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Résumé

Cette thése de doctorat traite de la conception et de ’évaluation de sondes magnétogénes et fluo-

rogénes pour la détection in vivo d’activités enzymatiques.

Des molécules capables d’acquérir un moment magnétique & partir d’un état diamagnétique et en
réponse a l'action d’une enzyme seraient d’un grand intérét pour 'imagerie moléculaire par résonance
magnétique. Deux exemples de telles sondes magnétogéniques avaient été mis au point précédemment,
I'un pouvant opérer en conditions physiologiques, I'autre nécessitant une acidification du milieu pour
devenir paramagnétique. En préparant de nouveaux analogues du premier exemple, j’ai pu trouver
une molécule dont la fragmentation a lieu trois fois plus rapidement que la molécule originale. J’ai
ensuite travaillé a la conception de sondes dérivées du deuxiéme exemple et répondant & des activités
enzymatiques; de telles molécules permettraient de réaliser la quantification in vitro d’une activité
enzymatique a des fins diagnostiques. A ce titre, j’ai participé a I’élaboration de deux preuves de
concept de dispositifs dédiés & la mesure du temps de relaxation longitudinale de micro-volumes. J’ai
enfin entamé le développement de nouveaux complexes s’inspirant du second exemple mais capables

de fonctionner dans le milieu biologique.

Le deuxiéme volet de mes travaux porte sur la réalisation de sondes fluorogénes précipitantes
pour des activités glycosidase. Une sonde pour la leucine aminopeptidase profitant des propriétés
exceptionnelles de stabilité, de luminescence et de solubilité du fluorophore ELF®-97 avaient démontré
une grande efficacité pour marquer rapidement des cellules HeLa. J’ai mis au point une nouvelle
architecture de sondes qui permet le ciblage de glycosidases via 'utilisation d’un tandem d’espaceurs
cyclisants. Deux sondes ont été préparées, 'une pour la S-galactosidase, I'autre pour la cellulase. La
premiére a prouvé son bon fonctionnement pour marquer les cellules exprimant ’enzyme en bénéficiant
d’une grande sensibilité. La seconde a pu étre utilisée pour quantifier 'activité cellulase sécrétée par
des levures, avec 'objectif d’obtenir un moyen économiquement intéressant de produire du bioéthanol

a partir des déchets végétaux.
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Abstract

This PhD thesis deals with the design and evaluation of magnetogenic and fluorogenic probes for

the in vivo detection of enzyme activities.

Molecules capable of switching from a diamagnetic to a paramagnetic state in response to an
enzyme stimulus would be of great interest for molecular magnetic resonance imaging. Two examples
of such magnetogenic probes had been designed in a previous work : one can operate in physiological
conditions, whereas the other needs an acidification of the water medium to become paramagnetic. I
prepared new analogues of the first probe ; one molecule displayed fragmentation three times faster than
the original compound. Then I designed and synthesized probes derived from the second example and
responsive to enzyme activities; such molecules are suitable for the in vitro quantification of enzyme
biomarkers for diagnosis purposes. I participated to the conception of two proofs of concept of devices
dedicated to the measurement of longitudinal relaxation times in micro-volumes. Finally, I started the
development of a new family of molecules inspired by the second example but able to work at the

physiological pH.

I also worked on precipitating fluorogenic probes for the detection of glycosidase activities. A former
probe for leucine aminopeptidase, based on the exceptional characteristics of the fluorophore ELF®-97
in terms of solubility, luminescence and stability, had demonstrated great efficiency to label live HeLa
cells. I designed a new architecture of probes responding to glycosidases via an original tandem of self-
immolative spacers. Two probes have been prepared, one targets S-galactosidase and the second detects
cellulase. The first probe performed a fast and sensitive labelling of S-galactosidase-expressing cells.
The second molecule was employed successfully to quantify the cellulase activity secreted by yeasts,
which will be useful for the high-throughput screening of yeasts capable of producing bioethanol from

vegetal waste.
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Liste des abréviations

4-MU : 4-méthylumbelliférone

Abs. : absorbance

Ap . B-amyloide

Ac : acétyle

ACN : acétonitrile

ADEPT : Thérapie de type pro-médicament assistée par une enzyme administrée via un anticorps
(Antibody- Directed Enzyme Prodrug Therapy)

