la famille de
fluorophores Alexa Fluor (figure 85).

(0}
)J\/\/\/Nfs
(@) Cl
Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 546 Alexa Fluor 594

Amax -abs = 495 nm Amax -abs = 956 Nm Amax -abs = 590 nm
Amaxeem = 519 nm Amaxcem = 573 nm Amaxem = 617 nm

@ =0,92 ®;=0,79 ®;=0,66
£=72000M".cm’ £=112 000 M".cm™’ =92 000 M~.cm™!

t=4,1ns t=4,1ns t=3,6ns

Figure 85 : Représentation (non exhaustive) de systemes fluorescents de la gamme Alexa Fluor dont les propriétés
d’émission évoluent vers des longuers d’ondes plus élévées.

La tendance actuelle consiste a optimiser les propriétés spectrocopiques (rendement de fluorescence,
longueur d’onde d’émission, maximiser le déplacement de Stockes etc), mais aussi a créer des sondes de
plus en plus élaborées et spécifiques d’une pathologie. Ceci devient réalisable grace au design des
molécules dont I’activité spectroscopique est dépendante d’un stimulus (chimique, physique, biologique),
au lieu de simplement détecter un phénomeéne d’accumulation de composé fluorescent. On citera par
exemple les sondes sensibles au pH?%, aux dérivés réactifs de ’oxygéne (DROs)?4, a un rayonnement
UV (figure 86)...

233 H, Lee, W. Akers, K. Bhushan, S. Bloch, G. Sudlow, R. Tang, S. Achilefu, Bioconjug. Chem., 2011, 22 (4), 777-784.
234 M.C.Y. Chang, A. Pralle, E.Y. Isacoff, C.J. Chang, J. Am. Chem. Soc, 2004, 126, 15392-15393.
235 J, Folling, V. Belov, R. Kunetsky, R. Medda, A. Schénle, A. Egner, C. Eggeling, M. Bossi, S. W. Hell, Angew. Chem. Int.

Ed., 2007, 46, 6266-6262.
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Non fluorescent Fluorescent

Non fluorescent Fluorescent

Figure 86 : Exemples de fluorophores organiques dont les propriétés spectroscopiques sont contrélables A- par
variation de pH (détection de cellules cancéreuses), B- par oxidation (detection de processus biologiques générant
H,0,), C-par irradiadion UV ou chauffage.

4.1.2.2. Particules : Quantum Dots

Les quantum dots (QD) sont des nanocristaux semi-conducteurs,® découverts au début des années
1980, qui sont constitués d’éléments de la classification périodique choisis parmi les groupes I1-VI1 (Cd-
Te, Cd-Se), ll1-V (In-P) ou encore 1V -VI (Pb-S, Pb-Se). Les matériaux semiconducteurs se distinguent
par I’existence de bandes continues de niveaux d’énergie s€parées par un gap. A 1’échelle du nanométre,
ces bandes deviennent discretes (figure 87). Sous ’effet d’une irradiation, un électron d’une bande de
valence peut étre promu dans une bande de conduction donnant naissance a un exciton (couple électron —
trou) confiné dans une « boite » en 3 dimensions. Un exciton est caractérisé par la distance moyenne entre
le trou chargé positivement et 1’électron, appelée rayon de Bohr, qui détermine ses propriétés optiques et
¢électroniques. L’¢lectron peut ensuite regagner la bande de valence, anhilant ainsi 1’exciton, et ce
phénomeéne s’accompagne de 1’émission d’onde electromagnétique assimilable a de la fluorescence. Les
spectres d’émission des QD se présentent sous la forme de bandes fines, aux déplacements de Stockes
comparables a ceux des fluorophores organiques (<50nm). De plus, les coefficients d’extinction molaire
sont généralement plus élevés (10°%- 10 M-icm™) que ceux des fluorophores organiques, et les rendements
quantiques de fluorescence moyens voire élevés méme dans le proche infrarouge

236 5, B. Rivzi, S. Ghaderi, M. Keshtgar, A. M. Seifalian, Nano Review, 2010, 1, 5161.
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Figure 87 : A- Comparaison schématique des niveaux d’énergies des fluorophores organiques, des quantum
dots et d’un matériau semi conducteur. B- Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence de QD Cd-Se,
mettant en évidence 1’influence de la taille de la nanaparticule sur les propriétés spectroscopiques 2%’

La principale particularité des QD réside dans le fait que la taille des nanoparticules détermine le rayon de
Bohr des excitons crées, et influe fortement sur les propriétés de fluorescence (tableau 14). Concrétement,
en augmentant la taille du QD on décale la fluorescence vers les plus grandes longueurs d’onde. Par
ailleurs, le noyau semi-conducteur est le plus souvent entouré d’une couche protectrice de sulfure de zinc
(ZnS), ainsi que de molécules organiques de nature amphiphyles dont le rdle est de stabiliser la particule
et d’accroitre leur solubilité en milieu biologique. 1l s’agit aussi d’un moyen de contrble des propriétés
spectroscopiques puisque la nature et 1’épaisseur de ces différentes enveloppes changent la longueur
d’onde d’émission, et la dispersité des solutions colloidales de QD joue sur la finesse des bandes
d’émission. Les temps de vie de fluorescence associés aux quantum dots varient entre 5 et 100 ns et sont
suffisament longs pour s’affranchir de I’autofluorescence des systémes biologiques (qui dure quelques ns)
en instaurant un délai d’attente avant 1’acquisition du signal d’intérét. Cependant, la multidépendance des
parameétres spectroscopiques devient un inconvénient dans le cadre de la mesure de temps de vie de
fluorescence dont 1’évolution n’est plus mono mais multi-exponentielle. Ces outils ne sont donc pas
adaptés a la spectroscopie de fluorescence en temps résolu.

Composition Amax @bsorption Amax €Mission e (Mtcm?) of
Cd-S 350-470 370-500 9,5.10° (MeOH)? <0,6°
Cd-Se 450-640 470-660 7,0.10% (MeOH)® 0,65-0,85¢

500-700 520-750 6,0.10° (MeOH)® 0,3-0,75¢
In-P 550-650 620-720 - 0,1-0,6¢
Pb-S 800-3000 >900 - 0,7 (hexane)
Pb-Se 900-4000 >1000 1,23.10° (CHCI5)¢ | 0,81 (hexane)

Tableau 14 : Tableau récapitulatif des propriétés spectroscopiques de plusieurs quantum dots. Les longueurs
d’ondes sont données sous forme d’intervalles car elles dépendent de la taille de la hanoparticule considérée
apour Aem = 450 Nm, ® pour A em = 630 NM, ¢ pour Aem = 700nM, ¢ Aem NON renseigné, © solvant non précisé.?®

237 A_M. Smith, S. Nie, Acc. Chem. Res., 2010, 43 (2), 190—200.
238 |, Resch-Genger, M. Grabolle, S. Cavaliére-Jaricot, R. Nitschke, T. Nann, Nature Methods, 2008, 5 (9), 763-775.
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4.1.2.3. Complexes de lanthanides

La 3°™ grande catégorie de systemes fluorescents utilise les propriétés spectroscopiques des métaux
de transition f, en particulier des ions lanthanides, Ln(lll). Ces ions sont d’abord connus dans le domaine
des matériaux en tant qu’agents dopants pour leurs propriétés fluorescentes (phosphores au sein de tubes
cathodiques d’écran de télévision), mais aussi pour leur capacité a amplifier les signaux optiques (fibres
optique dopée a I’erbium). Dans ce manuscrit, nous nous focaliserons plutot sur 1’utilisation des propriétés
de fluorescence des ions Ln(l11) complexés par un ligand organique dont les réles sont multiples. Le ligand
masque non seulement la toxicité du métal en vue d’application comme biosonde, mais il sert aussi
d’antenne ce qui confére aux complexes des paramétres de fluorescences atypiques (comme par exemple
de longs temps de vie de fluorencence, et de bons rendements quantiques). Tout ceci sera davantage détaillé
dans la partie suivante (4.2).

4.2. La fluorescence des lanthanides

4.2.1. Généralités sur les lanthanides

4.2.1.1. Configuration électronigue et contraction des lanthanides

Les lanthanides sont les élements de transition f de numéros atomiques compris entre 57 (lanthane) et
71 (lutécium). Leur configuration électronique est de type [Xe]4f"5d'6s?, sauf pour le lanthane, le cérium
et le gadolinium qui adoptent une configuration [Xe]4f™!6s? pour répondre au principe de plus basse
énergie. Ainsi, les ions trivalents des lanthanides perdent 2 électrons s ainsi qu’un électron d (ou f) pour
balayer les configurations [Xe]4f" (1<n<14). Tous les lanthanides (I11) a I’exception du lanthane (4f°) et
du lutécium (4f'4) sont paramagnétiques (en particulier le gadolinium déja rencontré au chapitre 2), mais
aussi luminescents. lls présentent par ailleurs un caractére d’acide dur (théorie de Pearson) ainsi qu’acide
de Bronsted leur donnant tendance a former des hydroxydes Ln(OH)s; a pH neutre.

Si, de fagon générale, I’ensemble des lanthanides ont des propriétés physico-chimiques similaires, on
remarque tout de méme une évolution réguliere de ces propriétes au sein de la période correspondante de
la classification périodigue. Ceci a pour origine un phénoméene communément appelé la « contraction des
lanthanides ». En effet, en passant de Z a Z+1, un électron supplémentaire est ajouté dans une orbitale f
(qui n’est pas une orbitale externe) mais celui-ci ne compense qu’en partie le gain de charge nucléaire
(constante d’écran inférieure a 1), et I’attraction du noyau correspondant augmente. Le rayon ionique des
Ln(I11) décroit donc progressivement du lanthane au lutécium (figure 88). Ceci va de paire avec des
constantes de stabilité croissantes des complexes de Ln(lll) lorsque Z augmente, ou encore un pH de
précipitation des hydroxydes de plus en plus acide.

Evolution du rayon ionique des ion Ln(I1I)
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Figure 88 : Graphique illustrant le phénomene de contraction des lanthanides 2%°

239 N.N. Greenwood, A. Earnshow, Chemistry of the elements, 2" edition, 1997, Elsevier, Oxford.
95



4.2.1.2. Généralités sur la chimie de coordination des lanthanides

Les orbitales f ne sont pas les orbitales externes des lanthanides, elles sont masquées par les orbitales
5d et 6s plus diffuses. Il n’est donc pas possible d’envisager la formation de liaison covalente métal-ligand
mettant en jeu ces orbitales f. C’est pourquoi les interactions de nature électrostatiques sont favorisées dans
le cadre de la complexation de lanthanides, avec de préférence des sites de coordination de type bases dures
au sens de Pearson. Tout ceci justifie le caractére fortement oxophile de ces métaux.

Etant plus volumineux que les métaux de transition d, les lanthanides peuvent atteindre des nombres
de cooordination plus élevés, et variables, car dictés par des criteres électrostatiques et/ou stériques. Les
lanthanides peuvent ainsi accepter des nombres de coordination allant de 6 a 12 (pour les plus fréquents)
244 avec une grande majorité de complexes répertoriés ayant 8 ou 9 sites de coordination. Une conséquence
structurelle de ’enfouissement des orbitales f est la non directionnalité des liaisons de coordination métal-
ligand qui donne lieu & des géométries des complexes de Ln(l11) surtout guidées par la structure du ligand.

La forte influence du ligand sur la géometrie des complexes de lanthanides a mené au développement
de ligands (chiraux ou achiraux) capables de conférer aux complexes correspondants une certaine hélicité,
et par extension, une stéréochimie autour du métal de transition f. On leur attribue la configuration A ou
A en fonction de I’orientation de 1’hélice observée. La figure 89 représente certains modéles de complexes

de lanthanides chiraux déja developpés.
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Figure 89 : a-Complexe d’europium(I1I) chiral de type EuL. avec le ligand L= Phbipox tétravalent 24° b- Complexe
de terbium(I11) chiral de type TbL; avec le ligand L= acide dipicolinique ?*’c- Complexe d’europium(III) chiral
avec un ligand macrocyclique chiral inspiré du DOTA.?4

240 G, Bozoklu, C. Marchal, C. Gateau, J. Pécaut, D. Imbert, and M. Mazzanti, Chem. Eur. J., 2010, 16, 6159-6163.

241p A Brayshaw, J-C. G. Bunzli, P. Froidevaux, J.M. Harrowfield, Y. Kim, A.N. Sobole, Inorg. Chem., 1995, 34, 2068-2076.
242 R. S. Dickins, J. A. K. Howard, C. L. Maupin, J. M. Moloney, D. Parker, J. P. Riehl, G. Siligardi, J. A. Gareth Williams, Chem.
Eur. J., 1999, 5 (3), 1095- 1105.
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4.2.2. Propriétés spectroscopigues®*

4.2.2.1. Notion de terme spectroscopigue

Dans ce manuscrit, nous nous focaliserons sur les propriétés spectroscopiques des ions des lanthanides
au degré d’oxydation III. Ces propriétes sont intrinséquement liées a la répartition des électrons au sein
des orbitales f. En effet, les sous couches f incomplétes peuvent donner lieu a différentes répartitions des
électrons au sein des spin-orbitales, chacune ayant une énergie qui lui est propre. On définit alors des
termes spectraux (tableau 15) pour désigner chaque répartion envisageable, que I’on note 5L, avec :

- S, la multiplicité de spin totale, a avoir la somme, ), ms, des nombres quantiques magnétiques de spin de
chaque électron de la configuration considérée, sachant que ms = +1/2 pour un spin up, et -1/2 pour un
spin down.

- L, le nombre quantique orbital total qui s’exprime comme la somme, ), ml, des nombres quantiques
magnétiques, des électrons de la configuration considérée, sachant que —l <ml < +L.

- J, le moment angulaire total des électrons qui prend ses valeurs entre |S-L| et S+L par pas de 1.

Le tableau 15 regroupe I’ensemble des termes spectraux associés aux configurationx des ions Ln(l11) dans
leur état fondamental.

Nombre quantique magnétique ml des orbitales

lon n 3 2 1 0 -1 -2 -3 L S J Terme
(4fm spectral
J=L-S
La%* 0 0 0 0 1S,
Ce3* 1 ) 3 1/2 5/2 2Fsn
Pr3* 2 1 1 5 1 4 3H,
Nd3* 3 1 1 1 6 3/2 9/2 o
Pm3* 4 ) ) 1 0 6 2 4 Sy
Sm3* 5 1 1 1 1 1 5 5/2 5/2 Hs,
Eu* 6 ) ) 1 0 0 1 3 3 0 Fo
J=L+S
Gd®* 7 ) ) 1 0 0 1 1 0 712 7/2 871
Tb* 8 T T 7 T T 7 T 3 3 6 'Fs
Dy 9 T T 1 1 1 1 1 5 5/2 15/2 H15/2
Ho* 10 T T T T T 7 T 6 2 8 *lg
Er3 11 11 11 1 11 1 1 1 6 3/2 15/2 1512
Tm* 12 T T T T T T T 5 1 6 He
Yb¥* 13 1l 1l 1l 1 1 1l 1 3 1/2 712 2Far2
R X A A N A A N 0 1S
Tableau 15 : Configurations électroniques et termes spectraux des ions trivalents des lanthanides dans leur état

fondamental.

Les transitions électroniques entre spin-orbitales f, correspondent donc a un changement de terme
spectral, et sont associées a des phénomeénes d’absorption de photons (ou d’émission, selon la position
relative des états considérés). Ce sont ces transitions qui sont a 1’origine des propriétés de fluorescence des
lanthanides et de leurs complexes. *

243 C. Huang, Z. Bian, Rare Earth Coordination Chemistry : Fundamentals and Applications, chapitre 1, 2010, Wiley (Asia),
ISBN : 978-0-470-82485-6.

*Les lanthanides se distinguent des métaux de transition d par le fait que les orbitales 4f ne participent pas a la formation de
liaisons métal-ligand, et ce, parce qu’elles sont masquées par les orbitales externes 5d et 6s. Par conséquent, la nature et la
géométrie du ligand influent peu sur les niveaux énergétiques associés aux termes spectraux des ions Ln(III), et I’on peut se
contenter d’étudier les termes spectroscopiques des ions libres et transférer les résultats aux complexes de lanthanides.
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4.2.2.2. Spectres de fluorescence des complexes de lanthanides (111) : effet d’antenne

/7

¢+ Origine des spectres de fluorescence des lanthanides :

Il existe des regles de sélection pouvant favoriser ou interdire certaines transitions, et celles-ci
interdisent en théorie les transitions f-f. Ce sont des considérations de couplage spin-orbite et/ou de
mélanges de fonctions d’ondes de différentes parités qui permettent de rationaliser 1’observation
expérimentale de ces transitions dans les spectres d’absorption, et d’émission de fluorescence des
lanthanides (I11). Un des intéréts des éléments de transition f en fluorescence est la finesse des bandes
d’émission qui leur est caractéristique et qui est due a la non-intervention des orbitales f, internes, dans la
formation de liaisons avec les ligands environnants. Les spectres des complexes conservent cette propriété
des spectres des ions libres.

Les Ln(lI1) peuvent étre répartis en 4 groupes selon les caractérisques de leur spectre d’émission :

- pour le Sm(IIT), I’Eu(III), le Tb(III) et le Dy(III), les émissions sont principalement dues a des transitions
entre 1’état excité de plus basse énergie et le fondamental, elles correspondent a des longueurs d’onde dans
le visible, les bandes observées sont intenses, et les temps de vie de fluorescence longs (ps a ms).

- les niveaux d’énergies des ions Pr(III), Nd(II1), Ho(lI1), Er(111), Tm(I11) et Yb(III), sont proches les uns
des autres et cela donne lieu a des transitions moins intenses dans I’infrarouge.

- Le La(lll) et le Lu(lll) ont des configurations électroniques stables (orbitales f respectivement vides et
pleines) qui ne donnent pas lieu a des transitions f-f.

- Le Gd(II) a une configuration éléctronique stable (orbitales a moitié remplies) qui ne favorise pas les
transitions f-f et pour celle qui peut avoir lieu elle correspond a un rayonnement UV.

Nous nous limiterons dans la suite aux 4 lanthanides émettant dans le visible ainsi qu’aux 2 lanthanides
les plus utilisés en émission infra-rouge, pour lesquels voici une représentation simplifiée de leur
diagramme énergétique (figure 90) :
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Figure 90 : Diagramme partiel d’énergies pour les ions Ln(III) principalement utilisés au sein de complexes
fluorescents : principaux niveaux luminescents (en couleur) et transition vers leurs niveaux fondamentaux.?*

244 Thése d’ Aline Nonat : Complexes de lanthanides(111) pour le développement de nouvelles sondes magnétigues et luminescentes,
2007, université de Grenoble.
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s Lesroles du ligand :

Cependant, si on ne prend que les ions en considération, les coefficients d’extinction molaires des
transitions f-f sont de I’ordre de 1 Mt.cm, alors que les spectres d’émission de complexes de lanthanides
peuvent atteindre des valeurs de 10° M™.cm* (tableau 16). C’est donc le ligand qui joue un réle patriculier,
qualifi¢ d’antenne ou de sensibilisateur. Le principal mécanisme proposé dans les années 1990, et retenu
pour expliquer cet effet, est illustré dans le diagramme de la figure 91 ci-dessous.

' r
Iob i/'“\ S !
Ener%lie :donneur A Al accepteur : : donneur \ , accepteur :
E | \\__/ Iy 1| ]
H I DEXTER FORSTER
S,
Si — RN ' TT ] _ _— Etats excités du
by pp--Tamsfere lanthanide
Fluorescence 3 @énergie
(10°110%) é Phosphorescence
g (10-5-10s) Luminescence du
— — j: lanthanide
— F— e v ) 4
S, (fondamental du Etat fondamental
ligand organique) du Ln(IIT)
....... » Conversion interne CI - Croisement intersystéme
(non radiatif) CIS (non radiatif)

Figure 91 : Représentation dans un diagramme de Jablonski du mécanisme de sensibilisation du lanthanide par le
ligand, impliquant son état triplet.

Le ligand organique possédant des coefficients d’extinction molaire élevés est responsable de 1’absorption
de I’énergie lumineuse, ce qui lui permet de passer de son état fontamental So & un état excité S;. S’en suit
un phénomeéne de croisement intersysteme (favorisé par la présence du lanthanide a proximité) qui permet
de transférer I’énergie a 1’état triplet du ligand, et si I’énergie de celui-ci correspond a un etat excité de
I’ion lanthanide un transfert se produit, plagant les électrons de 1’ion Ln(111) dans un état excité. L’émission
a alors lieu depuis le niveau d’énergie principal du métal avec la longueur d’onde qui lui est caractéristique.
Le fait que I’absorption soit propre au ligand d’une part et que 1’émission de fluorescence soit due au métal
a un effet notable sur les déplacements de Stockes, qui sont trés élevés pour les complexes de lanthanides,
ce qui permet de supprimer d’éventuelles interférences dues a la source d’excitation.

Le transfert ayant lieu entre le ligand et le métal est un processus complexe pour lequel on distingue deux
principaux mécamismes. Celui de Dexter implique un transfert d’électrons entre les deux acteurs. Il
nécessite donc un bon recouvrement entre les orbitales concernées du ligand, et les orbitales du métal, ce
qui est peu probable pour les élements de transition f. Le mécanisme Forster ou FRET (« Fluorescent
Resonant Energy Transfer »), est un transfert dip6le/dipdle résonant entre deux molécules différentes. Pour
gue ce transfert soit efficace, il est nécessaire que le spectre d'émission du ligand organique donneur se
superpose au spectre d’absorption du lanthanide jouant le réle d’accepteur. Ce transfert est dépendant de
la proximité des molécules, et peut intervenir sur des distances allant jusqu'a 10 nm.

Outre ce role d’antenne, le ligand permet de masquer la toxicité des lanthanides en formant des complexes
stables, évitant donc le relargage d’ions au degré d’oxydation +III susceptibles de former des hydroxydes
insolubles, toxiques et non luminescents. Enfin, il protége 1’ion Ln(Ill) des inhibiteurs, tels que les
oscillateurs O-H des molécules d’eau par exemple, dont I’effet est de favoriser les désexcitations non
radiatives. Ainsi, le ligand organique peut limiter les phénoménes d’extinction de fluorescence en
particulier en milieu aqueux et biologique.
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4.2.2.3. Elaboration de complexes de Ln(l11) adaptés a des applications en imagerie de fluorescence.

Nous avons mis en évidence quelques intéréts des complexes de lanthanide(l11) en spectroscopie de
fluorescence. D une part, la finesse des bandes d’émission assure une bonne résolution, et d’autre part, les
forts déplacements de Stockes permettent de séparer clairement les signaux émis de ceux dus a I’excitation
de I’échantillon. De plus, il existe toute une gamme de métaux de transitions f émettant chacun a une
longueur d’onde préférentielle (visible ou proche infrarouge) ce qui offre la possibilité de distinguer
aisément chaque sonde.
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Figure 92 : Exemples de ligands utilisés comme sensibilisateurs dans le cadre de la fluorescence des lanthanides.
Cette liste est non exhautive. La majorité des ligands antenne utilisés en fluorescence sont une association de sites
de coordination oxygénés et/ou azotés, de type dipicolinate (2,6), et polyaminocarbolylate (1, 3, 4, 9).% 246 Nous
avons également représenté des ligands IAM (8)%*” et HOPO (5,7)?*® développés par 1’équipe de K.N. Raymond.

245 5, Quici, M. Cavazzini, G. Marzanni, G. Accorsi, N. Armaroli, B. Ventura, F. Barigelletti, Inorg. Chem., 2005, 44, 529-537.
246 M. Latva, H. Takalo, V-M. Mukkala, C. Matachescu ; J.C. Rodriguez-Ubis, J. Kankare, J. of Luminescence, 1997, 75,149-169
247 g, Petoud, S. M. Cohen, J-C. G. Biinzli, K.N. Raymond, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 13324-13325.

248 E.G. Moore, C.J. Jocher, J. Xu, E. J. Werner, K.N. Raymond, Inorg. Chem., 2007, 46, 5468-5470.
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Complexe Solvant dexc (NM) OU ey & (Mtcm?) () T (us) ref

Th(111).1 H.0 330 9800 42% 1910 246
Th(111).25 H.0 275 12800 21% 2250 246
Eu(l1N).3 H,0 292 29950 27% 385 246
Eu(lll).4 H,0 315 48400 22% 850 246
Eu(llN).5 H,0 332 18750 17% 728 249
Th(111).65 H.0 320 18850 48% 1260 246
Eu(lIN).7 H.0 341 18200 3,6% 480 259
Eu(l11).8, H,0 354 28482 61% - 248
Th(111).8 H,0 361 23496 6% - 248
sm(ll1).8, H,0 347 30028 1% - 248
Dy(111).8 H.0 347 30028 3% - 28
Eu(l11).9 H.0 616 - 24% 1250 25
Th(111).9 H,0 544 - 45%* 2.3* 25
Sm(I11).9 H,0 598 - 2.5% 13 25
Dy(111).9 H.0 478 - 0.5% 1.2 25
Yb(111).9 D0 980 - 1% 10 25
Nd(111).9 D0 1064 - 0.2% 0.4 25

Tableau 16 : Propriétés spectroscopiques d’un panel (non exhaustif) de complexes de lanthanide (111). *solution
dégazée

En terme d’efficacité de fluorescence (rendement quantique ou coefficient d’absorption molaire) les
meilleurs complexes de lanthanide égalent voire dépassent les fluorophores purement organiques. Le
tableau 16 ci-dessus associé a la figure 92, recence les propriétes spectroscopiques de quelques complexes
de lanthanides. Ces propriétés sont relativement dépendantes du métal, I’europium et le terbium étant les
plus utilisés et les plus efficaces en fluorescence. Cependant, ils nécessitent une excitation dans ’UV ou
le proche UV ce qui devient limitant 2**dans le cadre de ’application biologique de ces sondes. La tendance
consiste donc a développer des complexes émettant de plus en plus vers I’IR et dans ce cas, le rendement
quantique est le facteur a optimiser.