ADN : Acide désoxyribonucléique

ACQ : Quenching causé par 'agrégation (Aggregation-Caused Quenching)

AIE : Emission induite par I'agrégation (Aggregation-Induced Emission)

Alloc : allyloxycarbonyle

APTS : Acide p-toluénesulfonique (PTSA)

ARM : Angiographie assistée par résonance magnétique

ARN : Acide ribonucléique

B : champ magnétique

BCR-ADI : Breakpoint Cluster Region - Abelson

BHE : Barriére hémato-encéphalique

Boc-ON : 2-(tert-butyloxycarbonyloxyimino)-2-phénylacétonitrile

BODIPY : Bore-dipyrrométhéne

BPA : Agents sanguins (Blood-Pool Agents)

B;et : champ magnétique de détection

B;ol : champ magnétique de polarisation

B:el : champ magnétique de relaxation

br : large (broad)

BRCA : Breast Cancer

BSA : Albumine sérique bovine (Bovine Serum Albumin)

BV : Orbitale moléculaire la plus basse vacante

°C : degré Celsius

cale. : calculé (calculated)

Carboxypeptidase G2 : Carboxypeptidase & glutamate de type 2

Caspase : Protéase aspartique dépendant d’une cystéine (Cystein-dependant Aspartate-directed Pro-
tease)

cat. : en quantité catalytique

Cbz : benzyloxycarbonyle

CCM : Chromatographie sur couche mince

CEST : Transfert de saturation par échange chimique (Chemical Exchange Saturation Transfer)
cm : centimeétre

COMU : hexafluorophosphate de (1-cyano-2-éthoxy-2-oxoéthylidénaminooxy)diméthylamino-morpho-
lino-carbenium

CREATIS : Centre de recherche en acquisition et traitement de I'image pour la santé
CT : tomodensitométrie (Computerized Tomography)

Cyb : Cyanine 5

d : doublet

DABCYL : acide 4-((4-(diméthylamino)phényl)azo)benzoique

0 : déplacement chimique

DCM : dichlorométhane

DIPEA : N,N’-diisopropyléthylamine

DMBA : acide 1,3-diméthylbarbiturique



DMEM : Modification de Dulbecco du milieu d’Eagle (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium,)
DMEF : N,N’-diméthylformamide

DMR : Résonance magnétique a des fins diagnostiques (Diagnostic Magnetic Resonance)
DOTA : 1,4,7,10-tétraacétate-1,4,7,10-tétraazacyclododécane

DPDP : N,N’-dipyridoxyléthylénediamine- N, N’-diacétate-5,5’-bisphosphate

DPTACN : 1,4-bis(pyridin-2-ylméthyl)-1,4,7-triazacyclononane

DTPA : 2-|bis[2-|bis(carboxyméthyl)amino|éthyl|amino|acétate

D-7-A : Donneur-m-accepteur

ECF : Fluides extracellulaires (Extracellular Fluids)

EDANS : acide 5-((2-aminoéthyl)amino)naphthaléne-1-sulfonique

ELF : Fluorescence de marquage enzymatique (Enzyme-Labeled Fluorescence)

ELF®-97 alcool : 2-(5’-chloro-2-hydroxyphényl)-6-chloro-4(3 H )-quinazolinone (dichloro-HPQ)
ELISA : Dosage d’immuno-absorption par enzyme liée (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Em. : émission

ENS : Ecole Normale Supérieure

ESI : Ionisation par électrospray (FElectrospray lonisation)

ESIPT : Transfert de proton intramoléculaire a 'état excité (FExzcited-State Intramolecular Proton
Transfer)

Et : éthyle

éq. : équivalent(s)

FACS : Tri cellulaire assisté par fluorescence (Fluorescence-Activated Cell Sorting)

FISH : Hybridation in situ suivie par fluorescence (Fluorescence In Situ Hybridization)

FMN : Flavine mononucléotide

Fmoc : 9-fluorénylméthyloxycarbonyle

FR : Récepteur au folate (Folate receptor)

FRET : Transfert d’énergie de résonance de type Forster (Forster Resonance Energy Transfer)
FSC : Diffraction vers 'avant (Forward Scattering)

g : gramme

G6PD : glucose-6-phosphate déshydrogénase

GDEPT : Thérapie de type pro-médicament assistée par une enzyme administrée via un géne (Gene-
Directed Enzyme Prodrug Therapy)

GE : General Electric

GGT : ~-glutamyl transpeptidase

h : heure

HBT : 2-(2-hydroxyphényl)benzothiazole

hCG : Gonadotropine chorionique humaine (human Chorionic Gonadotropin)

HEK : Rein embryonnaire humain (Human Embryonic Kidney)

HeLa : Henrietta Lacks

HEPES : acide 2-|4-(2-hydroxyéthyl)pipérazin-1-yl|éthanesulfonique

HO : Orbitale moléculaire la plus haute occupée

HPLC : Chromatographie liquide & haute performance (High Performance Liquid Chromatography)
HPQ : 2-(2-hydroxyphényl)-4(3 H )-quinazolinone

HTLV-1 : Virus T-lymphotropique humain 1 (Human T-Lymphotropic Virus 1)

Hz : Hertz

ICT : Transfert de charge intramoléculaire (Intramolecular Charge Transfer)

IKK~ : sous-unité 7 de la kinase inhibitrice de NF-xkB (Inhibitor of NF-kB Kinase subunit )
INAC : Institut nanosciences et cryogénie

INSA : Institut national des sciences appliquées

IRM : Imagerie par résonance magnétique

ISA : Institut des sciences analytiques

keV : kiloélectronvolt

KIT : Karlsruhe Institut fiir Technologie
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LAP : Leucine aminopeptidase

LBMC : Laboratoire de Biologie et de Modélisation de la Cellule

LCR : Liquide céphalo-rachidien

LETTI : Laboratoire d’électronique et de technologie de I'information

logP : logarithme décimal du coefficient de partage octanol/eau

m : méta (substitution d’un noyau aromatique)

M (concentration) : Molarité

Me : méthyle

MGG : May-Griinwald Giemsa

min : minute

mL : millilitre

MLCT : Transfert de charge métal-ligand (Metal-Ligand Charge Transfer)
MMP : Métalloprotéase de la matrice (Matriz Metalloproteinase)

MOF : Structure organométallique (Metal-Organic Framework)

mol : mole

MPTACN : 1-(pyridin-2-ylméthyl)-1,4,7-triazacyclononane

MS : Tamis moléculaire (Molecular Sieves)

mT : millitesla

MTS : bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2 H-té-
trazolium

uRMN : spectrométre microRMN

NAD™ : Nicotinamide dinucléotide

NF-kB : Facteur nucléaire kB (Nuclear Factor-B)

nm : nanometre

NMRD : Dispersion de la résonance magnétique nucléaire (Nuclear Magnetic Resonance Dispersion)
o : ortho (substitution d’un noyau aromatique)

OCDE : Organisation de coopération et de développement économiques
o.n. : sur la nuit (overnight)

p : para (substitution d’un noyau aromatique)

PABA : Alcool p-aminobenzilique (p-aminobenzyl alcohol)

PARACEST : Transfert de saturation par échange chimique assisté par paramagnétisme (Paramagne-
tic Chemical Exchange Saturation Transfer)

PBS : Tampon phosphate salin (Phosphate Buffer Saline)

PDMS : polydiméthylsiloxane

PE : Ether de pétrole (Petroleum Ether)

PEG : Polyéthyléneglycol

PEI : Polyéthyléneimine

PeT : Transfert d’électron photoinduit (Photoinduced electron Transfer)
PGA : Pénicilline G amidase

Ph : phényle

pH : potentiel Hydrogéne

PLE : Estérase hépatique porcine (Porcine Liver Esterase)

PMT : Thérapie de type pro-médicament simple (Prodrug Mono-Therapy)
ppm : partie par million

PSA : Antigéne prostatique spécifique (Prostate-Specific Antigen)

g : nombre d’hydratation (hydration number)

qABP : Sondes basées sur I'activité et quenchées (quenched Activity-Based Probes)
quant. : quantitatif

R, : relaxivité longitudinale absolue

r1 : relaxivité longitudinale

r1e : relaxivité longitudinale en sphére externe

ry; : relaxivité longitudinale en sphére interne
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r2 : coefficient de corrélation linéaire

redox : oxydoréduction

RIME : Augmentation de la magnétisation induite par un récepteur (Receptor-Induced Magnetization
Enhancement)