Enfin, & I’instar des sondes organiques, des complexes de lanthanides dont le signal de fluorescence est
modulé par des processus externes ont été mises au point : on peut ainsi suivre des variations de pH*?,
détecter des oxydants comme 1’oxygeéne, le peroxyde d’hydrogéne,?! ou encore des biomolécules de type
phosphates?>2

249D, Parker, P.K. Senanayake, J.A.G. Williams, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2., 1998, 2129.
250 D Parker, J.A.G. Williams, Chem. Comm., 1998, 245.

251 0.S. Wolfheis, A. Durkop, M. Wu, Z.H. Lin, Angew. Chem.Int. Ed., 2002, 41, 4495.

252 F J. Hou, Y.H. Miao, C.Q. Jiang, Spectrochim. Acta Part A, 2005, 61, 2891.
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¢ Spectroscopie de flurescence en temps résolu

Une des propriétés remarquables des complexes de Ln(I11) est leur long temps de vie de fluorescence, ,
de I’ordre de la micro- voire de la milliseconde. En effet, le mécanisme d’émission mettant en jeu a la fois
un croisement intersystéme (changement de spin), et un transfert d’énergie entre ligand et métal, le
processus global est plus long que celui mis en jeu pour la fluorescence classique de composés organiques.
Ceci permet de s’affranchir de la lumiere émise par des fluorophores naturels de nature organique (en
particulier lors d’analyse ou d’imagerie en milieu biologique - on parle d’autofluorescence). Les
lanthanides sont en effet adaptés a une technique de mesure appelée fluorescence en temps résolu 2°3 dont
le principe est illustré figure 93 ci-dessous.

Fluorescence
du milieu
biologique

Luminescence de

I’ion Ln(III)

intensité

acquisition

temps

Figure 93 : Schéma représentatif du principe de fonctionnement de la fluorescence en temps résolu.

Cette méthode consiste a ne recueillir le signal qu’aprés un certain délai suivant I’excitation de
I’échantillon. On augmente ainsi le ratio signal/ bruit en ne prenant pas en compte 1’émission des
fluorophores biologiques dont le temps de vie est beaucoup plus court que les complexes de Ln(ll11).

4.3. La fluorescence circulairement polarisée

4.3.1. Définition et intérét

La grande majorité des sondes et objets fluorescents décrits dans la littérature ont été mis a profit dans
de nombreux domaines, dont le plus courant est la détection d’entités biologiques ou de processus
caractéristiques du monde du vivant. Hors ce dernier est « naturellement » chiral. C’est pourquoi les
scientifiques s’intéressent au biomimétisme ou au développement de médicaments chiraux pour mieux
appréhender et interagir avec ce monde vivant. La suite logique a été de constater que pour sonder et
comprendre comment les molécules chirales ont un impact au sein des systémes biologiques, il est
nécessaire de développer des outils ayant les mémes propriétés.?®* Parmi les méthodes d’analyses
chiroptiques, les plus utilisées sont les mesures d’activité optique (pouvoirs rotatoires), le dichroisme
circulaire, ou encore la spectroscopie de rayons X, qui permettent d’identifier des stéréoisomeres, et de les
caractériser. Par ailleurs, dans ce milieu, il est préférable de confronter les résultats obtenus par plusieurs
méthodes d’analyses afin d’en déduire des informations avérées (la ou les conclusions issues d’une seule
analyse peuvent étre ambigues)

La Luminescence Circulairement Polarisée (CPL) s’ajoute a toutes ces méthodes spectroscopiques au
ceeur de 1’étude des entités chirales. 11 s’agit en CPL de mesurer la différence entre les intensités
d’émissions de lumiére polarisée circulairement gauche (I.) et de lumiére polarisée circulairement droite
(Ir) d’un échantillon. Le parametre caractéristique de cette spectroscopie et le facteur de dissymétrie de
fluorescence, noté gium (OU gem) tel que :

_ ol—IR
Jium = 2 IL+Ig (9)
Le facteur gwum prend donc ses valeurs entre -2 et +2 et vaut 0 en cas d’absence de polarisation circulaire
de la lumiere émise. Les fluorophores organiques ont en moyenne un facteur de dissymétrie de 1’ordre de
102, la ou les complexes de lanthanides ont des valeurs moyennes entre 0,1 et 1 avec un maximum de

253 |, Galhaut, L.W. Miller, Cytometrie A., 2010, 77 (12), 1113-1125.
254 G, Miiller, Dalton Trans., 2009, 44, 9692-9707.
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+1,38 atteint avec un complexe d’europium (figure 94).2%° La chiralité du ligand semble contréler celle du
métal Nous nous focaliserons ensuite uniquement sur les complexes de lanthanide.

0]

O | .Eu ¥

/CF2

FZC\
CF;
4

Figure 94 : Structure du complexe chiral d’europium le plus actif en CPL a ce jour.

Par comparaison au dichroisme circulaire (CD, qui donne des informations sur la structure globale de
I’état fondamental d’une espéce chirale), le spectre de CPL est lié a la chiralité de 1’état excité d’un
fluorophore. L’information structurelle fournie est qualifiée de « locale », car plus sélective, puisqu’elle
est caractéristique du chromophore de la molécule analysée (méme si celle-ci contient plusieurs sources
de chiralité). La CPL devient également plus intéressante que le CD dans le cadre de 1’étude de complexes
de Ln(lI1) car mieux adaptée aux transitions f-f. En effet, ces transitions f-f mises en jeu sont difficilement
détectables en absorption (car interdites en théorie), mais intenses en émission grace a I’utilisation d’une
antenne (ligand organique). Si 1’on compare a la fluorescence classique, la CPL peut améliorer la résolution
puisque des bandes successives sont susceptibles d’avoir différents signes en fonction de la polarisation
majoritairement émise, et étre donc distinguées méme si elles sont séparées de seulement quelques
nanometres.

4.3.2. Exemples d’applications

4.3.2.1. Détection d’entités biologiques

Certains complexes de lanthanides existent sous forme racémique et ne sont pas séparables du fait de
I’existence d’un équilibre trop rapide entre les formes A et A. Leur signal en CPL est donc nul. Cette
propriété a pourtant été mise a profit pour détecter des molécules chirales. On peut citer I’exemple de
’équipe de G. Miller 2%® qui utilise un complexe labile de terbium avec trois unités d’acide chelidamique
(achirales) comme sonde pour la détection des acides aminés chiraux (figure 95-A). Le réseau de liaisons
hydrogénes pouvant se former entre le complexe luminescent et le substrat biologique chiral énantiopur
perturbe 1’équilibre en favorisant une forme (A ou A) par rapport a I’autre, et génére ainsi un signal en CPL
caractéristique du phénoméne de détection. Ce phénoméne est connu sous le nom d’effet Pfeiffer.?%’

IIs vont méme plus loin en étudiant I’ influence du rapport L/D entre deux énantioméres d’un acide aminé
(la sérine) interagissant avec un complexe de terbium(lll)(dpa)s. Il remarque ainsi que le facteur de
dissymeétrie évolue linéairement avec le pourcentage de D-sérine (dans un melange D+L sérine), faisant de
la CPL une technique de choix pour la reconnaissance spécifique et quantitative de mélange
d’énantioméres.?® (figure 95-C)

D’autres sondes a base de ligand chiraux, donc plus compliquées a obtenir d’un point de vue synthétique,
ont aussi été developpées en particuliers par 1’équipe de D. Parker (figure 95-B). Le complexe chiral
énantiopur génére a 1’origine un spectre en CPL, et ¢’est la modification de ce spectre en terme de forme
et d’intensité des bandes (voire une inversion de signes) qui témoigne de I’interaction avec une
biomolécule. Le groupe de D. Parker a ainsi developpé une sonde dont seul un des deux énantiomére est
spécifique de I’albumine de serum humain (HSA). %°

255 Complexe d’europium avec G lum max 1, 38

256 A Moussa, C. Pham, S. Bommireddy, G. Miiller, Chirality, 2009, 21 (5), 497-506.

257 p, pfeiffer, K. Quehl, Chemische Berichte., 1932, 65 (4), 560-565.

2%8 M. N. Kosareff, J. L. Lunkley, N. G. Nguyen, G. Miiller, résultats non publiés, voir ref 258.
259 C. P. Montgomery, E. J. New, D. Parker, R. D. Peacock, Chem.Commun., 2008, 42614263
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Figure 95 : A- Valeurs de facteurs de dissymétrie de luminescence gium d’un mélange racémique de complexe de
Tb(cda)s® (0,04 M dans D,0O) interagissant avec des acides aminés énantiopurs de configuration L ([AA]= 0,6 ou
1,2 M) ; T =295 K, Xexc = 318-323nm, pH = 12,2.

B- Spectre CPL d’un complexe macrocyclique de Terbium avant (bleu) et apres (violet) addition de protéine HSA.
C- Graphique représentatif de I’évolution du facteur de dissymétrie de luminescence (mesuré a 543 nm) d’un
complexe de Th(dpa)s* (0,01 M dans I’eau) en fonction du pourcentage de D-sérine en solution.

4.3.2.2. Matériaux luminescents

Les composés capables d’émettre de la lumiére circulairement polarisée sont également développés
dans le cadre de la chimie des matériaux pour des applications allant du stockage /transport d’information
a I’optimisation d’écran lumineux. Par exemple, la tendance actuelle en informatique consiste a remplacer
les composants électroniques par des équivalents optiques. Les matériaux actifs en CPL commencent a
émerger dans ce domaine car ils sont susceptibles d’enregistrer une information binaire (c’est-a- dire de
maniére simplifiée : 0> lumiére polarisée circulairement gauche vs 1-> lumiére polarisée circulairement

droite).

Les complexes de lanthanides fluorescents sont également au coeur du développement d’OLED
(organic light emitting diode).?®® Les LED deviennent la source de lumiére artificielle la plus en vogue en
ce 21°™ sigcle. La mise au point de matériaux organiques pouvant émettre de la lumiére a permis de
faciliter la conception et d’optimiser les propriétés des précédents matériaux semi-conducteurs. Et
aujourd’hui les recherches se poursuivent en étudiant les propriétés des matériaux pouvant emettre une
lumiére polarisée linéairement, et depuis peu circulairement,?®* dans le but de mettre au point des écrans

et sources toujours plus performants.

260 K. Binnemans, Chemical Reviews, 2009, 109, (9), 4283-4374. (OLED p 4350).
%1 F, Zinna, M. Pasini, F. Galeotti, C. Botta, L. Di Bari, U. Giovanella, Adv. Funct. Mater., 2017, 27(1), 1-8.
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4.3.3. Description de notre sonde

L’objectif de ce dernier projet de thése est de développer les applications des hémicryptophanes en
particulier dans le domaine de la fluorescence. Des fluorophores organiques de type CTB 262 ou méme
hémicryptophanes 23 64 existent déja. Ici, il s’agit d’utiliser les propriétés de complexation des

hémicryptophanes pour élaborer un complexe fluorescent hémicryptophane-lanthanide(lll).
IX

CTB chiral 0 G Q

HN >
derivé d'acide forme de cage
dipicolinique

N J

Figure 96 : Structure de I’hémicryptophane 1X en vue d’applications des complexes de Ln(l11) en fluorescence

La structure du ligand choisi est réprésentée figure 96. Les trois bras de I’hémicryptophane IX sont
fonctionnatisés avec des dérivés d’acide dipiconilique, ce groupement étant déja connu en spectroscopie
de fluorescence des lanthanides comme un bon sensibilisateur. Ces fonctions a base de « pyridine
diamide » constituent aussi I’unité complexante, et seront donc au plus proche du métal de transition f. On
favorisera ainsi a priori le transfert d’énergie de type Forster entre le ligand et le métal impliqué dans le
mécanisme de fluorescence.

Chaque bras comporte 3 sites de coordination, soit 9 au total, ce qui devrait saturer la sphére de
coordination de I’ion trivalent, et ainsi limiter, voire empécher, le quenching de fluorescence par 1’eau ou
d’autre quencheurs. La forme de cage des hémicryptophanes renforce ce rdle de protection du ligand, ainsi
que la stabilité du complexe formé. Ce dernier critére est important en vue d’applications en milieu
bilogique du fait du caractere toxique des lanthanides.

Par ailleurs, la chiralité de I’unit¢ CTB combinée a la symétrie globale de la molécule sont susceptibles de
conférer une certaine hélicité aux ligands hémicryptophanes et a leurs complexes.?®® 266 || a méme été
montré que la chiralité de I’unité CTB pouvait se transférer trés efficacement, en particulier via la formation
d’une triple hélice, a la partie sud de la cage. La figure 97 montre un hémicryptophane fonctionnalisé de
maniére a former des complexes octaédriques avec des métaux de transition d, tels que le fer(lll) ou le
gallium(l1). Le ligand seul montre 1’existence d’une hélicité générée, et liée a la configuration du CTB.
De plus, une fois complexé a un métal, seul le couple d’énantioméres PA-MA est isolé a 1’état solide (les
stéréoisoméres MA et PA ne sont pas détectés), prouvant ainsi le transfert de chiralité. 26

262 Rappel ref 63 : L. Peyrard, S. Chierici, S. Pinet, P. Batat, G. Jonusauskas, N. Pinaud, P. Meyrande, 1.Gosse, Org. Biomol.
Chem., 2011,9, 8489-8994

263 Rappel ref 65 : Thése de Sara Lefévre, Synthése de récepteurs cyclotribenzyléne et hémicryptophane. Propriétés chiroptiques,
reconnaissance moléculaire et fluorescence, 2016, université de Lyon.

264 D, Zhang, G. Gao, L. Guy, V. Robert, J-P. Dutasta, A. Martinez, Chem. Commun., 2015, 51 (13), 2679-2682.

265 These d’Olivier Perraud, Les hémicryptophanes : de la reconaissance molculaire a la catalyse supramoléculaire,
2012, université de Lyon.

266 A, Martinez, V. Robert, H. Gornitzka, J-P. Dutasta, Eur. J. Chem., 2010, 16 (2), 520-527.

267 |sabelle Gosse, K. Robeyns, C. Bougault, A. Martinez, B. Tinant, J-P. Dutasta, Inorg. Chem., 2016, 55 (3), 1011-1013.
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Figure 97 : Exemple d’hémicryptophane montrant I’influence de la stéréochimie de ’unité CTB sur I’hélicité de la
molécule.?’

Dans la littérature on trouve des ligands chiraux, utilisés en CPL, dotés d’une chiralité centrale voire axiale
(tableau 17). Les ligands hémicryptophanes constitueront une nouvelle catégorie faisant appel a une
chiralité planaire du CTB. Si cette chiralité du CTB induit une hélicicité qui est ensuite transférée au niveau
du complexe de Ln(lll), celui-ci peut adopter une configuration de type A ou A, et les énantiomeéres
correspondants devraient constituer de bonnes sondes fluorescentes dans le cadre de la CPL. Nous
travaillerons dans un premiers temps avec les 2 ions lanthanides les plus efficaces en fluorescence, a savoir
I’europium(I1I) et le terbium(III).

Enfin, les hémicryptophanes étant également connus pour leurs propriétés de complexation de petites
molécules biologiques, nous espérons les combiner aux propriétes de fluorescences des complexes de
lanthanides obtenus pour élaborer des sondes fluorescentes spécifiques, dont le signal en CPL est modulé
par la présence ou non d’un invité au sein de la cavité.

4.4. Synthese d’une nouvelle sonde fluorescente

4.4.1. Synthése du ligand hémicryptophane IX.

4.4.1.1. Stratéqgie et descriptif

La stratégie de synthése consiste a partir de 1’unité tren, puis de la fonctionnaliser avec les bras
espaceurs adéquats, avant de fermer la cage via la formation du « chapeau » CTB (voie B figure 22-a,
chapitre 1). Pour cela, nous avons choisi de partir de 1’acide dipicolinique commercial et bon marché pour
en différencier chaque fonction acide carboxylique, afin de coupler d’une part le précurseur aminé de CTB
26, et d’autre part 1’unité tren, avant de fermer la cage en formant 1’unité CTB (figure 98).
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Figure 98 : Schéma retrosynthétique de la synthése de 1’hémicryptophane 1X.

106



Une méthode simple a mettre en ceuvre de disymétrisation de 1’acide dipicolique a été décrite par C.
Schmuck en 2005. %8 Elle consiste a former le diester le méthyle 51 en chauffant a reflux une solution
méthanolique d’acide dipconilique en présence d’acide sulfurique (figure 99). Cette étape quantitative et
ne nécessitant qu’une filtration pour isoler le produit d’intérét est suivie d’une monosaponification, a I’aide
d’un équivalent d’hydroxyde de potassium. Le sel de potassium du monocarboxylate obtenu est isolé par
précipitation dans I’acétate d’éthyle. Enfin, le monoacide 52 est formé par acidification du carboxylate
(lavage avec HCl(aq) a pH~1).

L’étape suivante est le couplage peptidique entre I’acide 52 et I’amine 26 dont la synthése en 4 étapes est
réprésentée figure 43 page 47). Ce couplage est réalisé a I’aide d’un agent phosphoré, le PyBOP, en
quantité stoechiométrique en présence de base aminée la N-méthylmorpholine dans le DMF & température
ambiante. Des lavages ainsi qu’une purification par colonne de chromatographie ont €té mis au point pour
obtenir I’intermédiaire 53 avec un bon rendement de 94%. Apres saponication de I’ester méthylique restant
le second couplage peptique peut avoir lieu. Les mémes conditions expérimentales utilisant le PyBOP et
la NMM ont été testées, mais nous nous sommes heurtés a des problémes de reproductibilité. De plus, le
choix du fournisseur de PyBOP commercial semble avoir son importance pour cette étape (celui de Aldrich
donnant accés au produit 55 mais pas celui acheté chez Alfa Aesar). La purification par chromatographie
du brut réactionnel s’est de plus révélée fastidieuse nécessitant souvent plus d’une colonne, et faisant chuter
les rendements.

Nous nous sommes donc orientés vers d’autres conditions réactonnelles mettant en jeu le couple DCC/
HOBt comme agent de couplage en présence d’amine secondaire comme base, la DIPEA, pour obtenir le
précurseur 55 avec un rendement de 43% pour le triple couplage peptidique. La déprotection des
groupements protecteurs THP et la macrocyclisation formant le chapeau CTB sont réalisées en milieu
acide de Bronsted (dans ’acide formique), en ayant au préalable solubilisé le réactif dans un minimum de
chloroforme. L’hémicryptophane IX est obtenu apres purification avec un rendement de 22% sur cette
derniére étape puis sa structure est confirmée entre autres par RMN du proton (figure 100).

Le rendement global de synthese est de 2 % sur 10 étapes. Un des prochains objectifs sera d’améliorer les
deux derniéres étapes de synthése afin de faciliter 1’accés a cette molécule cage aux propriétés
intéressantes.

268 C. Schmuck, U. Machon, Chem. Eur. J., 2005, 11, 1109.
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Figure 100 : Spectre RMN dans CDClIs du proton de I’hémicryptophane IX.
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4.4.1.2. Propriétés chiroptiques du ligand 1X

Le ligand ainsi synthétisé est chiral du fait de la présence de 1’unité CTB, nous nous somme intéressés
a ’ensemble de ces caractérisations chiroptiques. Il a fallu pour cela dédoubler les deux énantiomeéres du
mélange racémique obtenu en fin de synthése, ce qui a été réalisé a 1’échelle de 50 mg de racémique par
HPLC chirale. Les pouvoirs rotatoires a différentes longueurs d’ondes de chaque énantiomére ont été
mesurés (le 1% élué est lévogyre, le 2 dextrogyre), ainsi que les spectres d’absorption et de dichroisme
circulaire électronique (figure 101).
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Figure 101 : A- Chromatogrammes (detection UV) du mélange racémique de I’hémicryptophane 1X et de chaque
énantiomere aprés separation sur une colonne Chirapack IE (eluant : EtOH/CHCI3, 1/1). B- Pouvoirs rotatoires
spécifiques mesurés a différentes longueurs d’ondes dans ’acétonitrile. C- Spectres de dichroisme circulaire
électronique et spectre d’absorption des deux énantioméres dans 1’acétonitrile. (c= 0,092 M, 1°" élué : vert, 2" élué :
rouge)

Nous pouvons & priori déduire de ces mesures la configuration de chaque énantiomere de
I’hémicryptophane 1X en observant la zone du spectre ECD autour de 240 nm. Le second élué qui présente
une succession de bandes dans 1’ordre négatif puis positif au niveau de 240-250 nm serait de configuration

P, et par conséquent le 1°" élué de configuration M.

Cependant, des analyses approfondies en ECD dans différents solvants (figure 102) nous encouragent a
reconsidérer cette méthode d’attribution des configurations des hémicryptophanes. En effet, les spectres
obtenus dans le chloroforme, le dichlorométhane, ou encore le méthanol différent de celui acquis quand
I’acétonitrile, et de fortes modifications apparaissent en particulier dans la zone autour de 240-260nm.
L’attribution rigoureuse de ces configurations nécessite donc la combinaison de plusieurs méthodes dont
la plus puissante serait une structure obtenue par diffraction aux rayons X.
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Figure 105 : Comparaison des spectres de dichroime circulaire de I’énantiomére de 1X élué en 2" dans différents
solvants : a- acétonitrile & méthanol (0.133 mmol.L™%), b- dichloromethane & chloroforme (0.310 mmol.L ), c-
dichloromethane, acétonitrile & méthanol (0.310 mmol.L?)

4.4.1.3. Tentative d’application du ligand X en reconnaissance

Afin de valoriser la synthése du ligand seul, des mesures de constante d’affinité entre
I’hémicryptophane IX et un substrat de type octylhexose ont été réalisées. Les hémicryptophanes sont en
effet reconnus pour complexer les sucres et d’autres biomolécules dans des solvants organiques (Voir
chapitre 1- partie 1.4.3.2.). L’efficacité de ces phénomeénes de reconnaissance est classiquement suivie via
des expériences de titration en RMN du proton. Pour cela, une solution de concentration 1mM en molécule
hote — I’hémicryptophane IX — est préparée dans le chloroforme deutéré. Et on réalise des ajouts successifs
d’une 2"* solution dix fois plus concentrée en invité— le p-octylglucopyrannose dans notre cas. Entre
chaque ajout, un spectre proton est receuilli sur un spectrométre a 500MHz. En cas de complexation, on
visualise clairement un décalage des pics associés aux protons de 1’hémicryptophane lorsque la quantité
de sucre augmente. La modélisation de la courbe représentant la variation de déplacement chimique en
fonction du nombre d’équivalents de sucre ajoutés permet d’évaluer la constante de formation du complexe
supramoléculaire hémicryptophane-sucre.
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Figure 103 : Courbes de titration RMN de IX par le B-octylglucopyrannose non exploitables pour une analyse
quantitative.
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Les courbes de titration mettant en jeu I’hémicryptophane 1X et le B-octylglucopyrannose (figure 103)
ne montrent pas de variation de déplacement chimique significatif (A5 ~10* ppm), et Derreur
expérimentale sur de telles mesures ne permet pas d’évaluer la constante d’affinité du complexe. Ces
observations suggérent méme une trés faible constante d’affinité de I’hémicryptophane X pour ce sucre.

Cette hypothése a par la suite été complétée via la mesure de coefficients de diffusion, par expérience
de DOSY 2%° (dans le chloroforme deutéré, a température ambiante), de 3 solutions : de sucre seul,
d’hémicryptophane seul, et d’un mélange hémicryptophane-sucre 1: 1, toutes & 1 mM en chaque
constituant. On considére pour cela que le coefficient de diffusion observé pour un mélange d’hote et
d’invité Dops €St une moyenne pondérée des deux coefficients du complexe formé Dcompiexe €t de 1’invité
libre Dsycre.

Dobs = p. Dcomplexe + (1 - p)- Dsucre (10)

Avec p la fraction de sucre encapsulé.