RMN : Résonance magnétique nucléaire (NMR : Nuclear Magnetic Resonance)

ROS : Espéces réactives de oxygéne (Reactive Oxygen Species)

RWTH : Rheinisch-Westfélische Technische Hochschule

s : singulet

S : valeur du moment magnétique de spin

So : état électronique fondamental

S1, S : premier et deuxiéme états électroniques excités

SCH : Schering-Plough

SPION : nanoparticule d’oxyde de fer superparamagnétique (Super-Paramagnetic Iron Ozide Nano-
particle)

SSC : Diffraction perpendiculaire (Side Scattering)

t : triplet

t: tert

T : Température

Ty : Temps caractéristique de la relaxation longitudinale

T5 : Temps caractéristique de la relaxation transverse

Tax : Transactivator of pX

TACN : 1,4,7-triazacyclononane

TBDMS : tert-butyldiméthylsilyle

TBALI : Iodure de tétra-n-butylammonium

TDM : Tomodensitométrie

TEMP : Tomographie par émission monophotonique (SPECT : Single Photon Emission Computed
Tomography)

TEP : Tomographie par émission de positrons (PET : Positron Emission Tomography)
TCEP : tris(2-carboxyéthyl)phosphine

TF : Transformée de Fourier

TFA : Acide trifluoroacétique ( Trifluoroacetic Acid)

Tfa : trifluoroacétyle

THF : Tétrahydrofurane

TPTACN : 1,4,7-tris(pyridin-2-ylméthyl)-1,4,7-triazacyclononane

t.a. : température ambiante (r.t. : room temperature)

U : Unité d’enzyme

u. a. : unités arbitraires

USPION : nanoparticule d’oxyde de fer superparamagnétique d’ultra-petite taille (Ultra-Small Super-
Paramagnetic Iron Ozide Nanoparticle)

UV : Ultraviolet

v/v : rapport volumique

VDEPT : Thérapie de type pro-médicament assistée par une enzyme convoyée par un virus ( Virus-
Directed Enzyme Prodrug Therapy)

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine

X-Gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-5-D-galactopyranoside

7 : numéro atomique

€ : coeflicient d’absorption molaire

Aez, Aem : longueur d’onde d’excitation ou d’émission

pm : micromeétre

pp : magnéton de Bohr; up = 9,274 - 10724 J.T!

Lot © valeur du moment magnétique efficace en solution

ltot - Magnétisation
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7 (fluorescence) : temps de vie d'un état électronique excité

7 (RMN) : délai de relaxation lors d’une séquence d’inversion-récupération
Tar ¢ temps de résidence d’une molécule d’eau sur un site de coordination
TR : temps moyen de rotation d’un agent de contraste (Molecular tumbling)
¢ : rendement quantique de fluorescence

w : fréquence de Larmor des protons
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Introduction

L’imagerie moléculaire, ou la cartographie de molécules particuliéres au sein d’un organisme vivant,
est un domaine de recherche nouveau a la croisée de la chimie pharmaceutique, de la biologie moléculaire
et de la médecine. Elle constitue le présent et ’avenir de I'imagerie médicale telle qu’on la connait pour
diagnostiquer des traumatismes ou des maladies, mais aussi un formidable moyen d’étude a plus long
terme pour mieux comprendre le fonctionnement de notre corps et prévenir les pathologies plutét que
les guérir. Je vais essayer dans cette introduction de présenter I'imagerie moléculaire, ses prémices, ses
objectifs, comment elle est réalisée, en gardant le point de vue du chimiste organicien et médicinal tout
en me plagant, dés que possible, dans le cadre du diagnostic de maladies. Je me focaliserai ensuite sur
I'observation de molécules biologiques un peu particuliéres, les enzymes.

1 Imagerie médicale anatomique et moléculaire

1.1 De Pobservation a ’eeil nu a I’imagerie médicale anatomique

Les prémices du diagnostic médical remontent & I’Antiquité. Trés tot, 'Homme a cherché a prévoir
les maladies en s’intéressant & leurs manifestations physiques. Le papyrus égyptien Edwin Smith!! (voir
Figure 1A), daté a -1600 mais se référant a des écrits remontant a -3000, est consacré a la chirurgie
militaire. Il établit un lien, pour la premiére fois sans référence ni & la magie ni & la mythologie,
entre les observations superficielles ou a corps ouvert (cote cassée, fracture du créne, tumeur, etc...)
et les traitements & suivre, avec parfois méme un pronostic. Néanmoins, la nécessité de réaliser une
chirurgie exploratoire pour effectuer un diagnostic réduit 'intérét de cette opération, surtout si I’on
tient compte des conditions d’hygiéne de I'époque (la stérilité ne sera inventée qu’a la fin du XVII[®™me
siecle et appliquée a la chirurgie seulement un siécle plus tard).

Au premier siécle de notre ére, 'encyclopédiste romain Aulus Cornelius Celsus, dit Celse (Figure
1B), identifie dans le De medicinal® 3 les quatre signes et symptomes caractéristiques de linfection
d’une plaie : tumor (I'cedéme), rubor (la rougeur), calor (la chaleur), dolor (la douleur) (Figure 1C).
Ainsi, la simple observation externe d’une plaie par un ceil entrainé suffit pour identifier une compli-
cation et suggérer un traitement. Comme les Egyptiens avant eux, les Romains ne connaissaient pas
lorigine de cette infection, ni le lien entre cette infection et ses manifestations (les notions d’agent
pathogéne et d’immunité seront découvertes bien aprés), mais ils pouvaient reconnaitre des signes cli-
niques et en déduire un diagnostic. Cependant, ces signes cliniques identifiés résultaient tous, en dehors
des symptoémes, d’observations a 'ceil nu : si la manifestation de la pathologie n’était pas externe, il
fallait faire appel a la chirurgie pour la voir.

Cette situation a peu évolué jusqu’en 1895. Cette année-la, le physicien allemand Wilhelm Rontgen
meéne des expériences avec un tube de Crookes (tube & vide contenant deux électrodes reliées a un
générateur de forte tension) et un écran en papier recouvert de platinocyanure de baryum (BaPt(CN)y,
4 Hy0), un substrat fluorescent. Il remarque qu’en interposant sa main entre le tube et I’écran, les
os de sa main apparaissent sur l'écran (voir Figure 2A) : le physicien vient, en plus de découvrir
les rayons X, de réaliser la premiére radiographie, et d’inventer I'imagerie médicale.l¥! Le tube de
Crookes est une source de rayons X, lesquels ne sont pas absorbés de fagon homogéne par le corps
humain : alors que les tissus mous sont dans I’ensemble relativement transparents, les os sont opaques,
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FIGURE 1 : A. Le papyrus Edwin Smith, premier traité de diagnostic médical (ici, planches VI et

VII).II B. Gravure représentant Aulus Cornelius Celsus (fin du I*" siécle avant J-C - milieu du I**

siecle aprés J-C), auteur du De medicina. 2] C. Tllustration du quadrilatére de Celse : tumor, rubor,
calor, dolor. Images issues de Wikipédia (A, B) et Pinterest (C).

ce qui permet de les identifier clairement sur 1’écran fluorescent (Figure 2B). Pour la premicére fois, on
pouvait voir & I'intérieur du corps sans 'ouvrir! Cette découverte révolutionnaire a été immédiatement
et unanimement reconnue par la communauté scientifique et a valu & Réntgen le premier prix Nobel
de physique en 1901.

Membre contenant

un os
Image de
Source de l'os sur la
_—
rayons X surface
photosensible

A B
FIGURE 2 : A. Une des premiéres radiographies, celle de la main d’Albert von Kolliker, médecin
anatomiste, en 1896. B. Principe de la radiographie conventionnelle. Image issue de Wikipédia.