SOIt : ,0 — Dops—Dsucre _ Dops—Dsucre (11)

Dcomplexe-Dsucre Dcage_Dsucre

en faisant I’approximation Dcomplexe ~ Dcage

La fraction p de sucre encapsulé dans 1’hémicryptophane IX peut aussi s’excrimer en fonction des
concentrations de chaque espéce :

p= [complexe] (12)

- [sucre]+[complexe]

et I’expression de la constante d’affinité étant :

Ka __ [complexe] ( )

" [sucrel.[cage]

On obtient a partir des équations (12) et (13) :

p
o= Gpfeaga 1Y
Les mesures effectuées donnent les valeurs suivantes des coefficients de diffusion : Doys = 1,29. 10° m?/s ;
Dsucre =1,40. 10 m?/s et Dcage =9,34. 107 m?/s ce qui correspond a une constante d’affinité K, =308 M
entre I’hémicryptophane 1X et le B-octylglucopyrannose. Cette valeur est faible comparée aux constantes
d’affinité déja obtenues entre certains hemicryptophanes et des sucres qui atteignent plutdt des valeurs
proches de 1000, mais n’explique néamoins pas 1’absence de variation de déplacement chimique lors des
expériences de titration. Cette cage ne parait a priori pas adaptée a la complexation d’hexoses mais des
mesures avec d’autres sucres (mannose, fucose...) sont a réaliser pour réellement confirmer ces résultats.

Nous disposons tout de méme de chaque énantiomére d’un ligand chiral congu pour complexer des
lanthanides en vue d’applications en spectroscopie de fluorescence, nous nous sommes consacrés en
paralléle a I’encapsulation de métaux de transition f au sein de cette molécule cage.

269 R, Wimmer, F. L. Aachmann, K. L. Larsen, S. B. Petersen, Carbohydrate Research, 2002, 337, 841-849.
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4.4.2. Complexation et propriétés des complexes IX@Ln(I111)

4.4.2.1. Mise en place d’un protocole de complexation avec un métal diamagnétique, le lanthane(III).

Nous avons choisi dans un premier temps de mettre au point le protocole de complexation des métaux
de transition f au sein de I’hémicryptophane IX en utilisant le lanthane(lll). Cet ion ne posséde pas de
propriétés spectroscopiques intéressantes car sa sous couche f est vide, mais il est diamagnétique ce qui
permet de suivre plus aisément la réaction de complexation par spectroscopie RMN du proton. (Les
éléments trop paramagnétiques ayant tendance a élargir et éclater les signaux en RMN rendant leur
interprétation plus compliquée).

Le premier test effectué mettait en présence 1 équivalent de ligand 1X pour 1 équivalent de perchlorate de
lanthane hexahydraté ainsi qu’un équivalent de base (carbonate de potassium) dans le méthanol. Nous nous
somme heurté & des problemes de solubilité dans ce solvant, et si ’ajout de dichlorométhane & permis
d’obtenir une solution homogéne, la réaction de complexation n’a pas eu lieu que ce soit a température
ambiante en 24 h, ou en chauffant une nuit supplémentaire a 50°C.

Nous avons donc privilégié un solvant qui permet de solubiliser a la fois le ligand et le sel de lanthane(l11)
a savoir I’acétonitrile. En chauffant un mélange 1 : 1 hémicryptophane/métal a 55°C, on observe au bout
de 3h la formation de complexe que 1’on peut suivre par RMN-1H via le décalage de déplacement chimique
au niveau des protons aromatiques (figure 104). 1l a cependant fallu ajouter un léger excés de Ln(lll) et
chauffer une nuit supplémentaire pour arriver a complétion de la réaction de complexation.
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Figure 104 : Suivi de la réaction de complexation de X avec le Ln(l11) par spectrocopie RMN (gauche) et
spectrométrie de masse (droite).

4.4.2.2. Complexation a des lanthanides fluorescents : 1’europium (III) et le terbium (III)

La suite logique a consisté a utiliser ces conditions réactionnelles (acétonitrile, sel de perchlorate,
55°C) pour la complexation de lanthanides luminescents. Nous avons choisi I’Europium et le Terbium.
Dans les deux cas, la réaction de complexation a été suivie par spectrométrie de masse (figure 105).
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Figure 105 : Spectres de masse des complexes d’europium et de terbium de I’hémicryptophane |X.

Chacun des deux complexes a cristallisé par évaporation lente du solvant, mais les cristaux, de trop petite
taille, du complexe d’Eu(IIT) n’étaient pas adaptés a une analyse par diffraction aux rayons X. lls ont cependant
permis d’avoir un spectre RMN trés bien défini du complexe (figure 106), mettant en évidence les décalages

dus au paramagnétisme de ce métal, qui touchent plus fortement les protons aromatiques des pyridines (plus
proches).
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Figure 106 : Comparaison entre le RMN du proton du ligand 1X seul et de son complexe 1’Europium.
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Le complexe de Terbium(III) cristallise plus facilement et donne des cristaux d’environ 2-3 mm sous forme
d’aiguilles fines. Mais plusieurs analyses menées par des spécialistes de cristallographie a Marseille et a
Toulouse ne montrent pas de diffraction sous rayonnement X, et n’ont donc pas permis d’aboutir a une structure
tridimensionnelle. Nous envisageons alors d’utiliser I’influence des propriétés magnétiques des lanthanides
encapsulés pour obtenir cette structure par RMN en collaboration avec 1’équipe de L. Di Bari a Pise (lItalie).

4.4.2.3. Premiéres analyses spectroscopiques

Avant toute analyse quantitative, nous avons pu observer a 1’ceil nu la fluorescence de chaque
complexe sous lampe UV. Le complexe d’Europium émet une treés faible lumicre rouge et celui de Terbium
fluoresce plus efficacement dans le vert (figure 107).
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Figure 107 : A- Photographie de solutions de complexe IX@Eu(lll) (gauche), et IX@Tb(I11) avec une
solution témoin ne contenant que du solvant au centre, irradiées par un rayonnement ultraviolet a 265nm. B-
Spectre d’aborption UV-visible d’une solution de complexe de terbium dans I’acétonitrile (C~0,08 mM)

Afin de comprenre ce comprortement du terbium nous avons pu réaliser de maniére qualitative un spectre
d’absorption UV-visible de ce complexe et il se trouve qu’a la longueur d’onde émise par la lampe UV,
nous nous situons dans un creux en terme d’absorption de ce complexe. L’idéal serait de completer ces
données par des spectres d’émission et excitaion de fluorescence afin de mesurer les parameétres de chacun
des complexes, et pouvoir davantage interpréter les observations expérimentales. Nous disposerons
prochainement d’un fluorimétre au sein de 1’équipe pour compléter ces mesures.

Une récente collaboration avec L’équipe du Pr. Di Bari en Italie & permis de tester les propriétés des
complexes en CPL. Avec cette technique c’est le complexe de terbium qui ne fournit presque pas de signal,
alors que le complxe d’Europium présente un spectre et des paraméetres de CPL intéressants (figure 108).
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Figure 108 : Spectres normalisés de fluorescence totale (haut) et de CPL (bas) des complexes IX@Th et IX@Eu
(solvant = éthanol, Aexc = 365nm)
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Les bandes spectrales observées sont fines dans les deux cas et ne montre pas de dégénérescence ce
qui est en accord avec la présence d’une seule espéce active en CPL.

Dans le cas du Th(Ill) on observe 2 bandes tres émissives vers 490 et 540 nm, toutes deux visibles en
CPL. Le complexe d’Eu(Ill) présente principalement une bande d’émission vers 615nm, et une trés légere
émission de fluorecence globale vers 590 nm. C’est cependant cette derniére bande qui est la plus active
en CPL avec un facteur de dissymétrie important.

En effet, on obtient des valeurs (en norme) de facteurs gium optimaux de 0,13 a 541 nm (°Ds=> 'Fs )
pour le complexe de Terbium et de 0,82 a 592 nm (°Do=> ’F1) pour celui d’Europium, ce qui correspond a
la gamme correspondant aux fluorophores chiraux a base de lanthanides (0,1-1). Le complexe d’Europium
présente meme une des plus grandes valeurs de gum répétoriées (tableau 17), et mérite d’étre davantage
analysé pour ses propriétés spectroscopiques.

ll3h
o |:)\\,Ph
O

Ph
O P=0
P:O Ph—P. _R—Ph PhZ=

CF2 | Ph Ph" "0 O ph L4 Ph
L1 F,C L2 Ph L3

CF,4

[ ®
N N
l \ Ph llPh
/°\ L5 Mé L6 Me
Complexe Oum (595 nm)

1 Eu(L1), 1,38
2 Eu(L1)3(R-L2) 0,44
3 Eu(L1)s(S-L2) 0,34
4 Eu(L1)3(L3) 0,24
5 Eu(L1)s(L4) 0,47
6 Eu(L1)s(R-L5) -1,0
7 Eu(L1)3(S-L5) -0,8
8 Eu(L1)s(S,S-L6) -1,0
9 Eu(L1)s(L7) -0,46

Tableau 17 : Valeurs de facteur de dissymétrie a 595 nm de quelques complexes d’europium actifs en CPL,
(en gras les valeurs plus élevées que notre complexe IX@europium).?”®

20 F,_ Zinna, L. Di Bari, Chirality, 2015, 27, 1-13.
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4.4.3. Perspectives

Ce projet a aboutit au design et a la synthése d’un nouvel hémicryptophane fonctionnalisé de fagon a
constituer un bon ligand dans le cadre de la complexation de lanthanides. Les propriétés de reconnaissance
de la molécule cage seule ont été testées en milieu organigque sur un unique hexose. La non-concordance
entre les observations lors des titrations, et mesures par expéririence de DOSY nous invitent a réitérer les
mesures et les diversifier, afin de vraiment pouvoir discuter de ces capacités ou non de reconnaissance.
N’ayant pas assez de matiére nous nous somme focalisés sur I’obtention de complexes fluorescents a base
de terbium et d’europium dont les propriétés spectroscopiques sont a développer. Le complexe de terbium
fluoresce de maniere intense dans le vert, et le complexe d’europium présente des parameétres prometteurs
dans le cadre de la CPL.

Tous ces « débuts de résultats » sont & appronfonir et pour ce faire, un premier objectif serait de
faciliter et améliorer la voie de synthese permettant I’accés au ligand 1X. Une fois en possession de quantité
suffisante de ligands les tests d’affinités du ligand 1X avec différents invités devront étre poursuivis.

Dans le cadre de la spectroscopie de fluorescence, il s’agira de compléter les résultats récemment
obtenus par une caractérisation compléte des complexes (spectres d’émission et d’excitation de
fluorescence, mesure de coefficients d’absortion molaire, de rendement quantique de fluorescnece, etc).
Nous envisageons également, en collaboration avec le Pr. Di Bari (Italie) de synthétiser des complexes
avec d’autres lanthanides, ce qui est d’une part necessaire pour obtenir une structure par RMN de telles
entités, et aussi pour explorer leurs propriétés spectroscopiques.

De plus, il serait tres intéressant d’exploiter les connaissances déja publiées sur la fonctionnalisation
des ligands antenne de type dipicolinate, pour envisager 1’élaboration de différentes cages de type
hémicryptophane comportant cette unité et en comparer leur propriétés spectroscopiques afin de concevoir
les meilleures sondes possibles.

L’objectif ultime serait la combinaison des propriétés de reconnaissance et de fluorescence,
accompagnée du passage a une utilisation des sondes obtenues en milieu aqueux, puis biologique.
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Conclusion génerale et
perspectives
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Le domaine de I’imagerie médicale se développe depuis plusieurs décennies avec la diversification
des analyses accessibles (RX, TEP, IRM ultrasons, fluorescence...), et grace a la création ainsi qu’aux
progrés des techniques et appareillages mis en jeu. Les chimistes contribuent a I’amélioration de toutes ces
méthodes d’imagerie via 1’élaboration de sondes de plus en plus sophistiquées, spécifiques, et compatibles
avec notre systéme biologique. Une des facons de satisfaire les criteres de biocompabilité est de mimer les
systémes vivants. La chimie supramoléculaire, qui permet la construction d’édifices complexes et
dynamiques, en utilisant des interactions non covalentes, tend a s’approcher des systémes biologiques.

L’objectif de cette these était de mettre & profit les connaissances acquises sur la synthése de molécules
cages chirales — les hémicryptophanes et les cryptophanes— ainsi que leurs propriétés en matiére de
complexation de métaux de transition d, et d’encapsulation d’entités chimiques, biologiques, afin d’étendre
leurs applications a la complexation de métaux de transitions f, grandement utilisées dans le cadre de
I’imagerie médicale. Nous nous sommes ainsi focalisés sur la complexation de lanthanides au sein
d’hémicryptophanes, avec en particulier I’Europium et le Terbium pour leurs caractéristiques en
fluorescence, et le Gadolinium pour son utilisation au sein d’agents de contrastes IRM. En paralléle, nous
avons développé une nouvelle sonde a base de cryptophane adaptée a une utilisation en RMN et IRM du
xénon 129.

En RMN du xénon, beaucoup de travaux de recherches sur les cryptophanes ont déja été effectués,
mais plusieurs points restent a améliorer dont ’acces a des sondes biocompatibles, et la simplification du
signal receuilli pour une meilleure interprétation des spectres obtenus, (ce qui passe par I'utilisation du
mimimun de stéréoisomeres d’ une sonde donnée afin de démultiplier les signaux).

Les connaissances déja publiées sur 1’affinité du xénon pour les cryptophanes nous ont permis de choisir
au mieux la structure de la molécule cage a synthétiser, et de davantage nous focaliser sur la fonction
biologique de la future sonde. Nous avons ainsi imaginé et synthétisé une sonde composée d’un
cryptophane fonctionnalisé de maniére a y greffer trois carbohydrates, dont les intéréts sont multiples :
(1) les nombreuses interactions non covalentes pouvant avoir lieu entre les fonctions OH des sucres et I’eau
(liaisons hydrogénes, interactions dipolaires) rendent la sonde hydrosoluble, et contribuent a accroitre sa
biocompatibilité.

(2) les sucres sont les substrats spécifiques de protéines particuliéres - les lectines - ce qui peut étre mis a
profit dans le cadre de la détection de certains pathogénes. Nous avons ciblé, en collaboration avec 1’équipe
du Pr. S. Vidal a Lyon, la bactérie Pseudomonas Aeruginosa IL dont les lectines sont spécifiques du
galactose.

Pour y parvenir nous avons dans un premier temps repris la synthése d’une plateforme cryptophane
comprenant 3 unités propargyles (41), et testé deux voies d’acces a chaque énantiomere de cette molécule
cage chirale. Une synthése énantiosélective a partir de CTB-bromé énantiopur n’étant pas suffisamment
efficace, nous avons choisi de profiter des connaissances de 1I’équipe (en particulier N. Vanthyne et M.
Jean) en matiere de HPL.C sur support chiral, pour obtenir des cryptophanes énantiopurs. Puis, I’intégration
de 3 carbohydrates a été mise au point a Lyon fournissant deux sondes potentielles : une sonde témoin
portant 3 glucoses, et une sonde spécifique de la lectine PA-IL portant 3 galactoses. La suite logique sera
de vérifier les propriétés de ces sondes en RMN du xénon et de les caractériser entierement (déplacement
chimiques caractéristiques en présence ou non de protéine, influence de la molécule cage sur les paramétres
de relaxation du xénon, affinité du xénon pour ce cryptophane, et sa dynamique d’échange avec le milieu
extérieur). Toutes ces mesures qui concrétiseront le projet, sont en cours de réalisation en collaboration
avec P. Berthault au CEA de Saclay.

L’IRM du proton, qui est plus connue et davantage utlisée dans le milieu médical a aussi suscité notre
intérét. Dans ce domaine d’imagerie 1’objectif principal est de pallier au manque de sensibilité inhérent a
I’IRM, essentiellement via la mise au point d’agents de contraste. Nous nous somme focalisés sur les agents
de contraste dits T; a base de Gadolinium(Ill). Les propriétés magnétiques de ce métal, accelérent la
relaxation des protons des molécules d’eau environnantes générant localement un hypersignal sur I’image
IRM. Beaucoup de travaux scientifiques visant a optimiser de tels agents paramagnétiques sont en cours
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actuellement, et ce domaine de recherche est tres compétitif. De nombreux paramétres peuvent mener a
I’amélioration des propriétés d’un agent de contraste T1, €t nous avons fait le choix de nous focaliser
principalement sur la maximisation du nombre de molécules d’eau appartenant a la premiere sphere de
coordination du métal, ainsi que le temps de corrélation rotationnel des complexes élaborés. Nous avons
ainsi mis au point, aprés plusieurs échecs, la synthése d’un nouveau ligand hémicryptophane (VIII)
fonctionnalisé de fagon a pouvoir complexer le Gd(l11), tout en conservant au moins 2 places libres pour
relaxer les molécules d’eau. Il s’agit du premier complexe hémicryptophane-lanthanide synthétisé a ce
jour. Les premieres mesures de paramétres de relaxation longitudinale (T1, r1) sont trés encourageantes :
nous atteingnons des relaxivités de I’ordre de 40 mM™.s™* dans un mélange DMSO/eau (70/30) a 100MHz.
Cette valeur dépasse celles mesurées dans I’eau pure des complexes de Gd(IIT) commerciaux (3 a 6 mM-
1s1), et de ceux décrits dans la littérature (11-13 mM=.s pour les complexes de K.N. Raymond). Pour
rationnaliser ces résultats, des mesures de relaxométrie ont été réalisées au CRM? a Nancy, et nécessitent
encore un travail de modélisation avant de pouvoir réellement conclure. Les perspectives sur ce projet sont
nombreuses : il s’agira dans un premier de réaliser des mesures de relaxivités de complexes de Gadolinium
reconnus en IRM dans les mémes conditions de mesures que celles utilisées pour le complexe a base
d’hémicryptophane. Nous soupgonnons que le solvant, le DMSO, soit en partie responsable des différences
observées au niveau des valeaurs de relaxivités. Si, apres ce test, les hémicryptophane se révélent étre des
ligands de choix dans ce domaine d’imagerie, le principal travail consistera a rendre le complexe synthétisé
hydrosoluble. Cependant sa synthése étant fastidieuse, il faudra peut-étre la repenser voir changer de cible
synthétique tout en conservant la structure de cage hémicryptophane. Nous pourrions alors nous inspirer
des travaux de la littérature et par exemple envisager d’introduire des motifs HOPO de K.N. Raymond au
sein des 3 bras d’un hémicryptophane.
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Figure 117 : Différentes stratégies d’hydrosolubilisation d’hémicryptophanes capables de complexer le Gd(111)

Enfin I’objectif ultime serait d’étre en mesure de complexer non seulement le Gd(I1T) mais aussi une autre
entité chimique, et idéalement biologique, de maniére spécifique pour voir les effets d’un phénoméne de
reconnaissance sur le signal IRM (figure 27 page 30, chapitre 1).

Enfin les lanthanides ne sont pas uniquement connus pour leurs propriétés magnétiques mais aussi
pour leurs propriétés spectroscopiques. Comparés aux autres systéemes fluorescents (fluorophores
organiques matériaux, quantum dots), les complexes de lanthanides fluorescents se distinguent par leur
long temps de vie de fluorescence, assimilées parfois a de la phosphorescence, et des déplacements de
Stockes importants, tout en ayant des rendements de fluorescence plus que satisfaisants. L’amélioration
des propriétés spectroscopiques de telles entités passe par la conception et 1’étude de la structure des
ligands, indispensables car jouant le role d’antenne. Nous souhaitions, dans ce dernier projet, tester
I’efficacité des hémicryptophanes dans ce contexte. De plus, les propriétés chiroptiques des
hémicryptophanes énantiopurs peuvent étre mises a profit dans le cadre d’une technique de fluorescence
particuliére : la CPL.

Nous avons donc synthétisé une nouvelle molécule cage adaptée a la complexation de lanthanides, mais
aussi a des applications en fluorescence. Pour ce faire, un chromophore de type « pyridine —orthodiamide »
a été inséré dans chaque bras d’un hémicryptophane (1X). Et deux lanthanides fluorescents : 1’europium et
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le terbium y ont été complexés. Les complexes obtenus ont été caractérisés, et des mesures en CPL on pu
étre réalisées. Nous obtenons un complexe de terbium(l11) aux bandes intenses en CPL mais présentant de
modestes facteurs de dissymétrie gium, €t un complexe d’europium dont la bande la moins intense en CPL
est associée a un facteur de dissymétrie gium = 0,82, c’est-a-dire un des plus importants observés avec des
objets chiraux fluorescents.

Ces premiers résultats nous invitent a poursuivre et nous tentons actuellement, en collaboration avec le
professer Di Bari, de résoudre la structure des complexes par RMN (a défaut d’avoir des cristaux diffractant
suffisament sous RX) afin de rationnaliser cet effet sur la lumiere circulairement polarisée. Nous espérons
aussi caractériser entierement chaque complexe en termes de propriétés spectroscopiques. De plus nous
envisageons de poursuivre les travaux en synthétisant des ligands antennes de plus en plus élaborés et
conjugués, et donc a priori, des fluorophores de plus en plus sophystiqués dans le but d’optimiser les
propriétés en fluorescence classique. Nous pensons également a la possiblité d’ajouter des centres de
chiralité sur le ligand afin de voir les effets en CPL (figure 118).

Q- ﬂ

MeO ﬁ

HN NH
Q = ——halogéne

>\, \/,,

Figure 118 : vision schématique des modifications a apporter a la structure du ligand IX pour en améliorer les
propriétés spectroscopiques.

Une nouvelle fois, I’objectif final sera de combiner les propriétés de fluorescence des meilleurs candidats
aux capacités de reconnaissance des hémicryptophanes, afin de mettre au point des nouvelles sondes
spécifiques en imagerie de fluorescence.

Ces trois projets ouvrent la voie vers un nouveau domaine d’application des molécules cages. Si
I’utilisation des cryptophanes en RMN, puis en imagerie du xénon, se développe depuis environ 15 ans,
I’utilisation des hémicryptophanes dans le cadre de I’imagerie médicale est une idée plus novatrice. Les
applications concrétes de complexes hémicryptophane@Ianthanide en IRM et imagerie de fluorescence
demandent de méler a la fois, la chimie de synthése et des méthodes de caractérisations spécifiques, tout
en gardant en mémoire le contexte biologique dans lequel les sondes auront un réel intérét. Le travail de
recherche effectué pendant cette thése a mené a la synthése de 2 nouveaux hémicryptophanes comportant
au sein méme des bras espaceurs, plusieurs fonctions chimiques (phénol / amides — pyridine / amides)
ayant permis la complexation de divers lanthanides. Les prémices d’analyses et caractérisations de ces
especes en spectroscopie de fluorescence et en IRM ont été réalisée et sont trés prometteuses. Il s’agira
essentiellement pour la suite de compléter ces analyses afin de regrouper les données necéssaires a la
comparaison de nos comlexes aux agents de contraste T1 et aux fluorophores déja décrits dans la littérature,
pour enfin nous tourner vers des applications biologiques spécifiques.
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Chapitre 5 : Partie experimentale
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5.1. Synthesis and characterizations

5.1.1. General procedures

Anhydrous solvents : DMF and DMSO were purchased from commercial suppliers. Dichloromethane
and THF were dried thanks to a solvent purification system (MB-SPS-800) under an argon flush. Other
anhydrous solvents were dried over molecular sieves.

Column chromatography were performed with silica Macherey-Nagel Si 60 (40-63 pum) and TLC were
performed on silica layer Alugram Xtra SiL G/UV, SiO; 60 — 0,2mm from Macherey-Nagel.

NMR spectra (1H, 13C) were recorded on a Briiker Avance |11 (300MHz and/or 400MHz). Data are listed
in parts per million and are reported relative to the tetramethylsilane. Residual solvent peaks were used as
internal standard.

Near infrared/visible absorption measurements were recorded on a Briicker ALPHA spectrometer, with
a Platinum-ATR module.

Fusion temperature were measured thanks to a Biichi Melting Point B-545.

Classical analyses by mass spectroscopy where recorded on a Waters spectrometer with a 3100 waters
mass-detector and a 2998 waters UV-detector.

High resolution mass spectra were recorded by the Mass Spectrometry specialists from the Spectropole
(Aix Marseille Université (saint jerdme) 13013 Marseille.

All chiroptic caracterizations and chiral separations where conducted by Marion Jean and Nicolas
Vanthuyne who are responsible of the Chiral HPLC plateform from Aix Marseille Université (saint jerdme)
13013 Marseille :

- Analytical and preparative chiral HPLC separations were followed with an UV detector at 254 nm
and circular dichroism at 254 nm.

- Optical rotations and inversion barriers were measured on a 241 Perkin-Elmer polarimeter with a
sodium lamp (589 nm), a mercury lamp (578, 546, 436 and 365 nm) and a double-jacketed 10 cm cell
at 25°C.

- ECD and UV spectra were measured on a JASCO J-815 spectrometer equiped with a JASCO Peltier
cell holder PTC-423 to maintain the temperature at 25.0 £ 0.2°C. A CD quartz cell of 1 mm of optical
pathlength was used. The CD spectrometer was purged with nitrogen before recording each spectrum,
which was baseline subtracted. The baseline was always measured for the same solvent and in the
same cell as the samples. The spectra are presented without smoothing and further data processing.
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5.1.2. Synthesis of hemicryptophane |

OH

OMe

Br
40%

45 ¢ (0,293 mol - 1eq) of vanilic alcohol and 45 g (0,326 mol — 1,1 eq) of potassium carbonate are
weighted in a 2 L round bottom flask and then solubilized in 500 mL of absolute ethanol. The mixture is
stirred, and 100 mL (1,191 mol — 3,9 eq) of 1,2-dibromoethane are added before heating to reflux during
6h. The ethanol is removed by evaporation and the crude is mixed with 600 mL of a 1/1 solution of
EtOAC/H20 during 1 h. A dimeric specie resulting from disubstitution on dibromoethane precipates and is
then removed by filtration. The two phases are separated and the aqueous one is extracted twice with 100
mL of EtOAc. The combined organic phases are then washed 3 times with a 10% NaOH solution, dried
over Na,SO.. After evaporation, the brown solide is solubilized in 300 mL of diisopropylic ether. The
solution demixed and a few mL of a dense and brown oil are removed. Then the solution is concentrated
by evaporation of about 1/3™ of the solvent, and the product cristallizes slowly at room temperature first,
then at 4°C. 30,6 g (40%) of a white powder are isolated.