La radiographie s’est alors développée considérablement durant toute la premiére moitié du XXée
siécle, et fut utilisée de fagon trés intensive pour identifier les fractures osseuses tout d’abord, puis
diverses pathologies, dont des tumeurs pulmonaires et des calcifications mammaires.l’l La technique
était tellement populaire que dans les années 1920, alors qu’on ne connaissait pas encore les effets
déléteres des radiations ionisantes, elle a été appliquée sur le corps humain pour des applications
clairement non médicales, par exemple comme attraction dans les fétes foraines et dans les magasins
de chaussures pour déterminer la pointure des clients. Méme si de telles utilisations peuvent faire sourire
de nos jours, il faut se rappeler qu’a la méme époque, la radioactivité fascinait les foules et était un
argument publicitaire trés efficace, car 1a aussi les risques liés n’avaient pas encore été identifiés. 1l

De nombreuses fractures, 1ésions, tumeurs et autres affections ont été et sont encore repérées par
la radiographie conventionnelle. Néanmoins, cette technique souffre de deux inconvénients majeurs qui
limitent son utilité pour le dépistage de nombreuses pathologies. Le premier tient au contraste ténu
entre les différents tissus mous, car ils possédent sensiblement les mémes coefficients d’absorption des
rayons X ; il est ainsi difficile d’identifier des hémorragies et certaines métastases par exemple. Le second
inconvénient est di & la nature méme de la radiographie, qui est une projection bidimensionnelle d’une
structure en trois dimensions : I'information spatiale est donc parcellaire, ce qui est particuliérement
handicapant pour des observations thoraciques. Il est possible, et réalisé, de prendre plusieurs clichés
selon des axes différents pour améliorer la précision de la localisation, mais au prix d’une irradiation
conséquente et en conservant une certaine incertitude. Une méthode d’imagerie permettant d’observer
Iintégralité du corps humain, de facon homogéne, et avec un contraste intertissulaire intéressant, serait
donc trés utile.



1. IMAGERIE MEDICALE ANATOMIQUE ET MOLECULAIRE

Les années 1960 et 70 ont vu 'apparition de plusieurs techniques d’imagerie dites tomographiques
(du grec tomé qui signifie coupe) bénéficiant de ces caractéristiques. La tomodensitométrie (abrégée en
TDM, ou CT pour Computerized Tomography) est mise au point en 1973 par Godfrey Newbold Houns-
field et Allan MacLeod Cormackl!” ; la méme année, les premiéres expériences d’imagerie par résonance
magnétique (IRM) sont réalisées par Paul Lauterbur et Peter Mansfieldl®l ; enfin la scintigraphie, ou
imagerie médicale nucléaire, émerge dés le début des années 1960.19 Le principe et les spécificités de
ces techniques seront présentés ci-aprés (Partie 2). Leur utilisation a révolutionné la pratique de I'ima-
gerie médicale : I'image qu’elles donnent permet de localiser les 1ésions et tumeurs de fagon bien plus
efficace. Le gain est multiple : le caractére tridimensionnel intrinséque de 'image constitue bien str
une amélioration, mais cette image est aussi bien mieux résolue et précise (les différences de contraste
entre tissus mous sont souvent mieux marquées, ce qui permet de délimiter des structures de plus
petite taille), et surtout il est possible de combiner, en un seul examen, plusieurs méthodes d’imagerie
différentes, qui ensemble fournissent un faisceau d’informations au médecin (ce que I'on appelle I'ima-
gerie multimodale). Il est ainsi devenu possible de diagnostiquer des maladies neurodégénératives, des
arthroses ou des métastases précoces!!? avec une précision de I'ordre du centimétre ou moins, ce qui
était inimaginable avec la radiographie classique.

La microscopie optique a connu quant a elle un développement plus précoce et a été appliquée plus
tot pour le diagnostic médical par I'analyse de prélévements. La premiére moitié du XVII®™® siécle a
vu la construction des premiers microscopes. Les observations ont été rapidement trés fructueuses :
des 1665, Robert Hooke décrit les cellules, qu’il nomme en référence aux chambres monacales,!1! et
Marcello Malpighi remarque la structure tissulaire des organismes vivants et fonde ainsi I’histologie.
Néanmoins, les savants de I’époque sont limités par le caractére transparent des coupes tissulaires qui
rend les observations trés délicates. Dés la fin du XIX®™® siécle, les progrés de la chimie de synthése
permettent de disposer de molécules absorbant trés intensément dans le spectre visible ; leur utilisation
en tant que colorant va faire progresser considérablement 1’histologie et la cytologie, et par ricochet
le diagnostic. Par exemple, la coloration de May-Griinwald Giemsa,!'? 13 basée sur deux colorants,
I’éosine (rouge) et le bleu de méthyléne, a permis d’identifier au sein de préparations sanguines les
différents types de granulocytes[14] (éosinophiles, basophiles, neutrophiles), une famille de leucocytes
(voir Figure 3). Elle est utilisée quotidiennement dans le dépistage du paludisme & moindre coti. [l
Il est donc possible depuis le début du XX®™¢ siécle de reconnaitre sur des prélévements ez vivo les
cellules au-dela de leur morphologie, grace a leur capacité respective a fixer différents colorants, pour
réaliser des diagnostics médicaux.