RMN-!H (CDCI3-300 MHz) : 6,96 (s, 1H) ; 6,89 (m, 2H) ; 4,63 (s, 2H) ; 4,33 (t, J = 6,65 Hz, 2H) ; 3,88
(s, 3H) ; 3,66 (t, J = 6,65 Hz, 2H)

Other characterizations are reported in reference 27

05

Br Br Br
44%

In a dried three necked flask are inserted 10 g (13,7 mol — 1 eq) of 1 and 800 mg (1,63 mmol —
0,11 eq) of scandium triflate. Both are solubilized under argon atmosphere in 200 mL of anhydrous
acetonitrile, and the mixture is refluxed 48h. After evaporation of the solvent the brown residue is
solubilized in 150 mL of DCM, washed with water and the organic phase is dried over MgSQO.. After
evaporation the crude product is purified by chromatography (eluant : DCM) and recristallized in a DCM
/ Et,0 mixture. 4,09 g (44%) of a white powder are isolated.

RMN-'H (CDCl3-300 MHz) : 6,94 (s, 3H) ; 6,86 (s, 3H) ; 4,76 (d, J = 13,8 Hz, 3H) ; 4,31 (t, J =
6,55 Hz, 6H) ; 3,87 (5, 9H) ; 3,60 (M, J = 6,55 Hz, 6H- J = 13,8 Hz, 3H).

Other characterizations are reported in reference 272

271 p, Dimitrov-Raytchev, O. Perraud,C. Aronica, A. Martinez, J-P. Dutasta, J. Org. Chem., 2010, 75, 2099-2102.
272 N.S. Khan, J.M. Perez-Aguilar , T. Kaufmann, P.A. Hill, O. Taratula, O.S. Lee,P.J. Carroll, J.G. Saven, I.J. Dmochowski, J
Org. Chem.,2011, 76, 1418-1424.
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In a dried three necked flask under argon conditions, are successively added 986 mg (1,35 mmol
— 1 eq) of 2, 558 mg (4,98 mmol — 3,7 eq) of 4-hydrobenzaldehyde, 631 mg (1,94 mmol — 1,4 eq) of
Cs2CO3 and 20 mL of anhydrous DMF. The mixture is heated at 40°C 1 night. And the crude solution is
diluted in 120 mL of EtOAc, then washed 3 times with a 10% solution of NaOH and one with brine. The
organic phase is dried over MgSO., filtered and the solvent evaporated. 1,13 g (96%) of a white powder

are isolated.

RMN-'H (CDCl3-300 MHz) : 6,95 (s, 3H) ; 6,86 (s, 3H) ; 4,76 (d, J = 13,8 Hz, 3H) ; 4,31 (t, J = 6,55 Hz,
6H) ; 3,87 (s, 9H) ; 3,55-3,62 (t +d, 6H+3H, J = 6,55 Hz et J = 13,8 Hz).

SLaly

o? oMIe0 SO O OMe
o o ¢
O
\O O/ O/
96%

Other characterizations are reported in reference 27

273 B, Chételet, E. Payet, O. Perraud, P. Dimitrov-Raytchev, L-L. Chapellet, V. Dufaud, A. Martinez, J-P. Dutasta, Org. Lett.,

2011, 13 (14), 3706-3709.
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GEGAN

OM
MeO O I\?IeO

N fff

A solution of tris(2-aminoethyl)amine (182 mg - 1,24 mmol -1.2 eq) in a mixture of chloroform
and methanol (200 mL, 1/1) was added dropwise to a solution of 3 (894 mg - 1,02 mmol, 1 eq) in a
mixture of chloroform and methanol (400 mL, 1/1) for 8h. The reaction mixture was stirred for 24h.
Sodium borohydride (1,7 g - 44 mmol - 43 eq) was then added to the reaction mixture cooled to 0°C, which
was then allowed to warm up to room temperature and stirred for 3 h. The solvents were removed under
vacuum. The residue was dissolved in chloroform (150 mL) and 10% aqueous NaOH (100 mL). The
organic layer was separated and the aqueous phase was extracted with chloroform (2x100 mL). The
combined organic layers were dried over Na,SO4 and the organic solvent was removed under vacuum. The
crude compound was recovered and polymeric species were then precipitated in dichloromethane and
diethylether and the filtrate was evaporated. A further purification by chromatography can be necessary
(eluant : 90/10/2 ; DCM/MeOH/Et3N). 533 mg (55%) of pure hemicryptophane | are isolated as a
yellowish powder.

O

RMN-'H (CDCl5-300 MHz) : 7,06 (s, 3H) ; 6,86 (s, 3H) ; 6,84 (d, J = 9,9 Hz, 6H) ;6,47 (d, J = 8,2 Hz,
6H) ; 4,78 (d, J = 13,7 Hz, 3H) ; 4,51 (m, 3H) ; 4,38 (m, 3H) ; 4,21 (m, 6H) ; 3,68 (s, 9H) ; 3,57 (d, J =
13,7 Hz, 3H) ; 3,42 (d, J = 13,1 Hz, 3H) ; 3, 47 (d, J = 13,1 Hz, 3H) ; 2,4 (m, 12H).

Other characterizations are reported in reference 3
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5.1.3. Synthesis of hemicryptophanes Il and V.

0o eO ]\O Isleo
el & A
Oiguo Q o) and tBuO %j o
N ) N0 N 7 HN
tBuO)\/ @A tBuO)\\/ N2
H OtBu
o)
tBuO

In a dried flask, under argon, 50 mg (0,052 mmol — 1 eq) of hemicryptophane | and 75,2 mg (0,231
mmol — 4,4 eq) of Cs,COs are solubilized in 4,5 mL of anhydrous DMSO. Then 25 uL (0,171 mmol - 3,3
eq) of tertbutylacetate bromide are added. The mixture is heated at 40°C one night, before adding one more
equivalent (8 L) of tertbutylacetate bromide and the reaction is stirred 6h. The crude mixture is dissolved
in 100 mL of DCM and washed with 50 mL of water and 50 mL of 10 % solution of K,COs, the organic
phase is dried over MgSOQs filtered and evaporated to give a yellowish oil. A purification by preparative
chromatography (eluant 90/10 ; DCM/MeOH) gives 9 mg (13%) of the expected product 4.

RMN-'H (CD,Cl,-500 MHz) : 7,04 (d, 3H) 6,94 (s, 3H) ; 6,87 (s, 3H) ; 6,58 (d, 3H) ; 4,77 (d, 3H) 4,33
(m, 6H) ; 4,17 (m, 6H) ; 3,76 (s, 9H + d, 3H), 3,56 (m, 6H) ; 3,13 (m, 6H) ; 2,30-2,44 (m 12H) ; 1,45 —
1,47 (broad signal — 27H). (blue NMR spectra)

In a dried flask, under argon, 295 mg (0,31mmol — 1eq) of hemicryptophane | and 422 mg (1,295
mmol — 4,2 eq) of Cs,COs are solubilized in 7 mL of anhydrous DMSO. Then 145 pL (1,01 mmol - 3,5
eq) of tertbutylacetate bromide are added. The mixture is heated at 40°C and the reaction followed by mass
spectroscopy. After 8h, one more equivalent (45 pL) of tertbutylacetate bromide is added and the reaction
continued 13h. The crude mixture is dissolved in 200 mL of DCM and washed with 120 mL of water and
120 mL of 10 % solution of K,CQs, the organic phase is dried over MgSQ, filtered and evaporated to give
about 400 mg of a yellowish oil. After 2 purifications by chromatography, (eluant : DCM/ MeOH 95/5 ->
90/10) 24 mg of a non C; symmetric cage which seems to correspond to 5 are isolated. (red NMR spectra).

-

2 sets of aromatics and
(OMe) protons showing a
2 loss of Cs symmetry

. f*zr***""'tl“tjL J JLJJNLJ uhthL_me/\d \/LA__JK

S1 : Comparison between *H-NMR (500MHz) spectra of 4 (blue) and 5 (red)

[ppm
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N3
N3 / Nz

L

OTBDMS
91%

1,01mg (1,41 mmol — 1 eq) of 8 are solubilized in 35 mL of DMF, and 922 mg (14,2 mmol — 10
eq) of NaN; are added at room temperature. Then the mixture is slowly heated to 100°C and stirred during
one night. After partial evaporation of the solvent the crude is dissolved in 100 mL of DCM and washed 3
times with 100 mL of water. The organic phase is dried over Na,SO, filtered and evaporated. 418 mg of 9
are isolated (91%) as a colorless oil.

RMN-!H (CDCls- 300 MHz) : 3,44 (s, 2H) ; 2,69 (s, 6H) ; 0,91 (s, 9H) ; 0,08 (s, 6H).

NH
HN, / NHy

OTBDMS
82%

184 mg (0,47 mmol — 1 eq) of 9 are solubilized in 15 mL of THF and cooled to 0°C. 1,47 g (5,61
mmol — 12 eq) of PPh; are added by portion followed by 4 mL of water. The mixture is allowed to warm
to room temperature and stirred one night before evaporation of the solvent. The resulting residu is
solubilized in 30 mL of Et,0, and extracted three times with acidified water (pH = 3). Combined aqueous
phases are then switched to pH>10 by adding a 10% NaOH solution and extracted three times with DCM.
These last combined organic phases are dried over Na,SO4 and 96 mg (82%) of a white powder are isolated
after evaporation.

RMN-'H (CDCls- 300 MHz) : 3,46 (s, 2H) ; 2,66 (s, 6H) ; 0,88 (s, 9H) ; 0,05 (s, 6H).
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OTBDMS

324 mg (0,38 mmol - 1eq) of CTB 3 are dissolved in 270 mL of a mixture 1 : 1 of MeOH/CHCl;
and a solution of 100 mg (0,4 mmol — 1,05 eq) in 80 mL of the same solvents is added dropwise at room
temperature. The solution is stirred one night and then cooled to 0°C. 620 mg (16 mmol — 42 eq) of sodium
borohydride are added and the mixture is warmed at room temperature during 3h. After evaporation the
crude product is solubilized in 100 mL of DCM and washed with 100 mL of 10% NaOH. The agueous
phase is extracted twice with DCM and combined organic phases are dried over Na>SO4 and evaporated.
Despite several purifications by chromatography (silica, eluant : 95/5, DCM/ MeOH) and preparative TLC
(alumina : eluant 98/2, DCM/MeOH) we don’t manage to isolate a product corresponding to the
hemicryptophane V.
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5.1.4. Synthesis of hemicryptophanes V and VI.

Ao

In a dried flask 800 mg (3,3 mmol — 1 eq) of terbutylacetoacetate are dissolved in 1 mL of
anhydrous DCM. Then a solution of TFA (1 mL — 13,3 mmol -4 eq) in 1 mL of DCM is added dropwise
and the mixture is stirred 1h30 at room temperature. After evaporation of the solvent (at 20°C to avoid a
secondary reaction of aldolisation), a yellow oil corresponding to the desired product 12 (89%) is isolated
and kept at -20°C because of its instability.

RMN-!H (CDCI;s - 300 MHz) : 3,66 (s, 2H) ; 2,38 (s, 3H). (and 10,93 (s, broad) TFA traces)

MeO O, OMe 0]
MeO
[ ﬂ
o)
PR ¢
o)
WN Ng N
O 0 \——Nw/gfg]_
65%

In a dried flask, under argon atmosphere, are successively added : 43,7 mg (0,046 mmol — 1 eq) of
hemicryptophane I, 75 mg (0,37 mmol — 8 eq) of DCC, 56 mg (0,46 mmol — 10 eq) of DMAP, 0,5 mL of
DCM, and finally 29 mg (0,276 mmol — 6 eq) of acetoacetic acid 12. The solution is stirred 48h at room
temperature. A white solid formed during the reaction is filtered and the liquid is diluted in 15 mL of DCM
before being washed twice with 15 mL of 1M HCI solution, then twice with 10% NaOH solution. The
organic phase is dried over Na,SO, filtered and evaporated and the crude residu is purified by
chromatography (eluant : DCM/AcOEY MeOH/Et3N, 5/5/1/0,8). 36 mg (65%) of hemicryptophane V are
isolated as a white powder.

RMN-!H (CHCI; — 500 MHz — 60°C) : 6,96 (s, 3H) ; 6,86 (s, 6H) ; 6,68 (m broad, 6H) ; 4,76 (d,3H, J =
13,5 Hz) ; 4,24 - 4,34 (d broad, 18H) ; 3,79 (s, 9H) ; 3,55 (d, 3H + s, 6H) ; 2,95 — 3,10 (m broad, 6H) ; 2 —
2,3 (m broad, 15H)

Standard mass spectroscopy (ESI) : 1204,3 g/mol [M+H] *
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707 mg (5,93 mmol — 2,95 eq) of benzotriazole are weighted in a dried flask. Then, under argon,
5 mL of anhydrous DCM and 5 mL of distilled THF are added. After solubilisation of benzotriazole, 155
pL (2,13 mmol — 1,06 eq) of thionyle chloride are added and the mixture is stirred 40 min at room
temperature. Finaly, 278 mg (2,013 mmol — 1 eq) of salicylic acid are added and the crude is strirred 2h
before solvent evaporation. The residu is warmed to reflux 20min in Et,O (8 mL) and an insoluble white
powder is removed by filtration. The product is obtained after evaporation of the liquid phase (300 mg,
59%).

RMN-'H (CDCl; — 300 MHz) : 8,64 (d, 1H, J = 8,2 Hz) ; 8,36 (d, 1H, J = 8,2 Hz) ; 8,22 (d, 1H, J = 8,2
Hz) ;7,75 (t, 1H, J = 7,7 Hz) ; 7,62 (m, 2H) ; 7,16 (d, 1H, J = 8,2 Hz) ; 7,09 (t, 1H, J = 7,7 H2).
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In a flask under argon are successively added 13,4 mg (0,014 mmol — 1 eq) of hemicryptophane I,
11,4 mg (0,048 mmol — 3,4 eq) of 14, 0,5 mL of distilled THF, 1mL of anhydrous DCM, and 10 pL (0,072
mmol — 5 eq) of EtsN. The mixture is stirred at room temperature 5h and the reaction followed by mass
spectroscopy. ([M(V) +H]* = 1312 g/mol, side product [M(V*)+H]* = 1432 g/mol)
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S2 : Mass spectra of crude : the hemicryptopane V is formed but also a productuct containing 4 salicylic
acid units whose structure must correspond to V’
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5.1.5. Synthesis of hemicryptophane VII and complexation with Gd(l11).

OH

Q:OBn
=0 49%

In a flask are solubilized 5 g (36,2 mmol — 1 eq) of 2,3-dihydroxybenzalehyde in 150 mL of
DMSO. Then 1,45 g (36,2 mmol — 1 eq) of NaH (60 % in oil) and added by portion. The mixture is stirred
1h at room temperature.Then 4,3 mL of benzyl bromide are added to the solution which is stirred one night
at room temperature. The reaction is stopped by adding 300 mL of distilled water, this phase is extracted
3 times with 200 mL of CHCIls. Combined organic phases are washed twice with water, dried over NazSO4
and evaporated to lead to 6,6 g of a brown oil. A further purification by chromatography (eluant : CHCIs)
gives pure 16 as a yellow solid (4,024 g — 49%).

RMN-'H (CD.Cl>- 300 MHz) : 10,19 (s, 1H) ; 7,42 (s, 5H) ; 7,37 (dd, 1H, J = 7,6 Hz, J’= 2,6 Hz) ; 7,19
(m, 2H) ; 5,82 (s, 1H, broad) ; 5,10 (s, 2H).

1g (1,37 mmol — 1 eq) of CTB 2, 1,05 g (4,6 mmol — 3,4 eq) of 16 and 638 mg (1,96 mmol — 1,4
eq) of Cs,COs3 are solubilized in 20 mL of DMF. The solution is heated at 40°C during 48h. The crude is
then dissolved in 120 mL of EtOAc, washed with 3 x 60 mL of 10% NaOH and 60 mL of water, dried over
Na,SO4 and evaporated. 1,356 mg (83%) of a brown solid are isolated.

RMN-!H (CDCl; — 300 MHz) : 10,25 (s, 3H); 7,41 (dd, 3H, J = 8,0 Hz, J’ = 1,2 Hz); 7,32 (m, 6H) ; 7,22
(m, 12H) ; 7,11 (t, 3H, 3= 7,7 Hz) ; 6,92 (s, 3H) ; 6,78 (s, 3H) ; 5,20 (d, 6H, J = 5,3 Hz) ; 4,75 (d, 3H, J =
13,3 Hz); 4,43 (m, 12H) ; 3,62 (s, 9H) ; 3,53 (d, 3H, J = 13,5 Hz).
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700 mg (0,6 mmol - 1 eq) of 17 are dissolved in 300 mL of CHCIs/ MeOH (1/1) and 114 mg (0,78
mmol - 1,3 eq) of tren solubilized in 200 mL of the same mixture of solvent is added dropwise in 3h. The
solution is stirred 48h at room temperature before cooling to 0°C and 2 g (84 eq) of NaBH, are then added.
The mixture is warmed up to room temperature and stirred 3h. After evaporation of the solvents, the residu
is dissolved in 150 mL of CHCIs;, washed with 100 mL of 10% NaOH solution, and the aqueous phase is
extracted twice with 100 mL of CHCIls;. Combined organic phases are dried over Na,SO., filtered,
evaporated and the crude is purified by chromatography (eluant : DCM/MeOH/ EtsN, 96/5/5 then 92/8/3)
to give 18 as a yellowish powder (201 mg — 26%).

HO

AIIO:Q
o_

In a flask 5,509 g (39 mmol — 1,1 eq) of 2,3-dihydroxybenzalehyde are solubilized in 50 mL of
DMSO. Then 1,45 g (36,2 mmol — 1eq) of NaH (60 % in oil) are added by portion. The mixture is stirred
1h at room temperature. Then 3 mL (35 mmol - 1eq) of allyl bromide are added to the solution which is
stirred one night at room temperature. The reaction is stopped by adding 300 mL of distilled water, this
phase is extracted 3 times with 200 mL of CHCIs;. Combined organic phases are washed twice with water,
dried over Na;SO4 and evaporated. A further purification by chromatography (eluant : CHCIs) gives pure
19 as a yellow solid (2,87 g — 44%).

RMN-'H (CDCls- 300 MHz) : 10,12 (s, 1H) ; 7,48 (s, 5H) ; 7,35 (dd, 1H, J = 7,6 Hz, J' = 2,5 Hz) ; 7,13
(m, 2H) ; 5,49-5,63 (M, 1H) ; 4,84 (d, 1H, J = 16,4 Hz) ; 4,70 (d, 1H, J = 9,8 Hz) ; 3,61 (M, 2H).
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In a dried flask under argon atmosphere, 500 mg (0,685 mmol — 1 eq) of CTB 2, 452 mg (2,54
mmol — 3,7 eq) of 19 and 314 mg (0,97 mmol — 1,4 eq) are dissolved in 10 mL of anhydrous DMF. The
mixture is stirred and heated to 40°C 1 night before evaporation of the solvent. The residu is dissolved in
60 mL of EtOAc and washed by 3 x 60 mL of 10% NaOH solution, and 3 x 60 mL of water. The organic
phase is dried over Na;SOs, filtered and evaporated to give 709 mg of a brown oil (99%).

RMN (CDCI5-300 MHz) : 10,43 (s, 3H) ; 7,45 (dd, 3H,J=7,6 Hz, /' = 1,8 Hz) ; 7,18 (dd, 3H, J = 7,6 Hz,
J' =18Hz);7,09( 3H,J=76Hz) ;6 93(s, 3H) ;6,83 (s, 3H) ; 5,99-6,01 (m, 3H) ; 5,25 (d, 3H, J =
17,4 Hz) ; 5,18 (d, 3H, J=10,1 Hz) ; 4,72 (d, 3H, J = 13,7, Hz) ; 4,66 (t, 6H, J = 6,1 HZ) ; 4,38 (s, 9H) ;
4,24 (m, 6H) ; 3,55 (m, 9H, large).
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712 mg (0,5 mmol - 1 eq) of 20 are dissolved in 250 mL of CHCls/ MeOH (1/1) and 89 mg (0,6
mmol- 1,2 eq) of tren solubilized in 150 mL of the same mixture of solvents are added dropwise in 3h. The
solution is stirred 48h at room temperature before cooling to 0°C and 850 g (21 mmol - 42 eq) of NaBH4
are then added. The mixture is warmed up to room temperature and strirred 4h. After evaporation of the
solvents the residu is dissolved in 150 mL of CHCIs, washed with 100 mL of 10% NaOH solution, and the
aqueous phase is extracted twice with 100 mL of CHCIs. Combined organic phases are dried over Na,SOs,
filtered, evaporated and the crude is purified by chromatography (eluant : DCM/MeOH/Et;N, 98/2/2) to
give 21 as a white powder (60 mg — 9 %).

RMN -'H (CDCl; — 300 MHz) : 6,75-6,94 (m, 15H) ; 5,50-5,67 (m, 3H) ; 4,84 (d, 3H, J = 17,4 Hz) ; 4,76
(d, 3H, J=13,8 Hz) ; 4,74 (d, 3H, J = 10,1 Hz) ; 4,18-4,42 (m, 18H) ; 3,71 (s+d, 12H) ; 3,55 (m, 6H) ;
2,45-2,62 (m, 12H).
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149 mg (0,133 mmol — 1eq) of 21 and 111 mg (0,451 mmol — 3,4 eq) of diterbutyldicarbonate are
dissolved in 7 mL of DCM and the solution is stirred at room temperature one night. The crude solution is
diluted in 20 mL of DCM, washed with a 10% NaOH solution and the aqueous phase is extracted twice
with DCM. Combined organic phases are dried over Na;SO; filtered and evaporated, the residu is purified
by chromatography (eluant : DCM/ EtOAc ; 7/3) to give 126 mg (67%) of 22.

RMN -H (CDCl; — 300 MHz) : 6,72-6,99 (m, 15H) ; 5,51-5,72 (m, 3H) ; 4,84 (large d, 3H, J = 17 Hz) ;
4,76 (d, 3H, J=13,7 Hz) ; 4,74 (large d, 3H, J = 10 Hz) ; 4,16-4,42 (m, 18H) ; 3,73 (s+d, 12H) ; 3,56 (m,
6H) ; 2,42-2,65 (m, 12H), 1.40-1,50 (broad signal, 27H).

05
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153 mg (0,108 mmol — 1eq) of 22 are dissolved in 6 mL of DCM. Then 99 mg (0,086 mmol - 0,8
eq) of Pd(PPhs), 4,119 mg (0,894 mmol — 8 eq) of K,COs, and 6 mL of MeOH are added and the solution
is stirred 1 night at room temperature. The reaction is monitored by mass spectroscopy. The solvents are
evaporated and the residu dissolved in 20 mL of DCM then washed with a saturated solution of NaHCOs
(pH ~9). The aqueous phase is then extracted 3 times with DCM. Combined organic phases are dried over
NaySQq, filtered and evaporated. The residu is purified by chromatography (eluant : DCM/ EtOAC ; 1/1)
to give 92 mg (65%) of a brown oil corresponding to 23.

RMN -'H (CDCls — 300 MHz) : 6,73-7,01 (m, 15H) ; 4,76 (d, 3H, J = 13,8 Hz) ; 4,13-4,40 (m, 18H) ; 3,73
(m, 12H) ; 3,58 (m, 6H) ; 2,43-2,69 (m, 12H), 1.40-1,50 (broad signal, 27H).
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By catalytic hydrogenation of 18 under 1 atm of H, : 63 mg (60 pumol - 1,5 eq) of Pd/C (10%) and
49,2 mg (39 pmol — 1 eq) of 18 are dissolved in 2 mL of DCM at room temperature. Regularly Hz(g) is
bubbled in the solution and the reaction is followed by mass spectroscopy. When the pic corresponding to
the hemicryptophane V11 (999 g/mol) is the major one (3 days later) and there is no more evolution on the
mixture analysis the crude solution is filtered on celite to remove palladium particules, the DCM is
evaporated and D,O with NaOD is directly added to the flask to extract the ligand V11 and analyse it by
NMR with presaturation of the pic of the solvent.

RMN -'H (D.O/ NaOD, 500 MHz) with presaturation of water protons at 4,7 ppm : 7,34 (s, 3H) ; 7,22 (s,
3H); 5,98 (d, 3H, J=7,8 Hz) ; 5,93 (d, 3H, J = 7,4 Hz); 5,13 (m, 3H) ; 4,50 (m, 3H) ; 4,26 (m , 6H) ;
4,02 (m, 3H); 3,77 (d, 3H, J = 13,4 Hz) ; 3,68 (s, 9H) ; 3,42 (d, 3H, J = 13,4 Hz) ; 2,63 (m, 9H) ; 2,43
(m, 3H)

By catalytic hydrogenation of 18 under 10 bar of H, : In the insert of a reactor adapted to high
pressure is injected a solution of 40 mg (31 pumol — 1 eq) of hemicryptophane 18 and 4 mg (3,7 umol —
0,12 eq) of Pd/C. Then a 10 bar H, atmosphere is applied during 36h, before the filtration of palladium
over celite. The mass spectroscopy of the liquid phase shows a total deprotection but we can’t isolate the
product.
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S3: Mass spectroscopy of crude solution containing hemicryptophane V11 after filtration over
celite ([M+H]* = 999 g/mol, [M+2H]%*/2 = 500 g/mol ).

By Boc deprotection of 23 : 92 mg (0,065 mmol — 1 eq) of 23 are dissolved in 2 mL of DCM and
50 pL (665 mmol — 10 eq) of TFA are added. The solution is strirred at room temperature overnight. After
successive evaporation-dissolution-evaporation steps to remove the solvent and TFA, 94 mg (> 100%) of
a grey oil, whose *H-NMR and mass analyses correspond to hemicryptophane V11 are obtained.

135



VII@Gd

O, OMe
Meogo MeO «O
O ~
O------ Gd--—-©
/.\//// \\\\
-~ N \

13 mg (13 umol — 1 eq) of hemicryptophane V11 and 8,3 mg (14 umol — 1,1 eq) of Gd(OTf); are
solubilized in 1 mL of a 1/1 mixture of DCM/MeOH, Then 18 pL (128 pumol — 10 eq) of EtsN are added
and the solution is stirred at room temperature. The reaction is monitored by mass spectroscopy, in 45 min
the complexe is formed.
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S4 : Mass spectra of the crude solution containing the complex VII@Gd
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5.1.6. Synthesis of hemicryptophane VIl and complexation with Gd (111).

5.1.6.1. Synthon 26 used for the synthesis of both hemicryptophanes VIII et 1X.

7,74 g (29,6 mmol — 1 eq) of 1 are solubilized under argon in anhydrous THF and 5,4 mL (59,3
mmol — 2 eq) of dihydropyran are added. Then a solution of 744 mg (2,96 mmol — 0,1 eq) of PPTS in 10
mL of anhydrous DCM is added dropwise. The mixture is stirred 3h at room temperature. After evaporation
of the solvents, the crude is dissolved in 150 mL of DCM and washed twice with water (100 mL). The
organic phase is dried over Na,SO, filtered and evaporated to give 10,21 g (99%) of 24 as a transparent
oil.

RMN - *H (CDCls - 300MHz) : 6,91 (s, 1H) ; 6,86 (s, 2H) ; 4,70 (d, 1H, J = 11,9 Hz) ; 4,67 (t, 1H, J = 3,8
Hz) ; 4,41 (d, 1H J = 11,9 Hz) ; 4 29 (t, 1H, J = 6,9 Hz) ; 3,87-3,94 (m, 1H) ; 3,85 (s, 3H) ; 3,61 (t, 2H, J
= 6,9 Hz) 3,49 -3,56 (m, 1H) 1,48 — 1,89 (m, 6H).

RMN - 23C (CDCls - 300MHz) : 149,82 ; 146,88 ; 132,40 ; 120,54 ; 114,71 ; 112,21 ; 97,67 ; 69,34 ; 8,38 ;
55,99 ;30,62 ; 28,94 ; 25,45 ; 19,43.

ESI-HRMS m/z calcd for [M+NH4]" : 362,0961, found : 362,0963.
Rf (DCM) : 0,86.
IR : 3053 ; 2943 ; 1664 ; 1593 ; 1511 ; 1264.

OTHP

In a 100 mL rond bottom flask, 7g (20 mmol -1 eq) of 24 are dissolved in 60 mL under argon.
Then 4,3 g (66 mmol - 3,2 eq) of NaNs are additionned by portions at room temperature. The mixture was
slowly heated at 60 °C during 5h. After DMF evaporation the crude product is dissolved in 400 mL of
dichloromethane and washed twice with water (200 mL), then with brine (150 mL) before drying over
anhydrous Na;SO.. After filtration and evaporation, 6,2 g (99 %) of an transparent oil are isolated.

RMN H (CDCl;- 300MHz) : 6,91 (s, 1H) ; 6,85 (s, 2H) ; 4,69 (d, 1H, J = 11,9 Hz) ; 4,65 (t, 1H, J = 3,8
Hz) ; 4,41 (d, 1H J = 11,9Hz) ; 4,14 (t, 1H, J = 6,9 Hz) ; 3,85-3,94 (M, 1H) ; 3,84 (s, 3H) ; 3,59 (t, 2H, J =
6,9 Hz) 3,48 -3,54 (m, 1H) 1,47 — 1,88 (m, 6H).

RMN C (CDCls- 300MHz) : 150,01 ; 147,35 ; 132,38 ; 120,58 ; 114,46 ; 112,24 ; 97,76 ; 68,82 ; 68,44 ;
62,42 ;50,09 ; 50,37 ; 30,74 ; 25,58 ; 19,62.

ESI-HRMS m/z calcd for [M+NH,]* : 325,1870 ; found : 325,1871.
Rf (DCM) : 0,70.
IR : 3053 ;2942 ; 2873 ; 2107 ; 1549 ; 1513 ; 1201.
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In a 250 mL round bottom flask, 6,420 g (20 mmol — 1 eq) of azide 25 are dissolved in 60 mL of
THF and 13 g (49 mmol — 2,4 eq) of PPh; are added by portions at 0°C. The mixture is then allowed to
warm to room temperature and 2 mL of distilled water are added. After 24 h stirring at room temperature,
solvents are evaporated and the crude mixture is dissolved in 150 mL of dichloromethane and washed
twice with water (100 mL) before drying over anhydrous Na,SO,. After filtration and evaporation, the
orange oil is purified by chromatography (eluant : CHCls/ MeOH, 96/4 to 90/10) and 4,162 g (76%) of an
orange oil that slowly cristallize are obtained.

RMN *H (CDCls- 300MHz) : 6,87 (s, 1H) ; 6,88 (s, 2H) ; 4,67 (d, 1H, J = 11,5 Hz) ; 4,64 (t, 1H,J =35
Hz) ; 4,39 (d, 1H, J = 11,5 Hz) ; 4,00 (t, 2H, J = 5,3 Hz) ; 3,84-3,92 (m, 1H) ; 3,82 (s, 3H) ; 3,46-3,52 (m,
1H) ; 3,07 (t, 2H, J = 5,3 Hz) ; 2,47 (broad s, 2H) ; 1,46 - 1,86 (m, 6H)

RMN C (CDCls- 300MHz) : 149,62 ; 147,80 ; 131,67 ; 120,79 ; 113,72 ; 111,96 ; 97,77 ; 71,06 ; 68,93 ;
62,50 ; 56,02 ; 41,41 ; 30,79 ; 25,63 ; 19,63.

ESI-HRMS m/z calcd for (MNa+) : 304,1519 ; found : 304,1518.
Rf (DCM) : 0,16.
IR : 3365 (N-H) ; 3053 ; 2940 ; 2862 ; 1592 ; 1513 ; 1264.
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5.1.6.2. End of the synthesis of hemicryptophane VIII.

COOH
OH

COOH
96%

2 g (10,2 mmol) of 2-methoxyisophtalic acid are dissolved in a mixture of 75 mL of bromhydric
acid and 75 mL of acetic acid. The resulting solution is heated & 90°C during 45 minutes. Solvents are then
evaporated and the white solid is washed 3 times with cold water. 1,310 g (96%) of a white solid are
isolated.

RMN *H (CDsOD - 300MHz) : 8,12 (d, 2H, J = 7,7 Hz) ; 7,01 (t, 1H, J = 7,7 Hz).
RMN C (CD;OD - 400MHz) : 171,2 ; 163,3 ; 137,9; 119,8 ; 117,9.

Tfus : 242°C.

ESI-HRMS m/z calcd for (MNa+) : 205,1123 ; found : 205,1123.

IR : 2430-3030 (large) ; 1691 ; 1605 ; 1432 ; 1242 ; 1175 ; 744 ; 686.

ooJ
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2,54 g (13,7 mmol-1eq) of 2-hydroxyphtalic acid 28, 18,9 g (137 mmol - 10 eq) of K.COs and 6
mL (68,7 mmol - 5eq) of allyl bromide are heated to 75°C in 90 mL of DMF during 18h. The solution is
then cooled to room temperature, and after evaporation of the solvent, the mixture is dissolved in DCM
(150 mL) and washed 3 times with NaOH 4M solution (150mL) and 3 times with distilled water (150 mL).
The organic phase is dried over anhydrous Na,SO4 and after evaporation, the residu is purified by
chromatography (eluant : PE/Et,0 : 9/1). 3,53g (69%) of a transparent oil are isolated.

RMN H (CDsOD - 300MHz) : 7,94 (d, 2H, J = 7,8 Hz) ; 7,30 (t, 1H, J = 7,8 Hz) ; 6,00-6,15 ; 5,44 (d, 2H,
J=17,3Hz) ;5,33 (d, 1H, J = 17,3 Hz) ; 5,30 (d, 2H, J = 10,5 Hz) ; 5,21 (d, 1H, J = 10,5 Hz) ; 4,83 (d,
4H,J =52 Hz) ; 4,55 (d, 2H, J = 6,2 Hz).

RMN 3C (CDCl;s-400MHz) : 165,5 ; 158,2 ; 137,5; 135,0 ; 133,7 ; 132,0; 127,2; 123,7 ; 119,0 ; 118,1 ;
66,5 ; 66,1.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH™) : 303,3387 found : 303,3289.
Rf (PE/ Et,O : 9/1) = 0,28.
IR : 3086 ; 2950 ; 1723 ; 1446 ; 1244 ; 1197 ; 983 ; 928, 767.
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2,64 g (9,4 mmol - 1eq) of 29 are dissolved in a 1 : 1 mixture of water and methanol and 1,13 ¢
(28,2 mmol — 3eq) of NaOH are added. After strirring during 48h, methanol is evaporated and 15 mL of
water are added. This phase is first washed with DCM. Then the aqueous phase is acidified to pH ~ 1-2
with 37% HCI solution, and is extracted 3 times with DCM. Combined organic phases are dried over
anhydrous Na,SO: filtered and evaporated, 2,09 g (87%) of a white solid are obtained.

RMN *H (CDsOD - 300MHz) : 7,86 (d, 2H, J = 7,7 Hz) ; 7,20 (t, 1H, J = 7,7 Hz) ; 5,97-6,11 (m, 1H) ;
5,27 (d, 1H, J = 17,2 Hz) ; 5,14 (d, 1H, J = 10,4 Hz) ; 4,52 (d, 2H, J = 5,9 Hz).

RMN -C (CDsOD - 400MHz) : 169,4 ; 159,2 ; 135,9 ; 135,4 ; 129,3 ; 125,1 ; 118,9 ; 78,4.
ESI-HRMS m/z calcd for (MNa*) : 245.0420, found : 245.0420.
Rf (DCM/MeOH ; 92/8) : 0,09.

IR : 2500 — 3000 (large) ; 1672 ; 1580 ; 1466 ; 1295 ; 1248 ; 919 ; 681.
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1,74 g (7,84 mmol — 1 eq) of 30, are inserted under argon in a dry 250 mL three-necked flask and
dissolved in 25 mL of dry dioxane and one drop of DMF. Then 1,6 mL (18,8 mmol — 2,4 eq) of oxalyl
chloride are added dropwise at room temperature and the mixture is heated at 60°C during 17h to form the
acyl chloride. Dioxane is evaporated and replaced by 20 mL of dry THF. Still under argon, a solution of
2,24 g (18,8 mmol — 2,4 eq) of mercaptothiazoline and 2,64 mL (19,6 mmol — 2,5 eq) of freshly distilled
EtsN in 60 mL of dry THF is added dropwise at 0°C to the first solution, and is then allowed to warm to
room temperature for 15h. THF is evaporated and the crude mixture is dissolved in DCM and washed with
a 1M HClI solution and then with 1M solution of NaOH before drying over anhydrous Na,SO4. The residu
is purified by chromatography (eluant : 98/2 DCM/EtOAc) and 3,13 g (94%) of a yellow solid are isolated.

RMN *H (CDCls- 300MHz) : 7,43 (d, 2H, J = 7,7 Hz) ; 7,24 (t, 1H, J = 7,7 Hz) ; 5,91-6,04 (m, 1H) ; 5,39
(d, 1H,J=17,2 Hz) ; 5,22 (d, 1H, 3= 9,9 Hz) ; 4,53 (t, 4H, J = 7,1 Hz) ; 4,47 (d, 2H, J = 5,5 Hz) ; 3,35 (t,
4H,J =71 Hz).

RMN %3C (CDCl3- 300MHz) : 200,9 ; 167,4 ; 153,4 ; 133,2; 132,3; 129,3; 124,0; 118,0; 76,5; 55,9 ;
29,4.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH™") : 425.0117, found : 425.0120.
Rf (DCM) : 0,2.
IR : 2939 ;2887 ; 1670 ; 1587 ; 1460 ; 1441 ; 1274 ; 1218 ; 1146 ; 1082 ; 998 ; 756 ; 672.
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3,13 g (7,3 mmol -7 eq) of 31 are dissolved in 100 mL of DCM and a solution of 293 mg (1,04
mmol — 1 eq) of 26 in 100 mL of DCM is added dropwise in 10h at room temperature. The solvent is
evaporated and the resulting oil was purified by chromatography (eluant : pure DCM then DCM/ MeOH
97/3). 2,6 g (6,14 mmol) of reactant are isolated for further amidation, and 580 mg (95%) of the product
of monoamidation.

RMN *H (CDCl;- 400MHz) : 8,12 (d, 1H, J=7,8 Hz) ; 7,98 (t, 1H, J=5,4 Hz) ; 7,44 (d, 1H, )= 7,8 H2) ;
7,24 (t, 1H, J = 7,8 Hz) ; 6,87 (d, 2H) ; 5,91-6,02 (m, 1H) ; 5,30 (d, 1H, J = 17,2 Hz) ; 5,11 (d, 1H, J =
10,3 Hz) ; 4,69 (d, 1H, J = 11 ,6 Hz) ; 4,65 (t, 1H, J = 4,1 Hz) ; 4,60 (t,2H, J = 7,3 Hz) ; 4,51 (d, 2H, J =
57 Hz) ; 4,41 (d, 1H, J = 11,6 Hz) ; 4,15 (t, 2H, J = 5,1 Hz) ; 3,87-3,93 (m, 1H) ; 3,80 (t, 2H) ; 3,81 (s,
3H) ; 3,49-3,55 (m, 1H) ; 3,37 (t, 2H, J = 7,6 Hz) ; 1,48-1,88 (m, 6H).

RMN 23C (CDCls- 400MHz) : 201,5 ; 167,7 ; 165,2 ; 154,3 ; 150,1 ; 147,7 ; 134,6 ; 132,8 ; 132,7 ; 132,3;
130,1; 127,8; 125,0; 120,8; 118,7; 1149; 1121, 97,9, 77,1, 68,9 ; 68,7 ; 62,5; 56,0 ; 55,9 ; 39,7 ;
30,8;29,2,;25,7;19,7.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH™) : 586.1880 ; found : 586.1877.
Rf (DCM/EtOACc ; 9/1) : 0,23.
IR : 3385 ;2941 ; 2868 ; 1658 ; 1511 ; 1264 ; 1230 ; 1154 ; 1036 ; 732.
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1,15 g (1,96 mmol — 3,3 eq) of 32 and 88,7 mg (0,594 mmol - 1 eq) of tren are dissolved in 100 mL of
dichloromethane and stirred at room temperature during 15h. After evaporation, the crude product is
purified by chromatography (eluant DCM / MeOH from 99 /1 to 95/5) and 810 mg (88% of a transparent
oil are isolated.

RMN *H (CDCl;- 300MHz) : 7,98 (d, 1H, J=7,8 Hz) ; 7,87 (t, 1H, J=55Hz) ; 7,71 (d, 1H, )= 7,8 H2) ;
7,65 (t, 1H, J =53 Hz) ; 7,13 (t, 1H, J = 7,8 Hz) ; 6,87 (m, 3H) ; 5,92-6,05 (M, 1H) : 5,28 (d, 1H, J = 17
Hz) ; 5,17 (d, 1H, J = 10,1 Hz) ; 4,68 (d, 1H, J = 11,7 Hz) ; 4,64 (t, 1H, J = 3,6 Hz) ; 4,38-4,43 (M, 3H) ;
4,15 (t, 2H, J = 5,7 Hz) ; 3,79-3,93 (M, 3H) ; 3,77 (s, 3H) ; 3,44 -3,55 (m, 3H) ; 2,76 (t, 2H, J = 5,7 Hz) ;
1,47-1,89 (m, 6H).

RMN **C (CDCl;- 400MHz) : 165,82 ; 165,55 ; 154,44 ; 149,93 ; 147,61 ; 134,27 ; 134,02 ; 132,43 ;
132,36 ; 128,69 ; 128,57 ; 125,18 ; 120,79 ; 119,82 ; 114,69 ; 112,12 ; 97,98; 77,64 ; 68,93 ; 68,51 ;
62,57 ; 55,94 ; 53,92 ; 39,80 ; 38,32 ; 30,84 ; 25,68 ; 19,73.

ESI-HRMS m/z calcd for ((M+H+NH,4)??) : 783.3887 ; found : 783.3882.

Rf (DCM/MeOH ; 92/8) : 0,52.

IR : 3425 ;2943 ; 2852 ; 1654 ; 1515 ; 1266, 1034, 736.
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190 mg (0,123 mmol) of 33 are stirred at 30°C in 200 mL of formic acid and 4 mL of chloroform
during 48h. After evaporation of the solvents, the crude mixture is dissolved in dichloromethane and
washed twice with NaOH (4M) before being purified by chromatography (eluant : DCM/MeOH from 98/2
to 93/7). 70 mg (46%) of a white solid are obtained.

§/\/o

0]

J

RMN !H (CDCls- 300MHz) : 8,08 (d, 1H, J = 7,6 Hz) ; 7,97 (d, 1H, J = 7,6 Hz) ; 787 (t, 1H, J = 5,3
Hz); 7,50 (t, 1H, J = 4,8 Hz) ; 7,25 (t, 1H, J = 7,6 Hz) ; 6,86 (s, 1H) ; 6,79 (s, 1H) ; 5,76-5,90 (m, 1H) ;
5,12 (d, 1H, J = 16,9 Hz) ; 4,96 (d, 1H, J = 10,2 Hz) ; 4,75 (d, 1H, J = 13,5 Hz) ; 4,33 (d, 2H, J = 5,8 Hz) ;
4,06-4,22 (m, 2H) ; 3,73-3,97 (m, 2H) ; 3,70 (s, 3H) ; 3,50-3,62 (m, 2H) ; 3,26-3,39 (m, 1H); 2,66-2,81
(m, 2H).

RMN 3C (CDCls- 300MHz) : 165,30 ; 165,17 ; 154,28 ; 148,86 ; 147,15; 134,84 ; 134,59 ; 133,52 ;
132,21 ; 131,98 ; 128,39 ; 128,24 ; 125,47 ; 120,06 ; 116,84 ; 114,04 ; 77,71 ; 68,85; 56,24 ; 52, 98 ;
40,07 ; 37,35 ; 36,62.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH™") : 1242.5394 ; found : 1242.5392.

Rf (DCM/MeOH ; 92/8) : 0,47
IR : 3380 ;3027 ; 2943 ; 1650 ; 1524 ; 1265 ; 738.
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Analytical chiral HPLC separation for compound 34

The sample is dissolved in chloroform, injected on the chiral column Chiralpak ID with EtOH+EtsN /

dichloromethane (40/60) as mobile phase, and detected with an UV detector at 254 nm and dichroism
circular at 254 nm. The flow-rate is 1 mL/min.

o DADI C, Sig=254,4 Ref-off ADCI1 A, CD 254 nm
200

. — — v — —— AP 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10
0 05 1 L5 2 25 3 35 4 4.5 5 55 6 65 7 75 8 B5 9 95 10

. ‘Time [min]

‘ime [min]

RT (min) Area Area% Capacity Factor Enantioselectivity Resolution (USP)

4.44 1930 49.67 0.50
5.58 1955 50.33 0.89 1.77 3.45
Sum 3885 100.00

S5 : Analytical chiral HPLC analysis : chromatograms of the racemic mixture of 34.

Semi-preparative separation for compound 34:

Sample preparation: About 90 mg of compound 34 are dissolved in 6 mL of a mixture dichloromethane /
ethanol (70/30).

Chromatographic conditions: Chiralpak ID (250 x 10 mm), EtOH+triethylamine / dichloromethane (40/60)
as mobile phase, flow-rate =5 mL/min, UV detection at 254 nm.

Injections (stacked): 60 times 100 uL, every 4 minutes.

Collection: the 1% eluted enantiomer is collected between 4.2 and 4.6 min, the 2" between 5.5 and 6 min.

First fraction: 40 mg of the first eluted with ee > 99.5%. Second fraction: 40 mg of the second eluted with
ee >99.5%

Chromatograms of the collected fractions:

DAD! C, Sig=254,4 Refoff ADC1 A, CD 254 nm
250 o =K
- Iy, 534
150 o %
100 FREE
30 504
5
05 1 15 % 25 3 35 4 45 3 55 6 65 7 75 & 85 5 95 10 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 5 95 10
ime [amin] i [sin]
. e ADC1 A, CD 254 nm
259, DADI C, Sig=254.4 Ref-off

2004
1504
1004

g 3“‘\ 49

48

mAU

16

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 8 9 95 10
Time [min]

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10
Time [min]

S6 : Chiral HPLC preparative separation : chromatograms of the collected fractions.

Optical rotations

A (nm) for the first eluted enantiomer for the second eluted enantiomer
[a]25 (acetonitrile, ¢ = 0.101) [a]2® (acetonitrile, ¢ = 0.298)
589 +8 -8
578 +8 -8
546 +10 -10
436 +22 -23
365 +61 - 56

S7 : Optical activity measurement for the both enantiomers of 34.
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UV spectra and Electronic Circular Dichroism

First eluted enantiomer : green solid line, concentration = 0.190 mmol.L™ in acetonitrile.
Second eluted enantiomer : red dotted line, concentration = 0.150 mmol.L in acetonitrile.

Acquisition parameters : 0.1 nm as intervals, scanning speed 50 nm/min, band width 1 nm, and 1
accumulation per sample.

185 200 250 300 350
Wavelength [nm]

120000 =) -,
100000 —

0 | |

185 200 250 300 350
“Wavelength [nm]

S8 : Electronic circular dichroism and absorbtion spectra of both enantiomers of 34.
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190 mg (0,153 mmol — leq) of 34, 35 mg (15,3 pmol — 0,10 eq) of Pd(PPhs)s and 211 mg (1,53
mmol — 10 eq) of K.COs are stirred under argon at room temperature in 5 mL of DCM/MeOH. After
36h, the crude mixture is washed with a saturated solution of NaHCOs. The organic phase is dried over
Na,SOy, filtered and evaporated. A purification by chromatography (eluant : DCM/MeOH 95/5) gives 39
mg (23 %) of an orange solid. (Sometimes the product precipitates after evaporation of the organic phase
and there is no need to purify by chromatography. A simple recristallization in a DCM/ Et,O (~10/90)
allows to obtain the pure product.)

RMN !H (D,O + NaOH- 400MHz) : 7,96 (dd, 1H,J=7,7HzJ’ =2 Hz) ; 7,60 (dd, 1H,J= 7,7 Hz, J’ =
2 Hz); 7,05 (s, 1H) ; 6,99 (s, 1H) ; 6,59 (t, 1H, J = 7,7 Hz) ; 4,64 (s large, 1H) ; 4,19 (m, 2H) ; 3,74 (m,
2H) ; 3,64 (s, 3H) ; 3,51 (d, 1H, J = 12,6 Hz) ; 3,26 (m, 2H) ; 2,59 (m, 2H).

ESI-HRMS m/z calcd for (MH™") : 1122,4455 found : 1122,4459.

Rf (DCM/MeOH ; 92/8) : 0,32.
IR : 3116 — 3988 (large) ; 2919 ; 2839 ; 1597 ; 1523 ; 1256 ; 750.
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NH o [M+H]* = 1277g/mol
o/ \ 1/2[M+Na+MeOH+H]?* =
0----G¢ _( .---0 666g/mol
ol NH ~O=
HN i NH

6 mg (5,3 pmol — 1eq) of the hemicryptophane V111 are solubilized in a mixture of 1 mL MeOH
and EtsN (1 drop — excess) the solution becomes orange. Then 3 mg (5 pumol — 0,95 eq) of Gd(OTf); are
added and the mixture is heated at 60°C overnight. The crude mixture contains a white solid which is
filtered and analysed by mass spectroscopy, it corresponds to the complex and we still see some traces of
ligand V111 (M+H = 1122) (depending on the voltage applied during the ionisation process).