A B
F1GURE 3 : Coloration de May-Griinwald Giemsa (MGGQG) et identification des granulocytes'l au
microscope optique. A. Colorants utilisés : éosine (en haut, X = NOg ou Br) et bleu de méthyléne (en
bas). B. Représentation schématique de granulocytes apreés coloration de MGG : 1 : éosinophile; 2 :
neutrophile ; 3 : basophile.
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Les techniques d’imagerie médicale et de microscopie optique permettent d’observer les organismes
vivants, a différentes échelles, et d’en déduire une information diagnostique. Leur apport considérable a
la médecine, aussi bien en termes humains (temps de consultation pour les praticiens, amélioration des
chances de survie pour les patients) qu’économiques (non-prescription de traitements lourds grace & un
dépistage précoce), explique la présence des appareils d’imagerie dans les hopitaux en nombre toujours
plus grand. Dans un rapport d’avril 2016,16! la Cour des comptes estime le parc francais en équipements
a 812 IRM, 1096 tomodensitométres et 570 scintigraphes (la part d’appareils capables d’effectuer deux
modalités n’est pas précisée) ; les radiographes conventionnels ne sont eux pas recensés mais leur nombre
est trés supérieur. Bien qu’en augmentation, le taux d’équipement frangais reste modeste par rapport
a la moyenne de 'OCDE, ce qui est & mettre en regard du cotit de ces équipements (entre un et deux
millions d’euros a l'unité).

1.2 Invention et essor de I'imagerie moléculaire

La mise au point et I'utilisation routiniére de I'imagerie médicale et de la microscopie & des fins
diagnostiques ou de recherche ont permis de considérables évolutions en médecine, en histologie et en
biologie. L’avénement des méthodes tomographiques dés les années 1960 a encore élargi les champs d’ap-
plication de I'imagerie en rendant les observations plus précises. Néanmoins, le niveau de description
reste anatomique : I'imagerie permet d’étudier des structures macroscopiques (tumeurs, hémorragies,
fractures, etc...), la microscopie rend visible quant a elle les cellules et les organelles. Or, dés les années
1930, une nouvelle discipline a mis au jour un niveau de complexité supplémentaire : il s’agit de la
biologie moléculaire.

On savait déja que les cellules communiquaient entre elles via des molécules, les hormones et les
neurotransmetteurs; on découvrait que ces cellules étaient faites d’un assemblage précis de molécules
de différents types (acides nucléiques, protéines, lipides, métabolites, etc...) dont il est intéressant de
connaitre la nature, la structure tridimensionnelle, I'activité en tant qu'unité isolée, et surtout le role
en interaction avec les autres composants cellulaires.!*7]

Dans 'espoir de découvrir de nouveaux traitements et moyens diagnostics plus spécifiques et fiables,
les médecins et biologistes ont ainsi cherché si les pathologies, des plus communes aux plus rares,
avaient une origine moléculaire. Les résultats furent au-deld des attentes, notamment dans le domaine
de 'oncologie et des maladies neurodégénératives :

— la mutation des génes BRCA1 et BRCA2 (pour BReast CAncer), impliqués dans la réparation
de 'ADN, a été identifiée au début des années 1990 comme promouvant le développement du
cancer du sein de fagon trés importante : les femmes porteuses de mutations sur au moins I'un
des deux genes (la prévalence est de 1 pour 400 dans la population) ont un risque cumulé a
I’age de 70 ans de Pordre de 50%.18l

— la production de la protéine chimére BCR-ADI, suite & une translocation anormale entre les chro-
mosomes 9 et 22, est directement a Porigine de 90% des cas de leucémie myéloide chronique. ']

— la mutation de la protéine p53, un facteur de transcription déclenchant ’arrét de la division
cellulaire et/ou I’apoptose (mort cellulaire programmée) en cas de lésions de I’ADN, a lieu dans
environ 50% des cancers.[2l