100+ 413.2736

665.6658

665.1556. |-666.0483
664.6456/666.5584
667.0687
1 |415.1868 663.4978 6667;737791
1 649.5974 :
486.1005 685.5599 1277,5189
514.0312647.4294 J 718.4614 979.6267 1274.4584._ || 1280.5796
i WA h
Wy oy A 1 [ deeaid " " M ik,
0 e e Y R it et ot s s sttt )bt s o
100 1277.5189
665.5383
664.9006/666.4310
S

486.2280.

495.4108 650.1074

535.3297  648.3221

iy

979.6267

1122.4508

TR SRR, g e

S9 : Mass spectra of the solid (60V in green — 85V in red)
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5.1.7. Crytophane based bioprobe for 1*Xe MRI

5.1.7.1. Synthesis of cryptophane 41.

38 Oy
\x
o)
OH 42%

To 1,5 g (62,5 mmol - 4,3 eq) of NaH previously wached with pentane under argon, is added
anhydrous DMSO (50 mL). After 10 minutes of stirring, 2 g (14,5 mmol — 1 eq) of 3,4-
dihydroxybenzalehyde are added and the mixture is stirred at room temperature. After 30 minutes, 1,6 mL
(14,5 mmol — 1 eq) of a solution of propargyl bromide (80% in toluene) is then added dropwise in 20 to
30 min and the mixture is stirred 5 minutes more before quenching it by addition of a 200 mL solution of
acidified water (pH= 1). This aqueous solution is extracted twice with DCM and combined organic phases
are washed with acidified water (pH = 1) until there is no more DMSO, dried over MgSOa. After
evaporation the orange brown solid is purified by chromatography (eluant : DCM/PE ; 9/1) to give 1,08 ¢
(6,15 mmol — 42%) of a yellow powder.

RMN-!H (CDCls- 400MHz) : 9,82 (s, 1H) ; 7,51(d, 1H, J = 1,8 Hz) ; 7,46 (dd, 1H, J = 8,1 Hz J’ = 1,8
Hz) ; 7,05 (d, 1H, J = 8,1 Hz) ; 6,20 (s, 1H) ; 4,82 (d, 2H, J = 2,4 Hz) ; 2,57 (t, 1H, J = 2,4 Hz).

RMN-C (CDCl3- 300MHz) : 190,91 ; 152,91 ; 146,30 ; 129,83 ; 128,09; 115,29 ; 111,28 ; 77,34;
77,01;57,12

Rf (PE/Et;0 ; 1/1) : 0,47.
ESI-HRMS m/z calcd for (MH™) : 177,0533 found : 177,0535.

IR : 2830-3860 (large) 3253 ; 2925 ; 2850 ; 2121 ; 1668 ; 1591 ; 1509 ; 1436 ; 1297 ; 1162 ; 1115 ; 1015,
673.
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600 mg (3,41 mmol — 3,4 eq) of 38 are dissolved in 15 mL of anhydrous DMSO under argon. A
solution of 730 mg (1,00 mmol — 1 eq) of CTB 2 in 15 mL of DMSO is added dropwise during 20min.
The resulting mixture is heated at 40°C during 20h before quenching with HCI solution (pH = 1). The
acidic aqueous solution is extracted twice with DCM and the combined organic phases are then washed 4
to 6 times with pH 1 HCI solution. The organic phase is dried over anhydrous MgSO4 before evaporation
and 916 mg (95 %) of a yellow pouder are isolated.

RMN *H (CDCls- 400MHz) : 9,86 (s, 1H) ; 7,55 (d, 1H, J = 1,9Hz) ; 7,49 (dd, 1H, J = 8,3 Hz, I’ = 1,9
Hz) ; 7,05 (d, 1H, J = 8,3 Hz) ; 6,98 (s, 1H) ; 6,85 (s, 1H) ; 4,76 (d, 1H, J = 13,8 Hz) ; 4,74 (d, 2H, J = 2,
3 Hz) ; 4,35- 4,43 (m, 4H) : 3,75 (s, 3H) ; 3,56 (d, 1H, J = 13,8 Hz) ; 2,51 (t, 1H J = 2,3 H2)

RMN C (CDCls- 300MHz) : 190,61 ; 154,20 ; 148,60 ; 147,48 ; 146,65 ; 133,29 ; 131,92 ; 130,19 ; 126,
97 ;116,93 ;113,98 ; 113,46 ; 112,69 ; 78,04 ; 76,44 ; 68,67 ; 67,75 ; 56,17 ; 36,25.

Rf (DCM/MeOH ; 96/4) : 0,72.

ESI-HRMS m/z calcd for (M+Na*) : 1037,3360 found : 1037, 3384. 2™

Enantioselective synthesis: The same protocole is applied using enantiopure CTB 2 (levogyre — P
configuration — ee = 98%). All the evaporation steps were conducted at room temperature to avoid
racemisation. The (-)-P- CTB 39 is obtained with an enantiomeric excess of 94%.

DADI G, Sig=270,4 Ref=off
400

300

200

mAU

100

0

0 1 2 3 1 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Time [min]

T [min] Area Area% Capacity Factor = Enantioselectivity Resolution (USP)
5,27 334 3,03 0,79
7,90 10663 96,97 1,68 2,14 4,79
Sum 10997 100.00

S10 : HPLC Chromatogram of (-)-P-39 obtained on a column Chiralpak 1A with
heptane/isoproanol/DCM (50/10/40) as mobile phase, with a flow of 1 mL/min

274 Q. Taratula, P.A. Hill, Y. Bai, N.S. Khan, I.J. Dmochowski, Org. Lett., 2011, 13 (6), 1414-1417.
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108 mg (0,106 mmol — 1 eq) of aldehyde 39 are diluted in a THF/MeOH (2/1) mixture and 28,1
mg (0,742 mmol - 7 eq) of NaBH, are added at -20°C, the reaction mixture is stirred 2h at -20°C and 1
night at room temperature. The reaction is quenched by adding an acidic aqueous solution (pH = 1), and
the crude mixture is extracted twice with DCM and combined organic phases are dried over MgSO.. After

evaporation, the resulting white oil is purified by chromatography (eluant : DCM/ MeOH ; 95/5) to give
80 mg (74%) of a white solid.

RMN !H (CDCls- 400MHz) : 7,00 (s ,3H) ; 6,95 (s, 3H) ; 6,86 (large s, 6H) ; 6,79 (s, 3H) ; 4,70 (m, 3H) ;
4,57 (m, 9H) ; 4,31 (m, 12H) ; 3,67 (s, 9H) ; 3,50 (d, 3H, J = 13,8 Hz) , 2,42 (t, 3H, J = 2,2 Hz)

RMN **C (CDCls- 300MHz) #: 148.5, 148.3,147.4,146.8, 134.8,133.2,132.1,121.1,116.8, 114.9, 114.6,
114.0, 78.8, 75.7, 68.3, 67.9, 64.2, 57.1, 56.2, 36.3.

Rf (DCM/MeOH ; 96/4) : 0,27.

ESI-HRMS m/z calcd for (M+Na*) #: 1043,3830 found : 1043, 3751.
IR : 3276-3502 ; 2837 ; 2878 ; 2111 ; 1507 ; 1260 ; 1134 ; 1015

Enantioselective synthesis: The same protocole is applied using enantiopure CTB 39 (levogyre — P
configuration — ee = 94%). All the evaporation steps were conducted at room temperature to avoid
racemisation. The (-)-P- CTB 40 is obtained with an enantiomeric excess of 89%.

DADI D, Sig=230,4 Ref=off
700

600 Y
500
2
200 A.Q?’
logl I\L 5
0 1 ) 3 4 5 6 7 8 9 o 11 12 13 115
Time [minl
T [min] Area Area% Capacity Factor = Enantioselectivity Resolution (USP)
7,40 783 5,61 1,51
9,12 13159 94,39 2,09 1,39 3,59

Sum 13941 100.00

S11 : HPLC Chromatogram of (-)-P-40 obtained on a column Chiralpak 1A with
heptane/isoproanol/DCM (50/10/40) as mobile phase, with a flow of 1 mL/min
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550 mg (0,539 mmol — 1 eq) of 40 are solubilized in the minimum of CHCI; and then diluted in
600 mL of formica cid. The solution is vigourously stirred at room temperature during 24 h before
removing formic acid by distillation under low pressure. The residu is then solubilized in 50 mL of CHCIs
and washed with 50 mL of 10% NaOH solution. The aqueous phase is extracted twice with 50 mL of
CHCI; and combined organic phases are dried over MgSQg, filtered and evaporated. The orange oil is
purified by choratography (eluant : DCM/Acetone ; 9/1) to give 37 mg (7%) of a white solid.

RMN *H (CDCls - 400MHz) : 6,90 (s, 3H) ; 6,79 (s, 3H) ; 6,76 (s, 3H) ; 6,70 (s, 3H) ; 4,52-4,71 (M, 12H) ;
4,16 (d, 6H, J = 2,2 Hz) ; 4,15 (m, 6H) ; 3,82 (s, 9H) ; 3,42 (d, 3H, J = 13,8 Hz) ; 3,41 (d, 3H, J = 13,8
Hz) ; 2,69 (t, 3H, J = 2,2 Hz)

RMN **C (CDCl;- 300MHz) : 149,81 ; 148,02 ; 147,61 ; 146,72 ; 134,22 ; 133,47 ; 131,64 ; 121,98 ;
120,80 ; 117,57 ; 114,16 ; 79,07 ; 76,28 ; 69,64 ; 69,47 ; 57,53 ; 56,34 ; 36,34 ; 36,30 ; 31,03.

Rf (DCM/Acetone ; 9/1) : 0,80.

ESI-HRMS m/z calcd for (M+NH,*) : 984,3954 found : 984,3958.
IR : 3276 ; 2937 ; 2872 ; 2117 ; 1507 ; 1268 ; 728 ; 540.

Enantioselective synthesis: The same protocole is applied using enantiopure CTB 40 (levogyre — P
configuration - ee = 88%). All the evaporation steps were conducted at room temperature to avoid race-
misation. The cryptophane 41 (anti configuration P-M) is obtained with an enantiomeric excess of 75%.

DADI E, Sig=280,4 Ref-off

200 A
150 993
% 100
T s [
5 .
0 1 2 3 4 5 6 il 8 9 10 11 12 13 14 15
Time [min]
T [min] Area Area% Capacity Factor = Enantioselectivity Resolution (USP)
8.64 726 12.60 1.93
9.95 5040 87.40 2.37 1.23 2.17
Sum 5766 100.00

S12 : HPLC Chromatogram of anti-cryptophane 41 obtained on a column Chiralpak IE with CHCIs /
EtOH (70/30) as mobile phase, with a flow of 1 mL/min.
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Analytical chiral HPLC separation for compound 41

The sample is dissolved in chloroform, injected on the chiral column Chiralpak IE with a 70/30 mixture of
EtOH / CHCIs, and detected with an UV detector at 254 nm and circular dichroism at 254 nm. The flow-
rate is 1 mL/min.

DADI E, 5ig=2304 Ref=noff ADCL A CD 254 nm

60 %ﬁ@ 5 .ﬂg 60
" ki
m @

ol n J
0

1 2 3 4 5 fi E 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 3 6

wAT

2 9 i) 11 12 13

7 8 7
Titue [tuin] Time [min]

T [min] Area Area% Capacity Factor =~ Enantioselectivity Resolution (USP)
8.47 1854 48.76 1.87
9.72 1949 51.24 2.29 1.23 1.52
Sum 3803 100.00

S12 : Analytical chiral HPLC analysis : chromatograms of the racemic mixture of 41.

Semi-preparative separation for compound 41 :

Sample preparation : About 55 mg of compound 41 are dissolved in 7 mL of the mixture of
chloroform/Ethanol.

Chromatographic conditions : Chiralpak IE (250 x 10 mm), EtOH / chloroform (70/30) as mobile phase,
flow-rate = 5 mL/min, UV detection at 254 nm.

Injections (stacked) : 35 times 200 pL, every 5 minutes.

First fraction : 24 mg of the first eluted with ee > 99.5%

Second fraction : 14 mg of the second eluted with ee > 98.5%

Chromatograms of the collected fractions (right : UV detection , left :circula dichrism detection)

DADI E, 51g=280,4 Ref=off

ADCL 4 CD 254 nm
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5. DADLE, 512804 Refoff
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Time rin]

S13: Chiral HPLC preparative separation : chromatograms of the collected fractions.

Optical rotations

A (nm) for the first eluted enantiomer for the second eluted enantiomer
[a]25 (acetonitrile, ¢ = 0.145) [a]35 (acetonitrile, ¢ = 0.075)
589 - 159 + 159
578 - 166 + 165
546 -192 +191
436 - 368 +371
365 -715 +720

S14 : Optical activity measurement for the both enantiomers of 41.
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UV Spectra and Electronic Circular Dichroism

First eluted enantiomer : green solid line, concentration = 0.124 mmol.L™ in acetonitrile.

Second eluted enantiomer : red dotted line, concentration = 0.124 mmol.L™ in acetonitrile.

Acquisition parameters: 0.1 nm as intervals, scanning speed 50 nm/min, band width 1 nm, and 1
accumulation per sample.

Ag (L.mol-t.cm?)

-260 \ \ \ \

185 200 250 300 350
Wavelength [nm]

185 200 250 300 350
Wavelength [nm]

S15 : Electronic circular dichroism and absorbtion spectra of both enantiomers of 41
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5.1.7.2. Binding cryptophane 41 to hexose by click chemistry (realized in Lyon by Yoann Pascal under the
supervision of Pr S. Vidal)

General Methods:

Solvents were purchased dry. All reactions were performed under an argon atmosphere. NMR spectra were
recorded at 293 K, unless otherwise stated, using a 300 MHz or a 400 MHz Bruker spectrometer. Shifts
are referenced relative to deuterated solvent residual peaks. Assignments were deduced from 2D
experiments (HSQC and HMBC). High resolution (HR-ESI-QTOF) mass spectra were recorded using a
Bruker MicrOTOF-Q 11 XL spectrometer. Thin layer chromatography (TLC) was carried out on aluminum
sheets coated with silica gel 60 F254 (Merck). TLC plates were inspected by UV light (A = 254 nm) and
developed by treatment with a mixture of 10% H>SO, in EtOH/H0 (90:10 v/v) followed by heating. Silica
gel column chromatography was performed with silica gel Si 60 (40—63 pum) or C18 silica gel column
chromatography (Reveleris 4g C18 Silica Flash Chromatography).

Synthesis :

(@)
HO ) i \/\O/\/N3

The original publication concerning tis synthesis containing all the informations about the protocol and
characterizations is : A.K. Sankin, L.K. Mabhal, Synlett, 2006, 3, 455-459.

But S. Vidal’s group uses the same conditions as 45 with 1,2,3,4,6-pentaO-acetyl-p-D-glucopyranose as
starting material. Neither the synthesis nor the characterizations have been published.
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SnCly (pure 8,7 mL - 76.9 mmol - 3 eq) is added dropwise (within 90 min via syringe pump) at rt to
a stirred solution of 1,2,3,4,6-pentaO-acetyl-p-D-galactopyranose 43 (10 g, 25.6 mmol, 1 eq.), silver
trifluoroacetate (8,49 g — 38,4 mmol — 1,5 eq) and 2-[2-(2chloroethoxy)ethoxy]ethanol (5,6 mL — 38,4
mmol - 1.5 eq.) in freshly distilled DCM (400 mL). The mixture is protected from light. Disappearance of
the starting material is observed (TLC monitoring) 10 min after all SnCls was added. The mixture is
transferred in saturated agueous NaHCOs3 and the pH is checked to be above 8. The solution is vigourously
stirred for 15 min. The biphasic solution is extracted with DCM. The organic layers are combined, washed
successively with saturated aqueous NaHCO3 (2x250 mL), water (2x250 mL) and brine (250 mL) and
dried over Na,SO.. After evaporation, contaminants such as metallic salts are removed by filtration on a
plug of silica gel (Et.O/PE, 8:2). To the resulting oil is added sodium azide (6,3 g — 96,4 mmol - 4 eq) and
nBusNI (0,712 g - 1.9 mmol — 0,1 eq) and DMF (100 mL). The mixture is stirred at 70°C under argon for
16h. The mixture is cooled to rt, transferred into brine (1L) and extracted with EtOAc (3%x250 mL). The
organic layer is washed with NaHCO3 (2x200 mL), water (2x200 mL), brine (200 mL) and dried over
Na,SO4. After concentration, the residue is purified by chromatography (Et.O/PE, 8:2) to afford the
corresponding azido-functionalized B-galactoside 45 as a colorless gum (8,02 g- 62% over 2 steps).

'H NMR (300 MHz, CDCls) : 1.96, 2.02, 2.04, 2.13 (4s, 4x3H, CHsCO), 3.38 (t, 2H, J = 5.0 Hz, CH.N3),
3.60-3.81 (M, 9H, OCHy), 3.88-4.01 (m, 2H, OCH), 4.07-4.19 (m, 1H), 4.56 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 5.00 (dd,
1H, J = 3.4 Hz, J=10.5Hz, ), 5.18 (dd, 1H, J = 7.9 Hz, J = 10.5 Hz), 5.37 (dd, 1H, J < 1 Hz, J = 3.4 Hz).

13C NMR (100 MHz, CDCls) : 20.3, 20.4, 20.4, 20.5 (4s, 4xCHsCO), 50.4 (CH2N3), 61.0, 66.8, 68.5, 68.8,
69.8, 70.1 (3s, 3xCH,0), 70.4, 70.4, 70.5 (25, 2 xCH,0), 70.6, 101.1, 169.2, 169.9, 170.0, 170.1 (4s,
4xCH5CO).

Rf (PE/EtOAC, 1:1) = 0.34. *

* protocol and characterizations taken from the ref 227 (Ph-D manuscript from S. Cecioni, Approche multivalente des interactions
saccharides/lectines : synthese de glycoclusters et analyse de la reconnaissance biomoléculaire, ICBMS Lyon I, 2010, HAL Id:
tel-00732336.)
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Cryptophane 41 (40 mg - 0,041 mmol — 1eq), 1-azido-3,6-dioxaoct-8-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
glucopyranoside 44 (84 mg - 0.165 mmol - 4 eq) and Cul (3.1 mg - 0,0165 mmol - 0.4 eq) are suspended
in dry DMF (5 mL) and placed under inert atmopshere (Ar). DIPEA (29 pL - 0,165 mmol - 4 eq) is added
and the white suspension is stirred at r.t. for 6 days. After solvent evaporation, the crude residue is purified
by flash silica gel column chromatography (pure EtOAc then 19:1 EtOAc/MeOH) to afford the desired
product 42 (56 mg, 55%) as a transparent oil.

!H NMR (300 MHz, acetone-dg): 8.17 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-triazole), 7.12 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Ha), 6.92
(d, J =3.9 Hz, 1H, Ha/), 6.83; 6.81 (2s, 2H, Ha/), 5.28-5.16 (m, 3H, OCH.-triazole + Hs ), 5.01 (td, J =
1.0; 9.8 Hz 1H, Hi), 4.92 (m, 1H, H,), 4.72-4.54 (m, 5H, H1 + NCH; + ArCH2Ar), 4.34 (s, 4H,
ArOCH,CH,0Ar), 4.30-4.20 (m, 1H, He) 4.10 (m, 1H, Hq ), 3.98 (t, J = 5.0 Hz, 2H, NCH,CH> ), 3.90-
3.55 (m, 12H, 4xOCH; + OCH3s + Hs), 3.50-3.32 (m, 2H, ArCHAr), 2.02-1.96 (m, 9H, 3xCOCHs), 1.94
(s, 3H, COCHy).

13C NMR (75 MHz, acetone-ds): 170.8; 170.4; 170.0; 169.8 (4s, 4C, 4xCOCHj3), 150.4; 149.3; 148.1; 147.4
(4s, 4C, CAr-0), 134.6; 134.5; 134.4; 133.9; 132.8 (5s, 5C, CaCH, +CV-triazole), 125.0 (CH-triazole),
121.7,120.7,118.9, 116.4 (4s, 4C, CHa,), 101.4 (Cy), 73.5 (Cs), 72.3 (Cs), 72.1 (C2), 71.2; 71.1; 70.8; 70.2;
69.91; 69.86; 69.6 (7s, 8C, OCHy), 69.5 (Ha4), 64.5 (OCH.-triazole), 62.1 (Cs), 57.2 (OCHs), 50.8 (NCH>),
36.3; 36.2 (2s, 2C, ArCHAr), 20.73; 20.69; 20.57 (3s, 4C, 4xCOCHs).

ESI-HRMS m/z : calcd. for Ciz0H149NgOug : [M+2H]*" = 1241.9742, found 1241.9714.
R¢ (19/1 ; CHCIy/MeOH) = 0.4
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Cryptophane 42 (56 mg - 0,022 mmol — 1 eq) and MeONa (7 mg - 0,123 mmol - 5,4 eq.) are
dissolved in dry MeOH/CHCI; (5:1, 6 mL) under inert atmosphere (Ar) and stirred at r.t. for 20 h. The
solvent are evaporated and the crude residue is purified by 4 g C18 silica gel column chromatography
(Gradient: H,O/MeOH, 5 CV 100% H,0, 20 CV 0 to 100% MeOH then 5 CV 100% MeOH) to afford the
desired product 43 (24 mg, 54%) as a transparent oil.

ESI-HRMS m/z : calcd. for CosHi2sNgOss : [M+2H]?* = 989.9108, found 989.9099.
Rf =0 (99:1 CH:Cl,-MeOH)
H NMR (300 MHz, DO saturated in CD2Cl,) :
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f1 (ppm)
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Cryptophane 41 (40 mg - 0,041 mmol — 1 eq), 1-azido-3,6-dioxaoct-8-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
glalactopyranoside 45 (84 mg - 0,165 mmol - 4 eq) and Cul (3.1 mg - 0.0165 mmol, - 0,4 eq) are suspended
in dry DMF (5 mL) and placed under inert atmopsher (Ar). DIPEA (29 uL - 0. 165 mmol - 4 eq) is added
and the white suspension is stirred at r.t. for 5 days before being heated at 70°C for 48 h. Solvent is
evaporated and the crude residue is purified by flash silica gel column chromatography (CH,Cl,-MeOH
99:1 then 96:4) to afford the desired product 44 (55 mg, 54%) as a transparent oil.

IH NMR (300 MHz, acetone-de): 8.22 (s, 1H, H-triazole), 7.12; 6.92; 6.84; 6.81 (4s, 4H, Ha,), 5.36 (bs,
1H, Ha), 5.24 (s, 2H, OCHg-triazole), 5.15-5.05 (m, 2H, Hz + Hs), 4.74-4.54 (m, 5H, NCH; + H; +
ArCH,AT) , 4.33 (s, 4H, ArOCH.CH,OA), 4.14-4.08 (m, 3H, Hs + Hs), 3.99 (t, J = 5 Hz, 2H, NCH2CHb>),
3.95-3.85 (m, 1H, Gal-OCHy), 3.75-3.70 (m, 1H, Gal-OCH}), 3.70-3.58 (m, 9H, 3xOCH, + OCHj), 3.46-
3.34 (4s, 2H, ArCH,Ar), 2.11; 2.02; 2.00; 1.99; 1.92 (5, 12H, 4xCOCHj)

1BC NMR (75 MHz, acetone-ds): 170.8; 170.6; 170.3; 169.9 (4s, 4C, 4xCOCHs), 150.4; 149.2; 148.1; 147.4
(4s, 4C, Car-0), 134.55; 134.52; 134.4; 134.0, 132.8 (5s, 5C, CArCH, +C"-triazole), 125.3 (CH-triazole),
121.5; 120.7; 119.0; 116.6; (4s, 4C, CHar), 101.9 (C1) 71.7 (Ca3), 71.4 (Cs), 71.3; 71.1; 70.8; 70.2; 69.83;
69.80; 69.6, (7s, 8C, OCHy) 69.7 (C>), 68.3 (C4), 64.5 (OCHy-triazole), 62.1 (Ce), 57.2 (OCHj3), 51.0
(NCHy), 36.3; 36.2 (2s, 2C, ArCHAr), 20.8; 20.7; 20.6 (3s, 4C, 4xCOCHs).

ESI-HRMS m/z : calcd. for Ci20H147NeNasOus : [M+3Na]** = 850.3005, found 850.3013.
R¢(99/1 ; CH.Cl,/MeOH) = 0,4.

159



OH

0 (®)
, xo”w%
(o) (0]
=y R \
HO — HO
OH _\—O 0 O 0 o

— 0 !
O—\_N — % X K/ Galac(OAc),
N~ OMe

0—\_N =~ 82%

Cryptophane 44 (55 mg - 0.022 mmol — 1 eq) is dissolved in a mixture of MeOH/H,O/triethylamine (4:1:1,
6 mL) under inert atmosphere (Ar) and stirred at r.t. for 24 h. The solvent are evaporated and the crude
residue is purified 4 g C18 silica gel column chromatography (Gradient: H,O/MeOH, 5 CV 100% H.0, 10
CV 100% MeOH then 4 CV 100% MeOH) to afford the desired product 45 (36 mg, 82%) as a slightly
yellow oil.

R (99/1 ; CH.Cl,/MeOH) = 0.
ESI-HRMS m/z : calcd. for CogH125NgOs6 : [M+2H]?" = 989.9108, found 989.9086.
H NMR (300 MHz, DO saturated in CD2Cly) :
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5.1.8. Synthesis of hemicryptophane | X and complexation with several lanthanide ions.

51
MeO._ _O
B
_— 0
100% OMe

1 g (6 mmol — 1 eq) of commercial dipicolinic acid is dissolved in 6 mL of MeOH and 0,2 mL (3,5
mmol — 0,5 eq) of H.SO, are added. The mixture is warmed to reflux during 48h. The excess of acid is
neutralised by adding a saturated solution of NaHCOs, until the pH increases to 7-8. After evaporation of
the MeOH, the aqueous solution is extracted twice with DCM, and the combined organic phases are
washed twice with water, then brine and dried over anhydrous MgSO, before evaporation. 1,193g (100%)
of a white powder are obtained.

RMN H (CDCls - 300MHz) : 8,29 (d, 2H, J = 7,8 Hz) ; 7,99 (t, 1H, J = 7,8 Hz) ; 4,03 (s, 6H).
RMN C (CDCls- 300MHz) : 165,26 ; 148,48 ; 138,52 ; 128,16 ; 53,34.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH") : 196,0604, found : 196,0604.

Tfus =122,5 °C.

IR : 3062 ; 2966 ; 2929 ; 2853 ; 1738 ; 1665 ; 1570 ; 1437 ; 1241.

52
MeO O
N
= (@)
OH
67%

7,0 g (35,9 mmol) of 46 are dissolved at room temperature in 120 mL of MeOH and cooled to 0°C.
2,01 g (35,9 mmol - 1eq) of KOH are added by portions. The crude mixture is stirred 2h at 0°C and then
24h at room temperature. After evaporation of MeOH, 50 mL of EtOAc are added, the white solid is filtered
and dissolved in water acidified to pH=1 with HCI. This aqueous solution is extracted 3 times with DCM.
Organic phases are dried over MgSO. and evaporated. 4,378 g (24,1 mmol, 67%) of a white solid are
obtained.

RMN *H (CD;OD - 300MHz) : 8.22 (dd, 1H, J=7.7, 1.1 Hz) ; 8.16 (dd, 1H, J = 7.7, 1.1 Hz) ; 8.04 (t, 1H,
J=7.8Hz) ;4,00 (s, 3H).

RMN C (CDCls- 400MHz) : 164,3 : 163,8 ; 146,9 : 146,6 ; 139,7 : 128,9 ; 127,1 : 53,3.
ESI-HRMS m/z calcd for (MH*) :182,0448, found : 182,0449.
Rf (DCM/MeOH ; 92/8) : 0,03.

Tfus = 151°C.

IR : 2600-3100 (large) ; 1722 ; 1693 ; 1580 ; 1449 ; 1250.
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1,59 (5,34 mmol - 1 eq) of amine 26, 966 mg (5,34 mmol — 1 eq) of acide 47 and 377 mg (3,74
mmol - 0,73 eq) of N-methylmorpholine were dissolved in 15 mL DMF. A solution of 2,78 g (5,34 mmol
- 1 eq) of PyBOP and 377 mg (3,74 mmol - 0,73 eq) of N-methylmorpholine in 20 mL of DMF is added
dropwise at rt in 20 min and the mixture is stirred overnight at rt. After partial evaporation of DMF, the
crude mixture is dissolved in 150 mL of DCM and washed with water. The organic phase is dried over
MgSO, and evaporated. A purification by chromatography (eluant : EtOACc/PP, 7/3) leads to 2,176 g (94%)
of product 48 as a pale yellow oil.

RMN 'H (CDCls - 300MHz) : 8,65 (t, 1H, J = 5,5Hz) ; 8,31 (dd, 1H, J = 7,8 Hz, J’ = 1Hz) ; 8,16 (dd, 1H,
J=78Hz,J =1Hz) ; 7,94 (t, 1H, J = 7,8Hz) ; 6,82-6,90 (m, 3H) ; 4,65(d, 1H , J = 11,8Hz) : 4,62 (t, 1H
,J=3,7Hz) ;4,38 (d, 1H, J = 11,8Hz) ; 4,16(t, 2H, J = 5,1Hz) ; 3,95 (s, 3H) ; 3,82-3,89 (m, 3H) ; 3,84
(s, 3H) : 3,49-3,54 (m, 1H) ; 1,42-1,84 (m, 6H).

RMN **C (CDCl;- 300MHz) : 165,15 ; 164,04 ; 158,59 ; 150,32 ; 147,68 ; 146,75 ; 138,60 ; 132,24 ;
125,59 ; 120,84 ; 114,92 ; 112,32 ; 97,77 ; 68,83 ; 68,78 ; 62,45 ; 56,16 ; 52,97 ; 39,25 ; 30,75 ; 25,60
19,61.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH™) :445,1969, found : 445,1968.
Rf (EtOAC/PE ; 70/30) : 0,27.

IR : 3380 ; 3062 ; 2966 ; 2929 ; 2853 ; 1738 ; 1655 ; 1570 ; 1437 ; 1241.
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2,9 g (6,73 mmol - 1 eq) of 48 are dissolved in 80 mL of MeOH at rt, and 707mg (16,8 mmol - 2,5
eq) of LiOH are added portionwise. The mixture is stirred 30 min at rt. Then, the solvent is evaporated and
the resulting oil is dissolved in DCM, washed 3 times with water. The organic phase is dried over MgSO.
and evaporated. 1,89 g (4,54 mmol — 67%) of a transparent oil are obtained.

RMN 'H (CDCls - 300MHz) : 9,07 (t, 1H, J = 5,5Hz) ; 8,41 (dd, 1H, J = 7,8 Hz, J’ = 1Hz) ; 8,33 (dd, 1H,
J=78Hz,J’ =1Hz) ;8,01 (t, 1H, J = 7,8Hz) ; 6,82-6,91 (m, 3H) ; 4,67 (d, 1H , J = 11,8Hz) ; 4,64 (t, 1H
,J=3,7Hz) ;3,40 (d, 1H, J = 11,8Hz) ;4,15 (t, 2H, J = 5,1Hz) ; 3,86-3,91 (M, 3H) ; 3,85 (s, 3H) ; 3,49-
3,54 (m, 1H) ; 1,46-1,85 (M, 6H).

RMN **C (CDCl;- 300MHz) : 164,51 ; 163,38 ; 149,51 ; 149,26 ; 147,56 ; 145,67 ; 139,65 ; 132,21 ;
126,79 ; 126,46 ; 121,22 ; 113,80 ; 112,45 ; 97,92 ; 68,81 ; 68,66 ; 62,52 ; 56,36 ; 39,19 ; 30,74 ; 25,58
19,62.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH™) : 431,1813, found : 431,1809.
Rf (DCM/MeOH ; 92/8) : 0,13.
IR : 3450 ; 3303 ; 2940 ; 2872 ; 1748 ; 1674 ; 1571 ; 1536 ; 1455 ; 1261.
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With PyBOP as coupling agent :

1,469 (3,51 mmol- 3,3 eq) of carboxylic acid 49,154 mg (1,06 mmol - 1eq) of TREN and 93 mg (0,91
mmol- 0,85 eq) of N-methylmorpholine were dissolved in 15 mL DMF. A solution of 1,66 g (3,19 mmol
-3 eq) of PyBOP and 93 mg (0,91 mmol - 0,85 eq) of N-methylmorpholine in 15 mL of DMF is added
dropwise at rt in 20 min and the mixture is stirred overnight at rt. After partial evaporation of DMF, the
crude mixture is dissolved in 150mL of DCM and washed with water. The organic phase is dried over
MgSQ, and evaporated. Two successive purifications by chromatography (eluant : EtOAc/THF, 6/4) leads
to the obtention of 127 mg of product as a transparent oil. (12%)

With HOBt & DCC as coupling agents :

850 mg (3,87 mmol — 3,3 eq) of carboxylic acid 49 are solubilized in 25 mL of CH3CN, then 538 mg (3,52
mmol — 3 eq) of HOBt and 725 mg (3,52 mmol — 3 eq) of DCC are inserted. Then 166 mg (1, 17 mmol —
leq) of tren and 1,513 g (11,73 mmol - 10 eq) of DIPEA added an the mixture is stirred 1 night at room
temperature. The white solid is filtered and the crude solution evaporated. The residu is dissolved in 30
mL DCM and washed twice with water acidified to pH 3-4 with a 1M HCI solution. The organic phase is
dried over MgSOQ., filtered and evaporated before purification with two chromatography columns (first :
eluant = DCM/ THF / MeOH ; 60/40/3 and second DCM/MeQOH 97/3 to 94/6). 690 mg (43%) of a
transparent oil are isolated.

RMN *H (CDCls- 300MHz) : 9,57 (t, 3H, J = 5,5 Hz) ; 9,30 (t, 3H, J = 5,8 Hz) ; 8,22 (dd, 3H, J = 7,8 Hz,
J’=1Hz) ;8,11 (dd, 3H, J=7,8 Hz, J’ = 1 Hz) ; 7,87 (t, 3H, J = 7,8 Hz) ; 6,75-6,81 (m, 9H) ; 4,60 (d,
3H,J=11,6 Hz) ; 4,57 (t,3H, , J =3 Hz) ; 4,33 (d, 3H, J=11,6 Hz) ; 4,28 (t, 3H, J = 7,3 Hz) ; 3,98 (m,
6H) ; 3,82-3,84 (M, 6H) ; 3,77 (s, 9H) ; 3,42-3,49 (m, 3H) ; 2,48 (m, 3H) : 2,36 (m, 3H) ; 2,19 (M, 3H) ;
1,4-1,8 (m, 18H).

RMN C (CDCls- 300MHz) : 165,2 ; 164,0 ; 149,1 ; 148,8 ; 148,0 ; 147,5; 139,0; 131,6 ; 125,2 ; 124,7 ;
121,0;112,7;111,8,97,8,68,8;62,5;55,8,39,2,;34,1;32,2,;30,73; 27,9, 25,5 ; 19,6.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH*) : 1383,6507, found : 1383,6541.
Rf (EtOAC/THF ; 60/40) : 0,12.

IR: 3252 :2930 ;2861 ;1667 ;1589 ;1511 ; 1439 : 1267 ; 1160.
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690 mg (499 mmol — 1eq) of 50 are solubilized is the minimum of CHCI; and 700 mL of formic
acid are then added. The solution is stirred at room temperature 24h before evaporation of the solvents.
The residu is solubilized in 25 mL of DCM and washed with 4M NaOH solution. The agqueous phase is
extracted twice with DCM and combined organic phases are dried over MgSQzu, filtered and evaporated.
A purification by chromatography (eluant : DCM / MeOH ; 98/2 to 96/4) gives 121 mg (22%) of a pale
yellow powder.

RMN 'H (CDCls- 300MHz) : 9,21 (t, 3H, J = 5,6 Hz) ; 8,31 (dd, 3H, J = 7,8 Hz, J’ = 1 Hz) ; 8,14 (dd, 3H,
J=78Hz,J =1Hz) ;7,87 (t 3H,J =7,8 Hz) ; 7,94 (t, 3H, J = 5,6 Hz) ; 7,01 (5,3H) ; 6,77 (s, 3H) ; 4,79
(d, 3H, J = 13,8 Hz) ; 4,29-4,37 (m,6H) ; 3,95-4,03 (m, 3H) ; 3,72-3,82 (m, 6H) ; 3,56 (d, 3H , J = 13,8
Hz) ; 3,52 (m, 3H) ; 2,57-2, 61 (M,3H) ; 2,47-2,50 (M, 3H) ; 2,19-2,24 (m,3H)

RMN **C (CDCl;- 300MHz) : 163,84 ; 163,20 ; 148,87 ; 148,72 ; 148,60 ; 146,97 ; 139,27 ; 133,82;
132,21 ; 125,66 ; 125,09 ; 124,03 ; 117,45 ; 113,46 ; 84,16 ; 70,14 ; 56,37 ; 55,98 ; 39,19 ; 38,43 ; 36,68.

ESI-HRMS m/z calcd for (MH™) : 1077,4465, found : 1077,4471.
Rf (DCM/MeOH ; 92/8) : 0,55.

IR : 3305 ;2925 : 1655 ; 1608 ; 1509 ; 1260.
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Analytical chiral HPLC separation for compound IX

* The sample is dissolved in chloroform, injected on the chiral column Chiralpak IE with EtOH/CHCIs
(50/50) as mobile phase, and detected with an UV detector at 254 nm. The flow-rate is 1 mL/min.

DADI1 C, Sig=254,4 Ref=off
150+
125
100

mAU

5 1 15 2 25 3 35 4 4.5T‘m:m“_:]5 6 65 7 75 8 85 9 95 10
RT [min] Area Area% Capacity Factor Enantioselectivity Resolution (USP)
6.69 3114 51.36 1.27
8.42 2949 48.64 1.85 1.46 2.83

Sum 6063 100.00
S16 : Analytical chiral HPLC analysis : chromatograms of the racemic mixture of IX.
Semi-preparative separation for compound IX :

Sample preparation: About 15 mg of compound IX are dissolved in 5 mL of chloroform.

Chromatographic conditions: Chiralpak IE (250 x 10 mm), EtOH / chloroform (30/70) as mobile phase,
flow-rate = 5 mL/min, UV detection at 254 nm.

Injections (stacked): 20 times 250 uL, every 6.5 minutes.

Collection: the first eluted enantiomer is collected between 4 and 4.6 minutes, the second one between 4.8
and 6 minutes.

First fraction: 7 mg of the first eluted with ee > 99.5%
Second fraction: 5 mg of the second eluted with ee > 99.5%

Chromatograms of the collected fractions:

DADI C, Sig=254,4 Ref~ofl
500
400
300+
2004
1004
0

mAU

0 05 1 IS 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10
Time [min]
DADI C, Sig=254,4 Ref=ofl
] 8
200 ‘&-ﬂ

150+

mAL

100+
304

0 I~

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10
Time [min]

S17 : Chiral HPLC preparative separation : chromatograms of the collected fractions.

Optical rotations

A (nm) for the first eluted enantiomer for the second eluted enantiomer
[a]2% (CHCI;, ¢ = 0.215) [a]35 (CHCIs, ¢ = 0.195)
589 -42 +43
578 -44 + 45
546 -53 +53
436 - 117 +120
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A (nm) for the first eluted enantiomer for the second eluted enantiomer

[a]35 (acetonitrile, ¢ = 0.1) [a]35 (acetonitrile, ¢ = 0.076)
589 -42 +42
578 -43 +43
546 - 47 + 47
436 - 96 +97

S18 : Optical activity measurement for the both enantiomers of 1X.

Electronic Circular Dichroism

First eluted enantiomer : green solid line, concentration = 0.333 mmol.L* in chloroform.
Second eluted enantiomer : red dotted line, concentration = 0.357 mmol.L™ in chloroform.

Acquisition parameters: 0.1 nm as intervals, scanning speed 50 nm/min, band width 1 nm, and 1
accumulation per sample.
25

-
o

o

Ag (L.mol.cm1)
AR
o

230 250 300 350 400
Wavelength [nm]
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0 | | |
230 250 300 350 400
Wavelength [nm]

S19 : Electronic circular dichroism and absorbtion spectra of both enantiomers of 1X in CHCI3

First eluted enantiomer : green solid line, concentration = 0.092 mmol.L* in acetonitrile.
Second eluted enantiomer : red dotted line, concentration = 0.092 mmol.L* in acetonitrile.

Acquisition parameters: 0.1 nm as intervals, scanning speed 50 nm/min, band width 1 nm, and 1
accumulation per sample.
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S20 : Electronic circular dichroism and absorbtion spectra of both enantiomers of 1X in acetonitrile.

Comparison of ECD spectra in acetonitrile and in methanol for the second eluted enantiomer

Acquisition parameters: 0.1 nm as intervals, scanning speed 50 nm/min, band width 1 nm, and 1
accumulation per sample.
60 —

———

Ag (L.molt.cm™)

-50 —

195 250 300 350
Wavelength [nm]

S21 : Superposition of electronic circular dichroism spectra of the 2" enantiomers of 1X in acetonitrile:
blue solid line, concentration = 0.133 mmol.L* and in methanol: black dashed line, concentration =
0.133 mmol.L™.

Comparison of ECD spectra in dichloromethane and in chloroform for the second eluted enantiomer

Acquisition parameters: 0.1 nm as intervals, scanning speed 50 nm/min, band width 1 nm, and 1
accumulation per sample.
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P —
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S22 : Superposition of electronic circular dichroism spectra of the 2" enantiomers of 1X in
dichloromethane: purple solid line, concentration = 0.310 mmol.L?, and in green dashed
line, concentration = 0.310 mmol.L™.
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Comparison of ECD spectra in DCM, acetonitrile and methanol for the second eluted enantiomer

Acquisition parameters: 0.1 nm as intervals, scanning speed 50 nm/min, band width 1 nm, and 1
accumulation per sample.
50 —

20—\,

Ag (L.mol-l.cm?)

300 350
Wavelength [nm]

S23 : superposition of electronic circular dichroism spectra of the 2™ enantiomers of 1X in
dichloromethane: purple solid line, concentration = 0.310 mmol.L?, in acetonitrile: blue dotted line,
concentration = 0.310 mmol.L?, and in methanol: black dashed line, concentration = 0.310 mmol.L.
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e Complexation of hemicryptophane 1X with La (I11) :

15 mg (0,0139 mmol — 1 eq) of hemicryptophane 1X are solubilized in 1 mL of CH;CN and ~7,6 mg of
La(ClO4); are added. The solution is stirred and heated at 50°C and followed by NMR. The complex is
obtained by evaporation of the solvent.

'H-NMR (300 MHz) of 1X in CDsCN

M U Nl ww

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0
f1 (ppm)

'H-NMR (300 MHz) in CD3CN after 6h of reaction

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2
f1 (ppm)

'H-NMR (300 MHz) of IX@L a in CDsCN after 22h of reaction

T T T T T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2
f1 (ppm)

- ESI-HRMS m/z calcd for [M]**/3 : 405,1146, found : 405,1147.
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e Complexation of hemicryptophane I X with Eu (111) :

3,5 mg (3,25 pumol — 1 eq) of hemicryptophane X are solubilized in 0,35 mL of CHsCN and 3 pL (3,25
pumol — 1 eq) of a Eu(CIO,); solution at 50% in water are added. The solution is stirred and heated at 50°C

during 24h and the complex is obtained by evaporation of the solvent.

'H-NMR (300 MHz) of 1X in CDsCN

T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
f1 (ppm)

H-NMR (300 MHz) of IX@Eu after 24h in CD;CN

T T T T T T
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

. . . . . .
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
f1 (ppm)
100- 409.8631 40169
4093477
ol Forms Cop N0 Chemical Formula: Cs7HgoCIEUN; 016
Cherical Formua: CerHegEUNioOs7 Exact Mass: 1328.3095
Chemical Formula: C7HgoEUN30O:
& Wolecar Weigh: 1229,1101 Molecudar Weght 1226.1027 charge +2 miz 664
charge +3miz 409.7 charge +2m/z 614
614.3215
613.2908
‘ 6643056
‘ ‘ 4405272 535.4784 ‘ \
| \ I\ \ m/z
A aa s T s v B s s NI et g L ATy vt s
440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720

340 | 360 | 380 | 400 | 420

S24: Mass spectroscopy of the complex IX@Eu

2

=
L
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Lh —

o

190 290 390 490 590
4 (nm)

S25 : UV spectra of IX@Eu, C ~ 0,08mg/mL
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e Complexation of hemicryptophane 1>X with Tb (II1) :

4 mg (3,7 umol — 1 eq) of hemicryptophane 1X are solubilized in 0,5 mL of CH;CN and 3,4 puL
(3,7 umol — 1 eq) of a Th(ClO4); solution at 50% in water are added. The solution is stirred and heated at
50°C during 24h and the complex cristallizes by slow evaporation of the solvent. Unfortunately, the cristals
can’t be analyses by X Ray cristallography since they don’t lead to proper diffraction process.

The reaction is just followed by mass spectroscopy : M3*/3 = 412, [M+3 MeOH]*" /3 = 442.

100- ’ 442.6067 3.44e8
MeO O  OMe o
411.9789 go \ MeO 2
HN NH
" o=

%

635.4338
| 566.2451 612.1191 H

433.2798
h \
377.9471 \453-3199 476.2585 A 5904425 i 713.1901
(AN JU‘WM
P e

|
i Ly U Y L) “ \
N W L e o S prL L e ; S el e Mz
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740

S26: Mass spectra of the IX@Thb complex solution

The fluorescence (green color) of this complex is visible under radiation at 265nm.

1(Eu) 2

S27: Left - Photo showing te green fluorescence of Th(lll) (at 265nm) complex at the solid state. Right -
comparativ fluorescence at 265 nm of 3 solutions : IX@Eu complex in CH3CN (1), CHsCN(2), IX@Tb
complex in CH3CN(3).
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5.2. Measure related to application of the complexe VIIH@Gd as MRI- contrast
agent

5.2.1. Sample preparation

1st samples f or the measure at 500MHz :

4,68 mg (3,66 umol) of complex VIH@Gd(11) are dissolved in 870 pL of a 80/20 mixture of D,O /DMSO-
ds. But the dissolution is not complete, so 250 uL of DMSO-ds were added. The resulting concentration is
Co=3,27 mM in a 62/38 of D,O /DMSO-de mixture.

This solution Sy is diluted to give 500 uL of each solution : S; (0,066 mM) ; S, (0,13 mM), S3 (0,2 mM),
S4 (0,26 mM), and Ss (0,33 mM). One supplementary sample only contains the solvent mixture.

2" samples for the measure at 300MHz :

5,54 mg (4,34 pumol) of complex VIII@Gd(I1) are dissolved in 870 pL of a 85/15 mixture of DMSO-ds /
D-0. The resulting concentration is C’o = 5,0 mM.

This solution S’ is diluted to give 500 pL of each solution: S’1 (0,1 mM) ; S’; (0,2 mM), S’z (0,3 mM),
S’4 (0,4 mM), and S’s (0,5 mM). One supplementary sample only contains the solvent mixture.

3" samples for the measure at 20MHz, 100MHz, 200MHz, 400MHz, and the relaxometry:

2,75 mg (2,15 pmol) of complex VIII@Gd(11) are dissolved in 4300 pL of a 70/30 mixture of DMSO-ds
/ H20. The resulting concentration is C*’o = 0,5 mM.

This solution S’¢ is diluted to give 2000uL of each solution: S’’; (0,1 mM) ; S’2 (0,2 mM), S”’3 (0,3 mM).
One supplementary sample only contains the solvent mixture.

5.2.2. Relaxation times measurement

5.2.2.1. Longitudinal relaxation time T;

500MHz : Parameters

Spectrometer Bruker Avance 11 500
Probe BBFO
Temperature 303K

Inversion-Recovery sequence (see annexe 2) with two different lists of inversion times :

D1 TI - list
Solvent 15s 500ms —1s-1.55 - 3s - 6s - 10s - 12s - 15s - 30s - 45s - 60s - 80s -
120s
Solutions S1=>Ss 5s 10ms -100ms -300ms — 600ms — 1s — 1,55 — 2,55 — 3s — 3,55 — 55 —
8s —12s — 20s — 30s.
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500MHz : Results in 62/38 ; D,O /DMSO-ds mixture.

S = f(TI), 500MHz

<2 <2 Lo ko4

)
&
g 4
b N
= 10 20 30 40
S : L
= inversion time TI (s)

-16

—%¢—0,066mM  —%—0,13mM 0,2mM

—>—0,26mM ——0,33mM

C T S, P 0s r, determination by linear regression, 500MHz
mmol/L () (u.a) (u.a) ’ S
0,00 9,93 - - AO,6 . .
- " A
0,066 326 1,000 -1,749 204 : o)
0,13 2,29 1,000 -1,821 30 , : A 1/T1-1/T1dia=f(C)
0,20 0,999 -1,856 B s
026 161 0999 1867 0 | (1/T1-1/T1dia) =2,0039 [C] +0,0208 |
’ ’ ' i 0 0,1 0,2 03 0,4
0,33 1,42 1,000 -1,876 [C] (mM)
300MHz : Parameters
Spectrometer Bruker Avance |11 300
Probe BBFO
Temperature 293K

Inversion-Recovery sequence (see annexe 2) with three different lists of inversion times :

D1 TI - list

Solutions S’; et S’; 5s 10ms -100ms -300ms — 600ms — 1s — 1,55 — 2,55 — 3s — 3,55 — 55 —
85 — 125 — 20s — 30s.

Solutions S’32>S’s 3s 10ms — 50ms — 80ms — 100ms — 150ms — 200ms — 300ms — 500ms —

1s — 2s —5s.
300MHz : Results in 15/85 of D,O /DMSO-ds mixture
0 S =f(TI), 300MHz,
3¢

o:; 5 [#] o3 2
S
~ 0
>
E 3 4 5 6
5
g 7 inversion time TI ()

-10

0,1mM 0,2mM 0,3mMM —=—0,4mM =>—0,5mM
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C T, So P r, determination 300MHz

mmol/L  (s) (u.a) (u.a) 6 R
0,1 1,001 0,997  -1,828 5 |1/T,=11,324C-0,3255| .- a
— LA
02 0535 0997 -1,827 o) I
03 0,998  -1,830 52 . A
04 0238 0998 -1,856 : A
0,5 0,183 0,999  -1,839 0 01 0,2 03 0,4 0,5 0,6
[C] (mmol/L)
400MHz : Parameters
Spectrometer Bruker Avance 111 400
Probe BBFO
Temperature 297 K
Saturation-Recovery sequence (see annexe 2) with two different lists of inversion times :
D1 Tev - list
Solutions S"y>S"3 1s 10ps — 25 ms —50ms - 75ms - 100ms - 125ms — 150ms — 200ms
—300ms — 400ms — 500ms — 600ms — 800ms - 1s — 1,5s — 2s.

400MHz : Results in 30/70 ; H,O /DMSO-ds mixture

12 S = f(Tev) , 400MHz

10 —
<
=8
S)
> 6
g 4
= —0,1mM 0,2mM 0,3mM 0,5mM

2

0

0 500 1000 1500 2000
TeV(mS)
C T So 8 1T, =1([C])
mmol/L  (ms) (u.a) 1/T,= 8,4439[C] + 2,9098 A
01 286 0,993 6 A
“.'m A
0,2 211 0,998 =4
= A
0,3 1,001 -
2 A UT1=1(C])
0,5 144 1,004
0
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

[C] (mM)
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200MHz : Parameters

Spectrometer Bruker Avance I11 200
Probe QNP
Temperature 297 K

Saturation-Recovery sequence (see annexe 2) :

D1

Tev - list

Solutions S"y=>S"3 1s

100us — 20 ms —40ms - 60ms - 80ms - 100ms — 150ms — 200ms
—300ms — 400ms — 500ms — 600ms — 800ms - 1s — 1,55 — 2s.

200MHz : Results in 30/70 ; H,O /DMSO-ds mixture

12
S=fTev)

~ 10
<
3 8
S
2 6
=y
% ,
=2 ——0,ImM ——0,2mM 03mM ——0,5mM

0

0 500 1000 1500 2000 2500
Tev (ms)

C . So 15 T, =1([C])
mmol/L  (ms) (u.a)

01 254 0,997 10 4 vmi=ren

0,2 146 0,997 = A 1/T, = 25,094[C] + 1,6105

) ) :| 5 A

0,3 0,998

0
0,5 710,997 0 0.1 0,2 05 06

100MHz : Parameters

ci’my

Spectrometer Briker Biospec Avance 24/40
Probe Home made
Temperature 297 K

Saturation-Recovery sequence (see annexe 2) with three different lists of inversion times :

D1 Tev - list
Solvent 1s Ims — 100ms — 250ms — 500ms — 750ms — 1s — 1,5s- 25 — 2,5s- 3s-
4s- 5s- 7,55- 10s- 12,5s- 15s.
Solution S™; 1s 10ps — Ims — 10ms — 20ms — 30ms — 40ms — 50ms — 75ms- 100ms —
150ms — 200ms — 250ms — 300ms — 400ms — 500ms — 600ms —
800ms-1s — 1,255 — 1,55 — 1,755 — 2s- 2,255 — 2,55 — 2,755 — 3s — 4s
—55-65—7s—8s—9s.
Solutions S"g, S™,, 1s 10ps — Ims — 10ms — 20ms — 30ms — 40ms — 50ms — 75ms- 100ms —
S"3, 150ms — 200ms — 250ms — 300ms — 400ms — 500ms — 600ms.
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100MHz :

intensity (10! u.a)

-0,5

o

C
mmol/L
0,0

0,1
0,2
0,3
0,5

Results in 30/70 ; H,O /DMSO-ds mixture

12
10

8

T
(ms)
883

171
103

41

S = f (Tev), 100MHz,

== 0,1 mM == 0,2mM
0,3mM —>—0,5mM
0,5 1 1,5 2

evolution time Tev ()

So 30 r, determination 100 MHz
(u.a) 25 N
0,996 —~>50 | YTy, =46724[C]-0,4738 ..
0,989 15 e
0.999 = 10 ‘
’ 5 6"
0,983 0
0,989 0 0,6

0,2 0,4
[C] (mmol/L)

20 MHz : Parameters

Spectrometer

Bruker Minispec mg20

Temperature

297 K

Inversion-Recovery sequence (see annexe 2) with two different lists of inversion times :

D1 TI - list
Solvent 5s 175 us — 275 pus — 470 ps — 860 ps — 1-ms — 3,2ms — 6,2ms — 12ms — 24ms —
49ms — 97ms — 192ms — 760ms — 1,5s — 3s.
Solutions 1s 168ps -201 ps — 246 ps — 305 s - 384us -490 ps — 630 pus — 818 ps — 1,1ms —
S">S"; 1,4ms—1,8ms -2,4ms—3,2ms —4,3ms —5,7 ms — 7,6ms — 10ms — 13ms —

18ms —24ms - 32ms —42ms —56ms - 75ms — 100ms — 133ms — 178ms —
237ms — 316ms — 422ms — 562ms — 750ms

20MHz : Results in 30/70 ; H,O /DMSO-ds mixture

120

intensity (10-tua)

s=f(T1), 20MHz

600 700

-80 —0,ImM 02mM —03mM —0,5mM

inversion time TI (ms)
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C T 25 r, determination , 20MHz A
mmol/L  (ms) 20
0 920 s A
0.1 164 Elo ‘ A 1T1=1(C)
—
0,2 92 . A ©1/T,-1/T 4, = 45,67 [C] - 0,5993
0,3 65 oA
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
0,5 41 [C] mM
5.2.2.2. Transversal relaxation time T,
100MHz : parameters
Spectrometer Briker Biospec Avance 24/40
Probe Home made
Temperature 297 K
CPMG Sequence with
S = f(t) during a CPMG experiment (T,
2500
mesurement)
2000 )
—~ 1500
<
= 01mM ——0,2mM
— 1000
% 0,3mM ——0,5mM
% 500
0 S
-0,01 0,19 0,39 0,59 0,79 0,99
-500 time (s)
0,03 r, determination, 100 MHz
T, [C] UT,- 0,025 A UT2=60) 6
1/(T2dia) 002
0,866 0 0 I &
01  0,00555 & 0015 N
> 001
0,081 0,2 0,0111 & ®U/T,-1/Tyy, = 0,0524(C] +0,0005
0057 03 00163 |
0036 05  0,0266 0

0 02 [C]mM 04 0,6
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5.2.3. 'H-NMRD profile

These part consists in the measurement of the global relaxivity at variable strenght of the magnetic
field applied during the nuclear spin relaxation for several solutions containing the paramagnetic complex.
The relaxometer used is a Stelar SMARtracer and the sequence is discribed in annexe 2. Two sets of
experiments were conducted : at 24°C and 38°C.

Here are the dispersion curves representing the evolution of the global relaxation R; between 4kHz and
400MHz

Relaxation dispersion curves, 24°C

30,000
25,000 ® ®
Sof * ....m.
. oe
®
a "...0
[72]
< 15,000 o
o
10,000
°
00000000099%00000amupe ol [ )
® 9
o)
0,000
1,00E-03  1,00E-02 1,00E-01 1,00E+00 1,00E+01 1,00E+02  1,00E+03
vy (MHz)
OOmM ©0,lmM @0,2mM ®0,3mM @0,5mM
Relaxation dispersion curves, 38°C
00000040000 ,,0%0
Y ) °
%80m, o
O
°
o0 ®
15,000 ®e0
)
o 10,000

0000000000000000006i%6000005000¢

0,000
1,00E-03 1,00E-02 1,00E-01 1,00E+00 1,00E+01

vy (MHz)
®0,1mM 0,2mM 0,3mM @0,5mM

S28: Relaxation dispersion curves measured at 24°C and 38 °C.

We can deduce the dispersion curve for the relaxivity r1 (the paramagnetic contribution of Ry normalized
to a 1ImM concentration of Gadolinium complex). This curve can provide (by appropriate fitting)
important informations about the structural and dynamic parameters of the contrast agent, such as the
numbers of coordinated water molecules, the residence time of water molecules in the first coordination
sphere, the rotational correlation time ... This work is still in progress.
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Relaxivity dispersion curves, 24°C
50,00
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Relaxivity dispersion curve, 38°C
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S29: Relaxivity dispersion curves measured at 24°C and 38°C.
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5.3. Fluorescence properties of complexes | X@lanthanides.

The complexes are synthesized by dissolving 1.1 equivalent of the Ln(ll1) salt ( TbCl3-6 H20 or EuCls) and
1 equivalent of the chiral ligand X in ethanol (200 uL/mg of ligand). The mixture is heated at 50°C for 30
min and is then allowed to cool at room temperature. The circularly polarized luminescence (CPL) spectra
are recorded (under a 365 nm lamp) for the obtained EtOH solutions.

——1st eluted
—2nd eluted

0,84

0,6

04

0.2

0,0+

T T T T 7
480 500 520 540 560
wavelength/nm

S30: Total luminescence spectra of the Th complexes with the two enantiomers of hemicryptophane IX.

0,08

—— 1st eluted
0064 — 2nd eluted +0.11

I-lg

-0,06 4 -0.13

T T

T T T
480 500 520 540 560
wavelength/nm

S31: Normalized CPL spectra of IX@Tb(I11) complexes, showing the values of the luminescence
dissymmetry factors (gum)for each band.

1,0 4

0.8+

0,6

0.4

0.2+

0,0

T T T T T
580 590 600 610 620 630 640
wavelength/nm

S32: Total luminescence spectra of the Eu complexes with the second eluted enantiomer of
hemicryptophane | X.
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0,015 +0.02

0,010

0,005

IL'IR

0,000 4

-0,005

-0,010

-0,015 -0.82

T T T T T
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S33: Normalized CPL spectra of IX@Eu(l11) complexe with the 2" eluted enantiomer, showing the
values of the luminescence dissymmetry factors (gum)for each band.
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Annexe 1 : Théorie de Solomon — Bloembergen — Morgan?’ et théorie de Freed?’®

On exprime I’efficacité d’un agent de contraste en terme de relaxivité, notée ri, en mmol2.L.s™
21Cette grandeur représente donc 1’accélération de la vitesse de relaxation des protons de 1’eau due a une
millimole d’agent de contraste. Cette modification des temps de relaxation des protons de I’eau a lieu a
différentes échelles. D’abord au contact direct des protons de I’eau avec le métal paramagnétique, on parle
alors de relaxivité de sphére interne ri'S, puis la relaxation peut se transmettre au niveau des sphéres de
solvatation suivantes que 1’on sépare en deux contributions : de seconde sphére i et de sphére externe
ri°S. La variation de relaxivité d’un échantillon en fonction du champ magnétique appliqué a été étudiée
d’un point de vue théorique et la confrontation avec des mesures expérimentales permet d’extraire des
informations sur les processus de relaxations mis en jeu. Nous nous limiterons a la description des
mécanismes de sphére interne et externe, qui suffisent parfois pour mener une étude comparative entre la
théorie et I’expérience.?’®

=SS 5 =12

Relaxivité de sphére interne :

= 556 Tiy + i
= concentration en agent de contraste (mol/L)
= nombre de molécules d’eau coordinées au métal
7y, = temps de vie de résidence des molécules d’eau liées. (s)

Tiy = temps de relaxation (s) longitudinal des protons des molécules d’eau directement coordinées au
gadolinium qui s’exprime comme suit :

1 2 gEE +1D)p?

_ [ 3TC1 7TC2 ]
TlM 15 T'I_? 1+ T2C1 1+ (UZSTZCZ

= rapport gyromagnétique du noyau 1H (42,576 MHz.T)
g = le facteur électronique g, (il vaut 2 dans le cas du Gd(l1))
= spin électronique du métal (7/2 pour le Gd(l11))
B = le magnéton de Bohr (9,274 009 x102* J-T)
1, = distance entre le métal et le proton qui lui est coordiné (3,1 A)?"®
= fréquence de Larmor du proton (Hz)

ws = fréquence de Larmor de I’¢électron (Hz)

275 | solomon, Phys. Rev., 1955, 99, 559-565 — N. Bloembergen, L. O. Morgan, J. Chem. Phys., 1961, 34, 842-850.

276 |, P. Hwang, J. H. Freed, J. Chem. Phys., 1975, 63, 4017-4025. — J. H. Freed, J. Chem. Phys., 1978, 68, 4034-4037.
21 p, Caravan, C. T. Farrar, L. Frullano, R. Uppal, Contrast Media Mol Imaging., 2009, 4(2), 89-100.

278 ], A. Peters, Contrast Media Mol. Imaging, 2016, 11, 160-168.

279 p, Caravan, A.V. Astashkin, A. M. Raitsimring, Inorg. Chem., 2003, 42(13), 3972-3974.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12817950/

Le temps de corrélation global 7. des mécanismes de relaxation longitudinale (i = 1) ou
transversale (i = 2) est la somme de 3 contributions dont la premiere est due a un mouvement global de
rotation du systéme (caractérisé par le temps 7). A cela S’ajoutent un processus de relaxation électronique
des électrons non appariés du métal (caractérisé par 7';.), et un processus d’échange des protons des
molécules dont le temps caractéristique est celui de résidence des molécules d’eau dans la 1 sphere de

coordination du métal Tp,.

—= 14+ 4 iz

Tci TR ™ Tie

Tx= Temps de corrélation (ou de réorientation) rotationnel. (s)

()

ER RN 5,26 + 7,18 (s)
T = A W \TF03720%.1%, | 14124050
2e ’ S v ) S v

T, = temps de corrélation caractéristique de la distorsion du polyedre de coordination du métal (s)

7,45+ 1) - 3 (ot ) ()

1+wit?, 1+40%T%,

2 = variation quadratique du zero field splitting (s2)

Relaxivité de sphére externe :

32 2 N,
N (477;) (ZTOT) YRYSR®S(S + 1) —5 [7) (ws) + 3] (wp)]

N, = nombre d’Avogadro (6.0221409.10%° mol?)
a = distance entre le Gd(III) et la plus proche molécule d’eau qui diffuse a proximité du complexe. (A)

D = coefficient de diffusion translationnel des molécules d’eau de la sphére externe. (m2.s™)
1/2
1+1 /4.(iwrd+;—fi>
je

1/2
. Td 4 (. Td 1(. Td
1+| iwtg+-% +—| iwtg+-% |+o| iwTg+=5%
( Tje) 9( Tje> 9( Tje

J(w) = Re sz|avecj=12etty = %z
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Annexe 2 : Les séquences RMN et IRM

En présence d’un champ magnétique statique By, les spins sont orientés parallélement a ce champ.
Suite a une impulsion radiofréquence, les spins sont portés hors équilibre, et leur retour a 1’équilibre est
gouverné par deux constantes de temps qui se manisfestent par une évolution exponentielle :

- T:1 le temps de relaxation longitudinale qui concerne la composante « verticale » de 1’aimantation
(ou selon I’orientation de By),

- T» le temps de relaxation transversale qui concerne la composante de 1’aimantation dans le plan
orthogonal a Bo.

Utilisée pour I’acquisition d’image IRM : La séquence d’imagerie écho de spin

1 B W“

4- - Gradient de sélection de coupe

Gradient de phase

- -_ Gradient de lecture

La séquence d’écho de spin pour I’imagerie est composée d’une part d’impulsions radiofréquences qui
permettent de géneérer le signal, et d’autre part de 3 gradients de champs magnétiques selon 3 directions
orthogonales chacun ayant un réle particulier. Soit un échantillon cubique contenant de I’eau dans un
repére arbitraire (O ; X, Y, 2).

Le gradient de sélection de coupe 5SC est appliqué dans une direction 5
orthogonale au plan d’intérét (O;x,z) de I’échantillon (selon y dans le cas du
schéma ci-contre. En présence de gradient, la fréquence de résonance des

protons est dépendante de la position considérée dans I’échantillon :

Vy = L (By + Gscy-Y )-

2T
Si simultanément, les impulsions a 90° et 180° correspondent a la .
radiofréquence v,,;, seuls les protons du plan correspondant (rose (O,X,z)) au NIVEAU  La vitesse de précession varie
de la position y; seront détectés. La largeur de la coupe étant inversement
proportionnelle a la durée des impulsions, on privilégie dans ce contexte ’utilisation

d’impulsions longues (dite sélectives) pour générer une image en 2D.

Le gradient de lecture G est appliqué selon 1’axe (Ox) horizontal et a pour effet
de modifier la vitesse de précession des protons selon cette direction. 1l en résulte des
colonnes de protons possédant chacune vitesse de précession donnée. G étant
appliqué pendant le recueil du signal, I’information qui différencie chaque colonne y —
est incluse. G lecture

Le gradient de phase Gphase est appliqué entre les 2 impulsions, selon 1’axe (Oz)
vertical et a pour effet de modifier la fréquence de précession des protons selon
cette direction pendant son application. Il en résulte un déphasage des spins qui
persiste jusqu’a I’acquisition du signal. Pour coder I’ensemble de 1’image, il faut
multiplier les acquisitions avec des décalages de phase différents, incrémentés

La phase varie

régulierement. Chaque ligne de protons possede alors une phase qui lui est propre.
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Ainsi, les gradients de lecture (selon x) et de phase (selon z) ont pour role de coder spatialement une coupe
de I’échantillon dans ces deux directions, soit dans notre exemple dans le plan (O,x,z) en attribuant a
chaque pixel de la coupe sélectionnée un jeu de données qui lui est propre. L’image IRM est ensuite
obtenue en mesurant le signal contenu dans chaque pixel, et en lui attribuant une nuance de gris. L’intensité
du signal d’un pixel est proportionnelle a la quantitié d’eau dans le pixel modulée par I’effet de la relaxation
(d’ou le phénomene de contraste).

Les séquences utilisées en RMN pour des mesures de T; :

Inversion récupération :

)
d B—)
£> e S "

'\ 180°/ 5,90° v 4,71ppm
. l\ /\AI\_ TI
1k &
B)S(TH =Sy +Pe ™

L’aimantation M initialement alignée avec le champ B_O)subit une impulsion a 180° puis relaxe pendant
un temps d’inversion T1 variable. Une seconde impulsion a 90° permet de basculer I’aimantation résiduelle
dans le plan transverse, et ainsi recueillir le signal généré pendant le mouvement de précession de M.
L’intensité du signal, a savoir, le singulet correspondant aux protons de 1’eau dans notre cas, dépend du
temps Tl imposé en suivant une loi exponentielle (équation (3)). On réitére alors la séquence 1D
d’interversion-récupération avec différents temps d’inversion TL. Il faut aussi laisser un temps D1 suffisant
entre deux acquisitions successives, pour permettre une relaxation totale entre chaque expérience, (retour
a 1’équilibre complet) afin de s’assurer de démarrer chaque acquisition a partir de la méme norme du
vecteur aimantation initial.

Saturation récupération :

QML> ot I,
‘  #i~0 oo \

I
~ 0 /

' Saturation \ gges J\
pulse N

4,71ppm
_ I
Tev

S(Tev) = Sy (1— e T1)

Cette séquence permet également d’accéder au temps de relaxation longitudinal T; d’un échantillon.
On y remplace le impulsion d’inversion par une impulsion de saturation permettant d’annuler totalement
le signal, et on observe alors sa récupération en fonction du delai séparant les deux impulsions, noté Tev,
temps d’évolution. L’intensité du signal évolue toujours selon une loi exponentielle. L’intérét de cette
séquence est de pouvoir raccourcir le D1 -et donc les temps d’acquisition. Il est en effet inutile de récupérer
la totalité de I’aimantation a la fin d’une acquisition puisque la suivante commencera par 1’annuler.
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Les séquences utilisées en RMN pour des mesures de T :

L’écho de spin :

c d e

a ,— b
%@QOC—B

P B S = 5, o7
i

Le vecteur M correspondant a I’aimantation globale d’un échantillon initialement orienté selon 1’axe
longitudinal z, est basculé dans le plan transverse via une impulsion a 90°. Des la fin de la radiofréquence
(RF) un processus de relaxation se met en place, pendant %2 temps d’écho TE/2. A cela s’ajoute un
déphasage des spins (d a des inhomogénéités de champ magnétique et a la diffusion des molécules), qui
serait responsable d’une atténuation du signal recueilli. Le role de I’'impulsion a 180° suivie du méme
temps d’attente TE/2, est de pallier aux inhomogénéités de champs en rephasant les spins et ainsi recouvrer
la quasi-totalité de 1’aimantation avant 1’enregistrement du signal. Le signal obtenu est une exponentielle
décroissante caractérisée par un temps de relaxation transversale T»*, encore affecté par les phénoménes
de diffusion.

La séquence d’écho CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) :

[ A A -

° 180°

TE

Cette séquence CPMG débute par un écho de spin classique et se poursuit avec une succession
d’impulsions a 180° donnant lieu a autant de signaux sous forme d’écho. Le fait de cumuler ces impulsions
a 180° permet a terme de diminuer le temps d’echo TE, et donc de s’affranchir des phénoménes de diffusion
des molécules dans I’échantillon. On reléve 1’intensité maximale de chaque écho (fleches vertes) qui
décroit de maniére exponentielle, avec pour temps caractéristique le « vrai» temps de relaxation
transversale T.
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Utilisée pour les mesures de temps de relaxation & champ variable : relaxométrie en champ cyclé.

A faible champ magnétique, la RMN classique avec des séquences d’inversion (ou saturation)-récupération
n’est pas adaptée aux mesures de temps de relaxation T car le signal & détecter est trop faible. On utilise
alors un relaxometre qui permet une commutation rapide de la valeur du champ magnétique Bo. Le signal
est détecté a une valeur unique du champ magnétigue Beetect grace a une impulsion a 90° en fin de séquence.

AB (T) Bdetect AB (T) Bdetect
Brelax
By 90° 90°
Brelax
+“—> < >

T > T ~ >

t(s) ()

M, M:

N »>T

Avec polarisation Sans polarisation

La mesure du T; est en fait réalisée de deux maniéres différentes :

A trés bas champ (figure de gauche), un premier champ magnétique Byol intense a pour but de polariser les

spins avant deles placer dans le Breiax pendant un temps t variable pendant lequel les spins vont relaxer.

5 - . , B Y b4 : .
L’aimantation évolue alors de la valeaur M, pol 3 MBrelax selon I’équation :

Bpol T
Mz(T) = M())Brelax + (MO POt~ M())Brelax) exp <TBrelax>
1

Ainsi en répétant I’expérience avec différentes valeurs de T on accede au temps de relaxation longitudinal

des protons de I’eau au champ Breiax appliqué. On fait alors varier Bieiax pour obtenir la courbe de dispersion

1

Ry tor = TBrelax = f(Breiax). Lorsque Breax devient suffisamment élevé on peut se passer de 1’étape de
1

polarisation de 1’échantillon et on mesure alors une croissance de 1’aimantation selon 1’équation :

—T
M, (1) = METe'®* {1 — exp (W>}
1

La relaxation Ry, ot mesurée contient a la fois la contribution diamagnétique et paramagnétique. On répéte

alors les mesures pour des échantillons de différentes concentrations pour accéder a la courbe de dispersion

. ore . 1 1
de la relaxivité ry, para €n utilisant cette relation : = + T para[GA].
T1tot T1,dia ’
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Synthéses de cryptophanes hydrosolubles adaptés a I’encapsulation du xénon,
et d’hémicryptophanes fonctionnalisés pour la complexation de lanthanides
(IIT), en vue d’applications en imagerie médicale.

Résumé

Ce manuscrit détaille I’ensemble des travaux de recherches effectués au cours de mes trois
anneées de thése. Apres un chapitre général portant sur les principes de la chimie supramoléculaire,
et quelques unes de ces applications, nous nous sommes focalisés sur 1’utilisation des propriétés
de molécules cages (cryptophanes et hémicryptophanes) pour aller vers la conception de sondes
en imagerie médicale. Nous évoquons successivement le cheminement vers la synthése d’un
hémicryptophane apte a complexer le Gadolinium(lll), pour une utilisation en tant qu’agent de
contraste en IRM du proton, puis a I’élaboration de cryptophanes hydrosolubles adaptés a la RMN
et PIRM du !*Xe. Cette thése s’achéve sur la synthése d’un nouvel hémicryptophane
fonctionnalisé pour former des complexes avec le Terbium(lll) et I’Europium(lll) dont les
propriétés de fluorescence sont prometteuses.

Mots clefs : chimie supramoléculaire, hémicryptophane, cryptophane, IRM, fluorescence, sondes.

Synthesis of hydrosoluble cryptophanes, designed to encapsulate xenon, and
of hemicryptophanes functionnalized to complex lanthanide (111) ions, with
the intention to apply them in medical imaging.

Abstract

This book details all the research work that has been done during three years of Ph-D.
After a chapter dedicated to the general principles of supramolecular chemistry, and some of its
applications, we focalise on the use of cage-shapes molecules (cryptophanes and hemicrypto-
phanes) in order to build probes for biological imaging. We successively mention the way toward
the synthesis of a hemicryptophane able to complex Gadolinium(lll), to use it it as a proton-MRI
contrast agent, then toward the elaboration of hydrosoluble cryptophanes adapted to 12°Xe NMR
and MRI. This PhD manuscript ends with the synthesis of a new hemicryptophane functionnalized
to form complexes with Terbium(lIl) and Europium(lll), whose fluorescence properties are
promising.

Key words : supramolecular chemistry, hemicryptophane, cryptophane, MRI, fluorescence,
probes.
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