— une des hypothéses communément admises pour 'origine de la maladie d’Alzheimer est le dépot
a la surface de certaines cellules du systéme nerveux de structures appelées plaques amyloides,
formées par I'agrégation d’un peptide anormal appelé AS.[21

— l’agrégation de la protéine a-synucléine sous forme de corps de Lewy au sein des neurones de
la substantia nigra du cerveau est Porigine de la maladie de Parkinson.[?2l

Il est donc trés intéressant d’étudier a un temps donné et a 1’échelle d’une cellule, d’un organe voire
d’un organisme entier, la répartition de molécules, notamment celles impliquées dans des pathologies.
La cartographie des molécules, leur présence ou leur surabondance en un lieu particulier, ou au contraire
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leur absence ou sous-représentation, peut étre mise en regard de la survenue d’une affection ou de la
prise d’'un médicament, ce qui fera éventuellement apparaitre des corrélations. L’utilité est multiple
et diverse : diagnostic ou recherche médicale & propos d’une maladie, recherche et développement de
traitements, ou étude plus générale de la variabilité naturelle entre différents individus, avec 1'objectif

d’une médecine plus personnalisée et efficace.23-25)

L’information moléculaire est beaucoup plus précise et spécifique que celle issue de I'imagerie pure-
ment anatomique. Elle permet une compréhension plus fine des phénoménes biologiques tout en levant
des ambiguités. Par exemple, les cas de surdiagnostic du cancer du sein étaient nombreux, en raison
de la difficulté a identifier précisément les nodules cancéreux sur les mammographies et a prédire leur
capacité & évoluer en tumeurs invasives.!'8l La recherche de la présence de mutations des génes BRCA
pour les femmes dont au moins une parente a contracté un cancer du sein a permis de compléter ce diag-
nostic en évitant des mastectomies inutiles, tout en permettant a I'inverse de réaliser des mastectomies
préventives pour les patientes & risque.[l& 26]

La cartographie moléculaire & I’échelle des organismes entiers a d’abord été réalisée de maniére
discréte et invasive par I'observation au microscope de tissus issus de biopsies, au moyen des méthodes
classiques de la cytologie. La cytochimie est ainsi un moyen de révéler des molécules, mais de fagon
trés peu sélective : lors de la coloration de MGG (voir Figure 3), les colorants marquent les granules
uniquement par réaction acido-basique (1’éosine, un acide, se fixe aux granules basiques des éosinophiles
et le bleu de méthyléne, une base, marque les granules acides des basophiles). L'immunocytochimie
(Figure 4) permet quant a elle de bénéficier d'une trés grande sélectivité : un anticorps hautement
spécifique de la biomolécule d’intérét est mis au contact des tissus et va se lier a sa cible ; la visualisation
de cet anticorps, et donc de la molécule cible, a lieu ensuite de maniére directe ou indirecte. Cette
méthode est utilisée quotidiennement dans de trés nombreux laboratoires de recherche ou d’analyses.

anticorps
primaire

conjugué } : molécule d'intérét
@ : * fluorophore

o PH—
b Pp—> & .Eo enzyme

anticorps anticorps et substrat
primaire secondaire ® chromogene
A conjugué B

FIGURE 4 : Immunocytochimie. A. Principe : visualisation spécifique des molécules biologiques
d’intérét de maniére directe (a) ou indirecte (b) au sein de cellules. B. Exemple : marquage des
protéines Tax du virus HTLV-1 (en vert) et IKK~y de la voie de signalisation NF-xB (en rouge) dans
des cellules HeLa fixées, et visualisation par microscopie a épifluorescence. 27l

L’avénement des techniques d’imagerie tomographiques a permis un gain conséquent en rendant
possible I'observation de molécules précises de fagon globale, non-invasive et dynamique : c’est ce
qu'on appelle I'imagerie moléculaire.?8 291 Cette derniére est née au cours des années 1960 et ne
cesse de se développer depuis ; ses applications cliniques, en oncologie notamment, sont toujours plus
nombreuses. 30 31 Elle nécessite, outre les techniques et appareils d’imagerie anatomique classiques, des
outils capables de transcrire la présence de molécules nanoscopiques en un signal physique détectable a
I'extérieur du corps (un flux de photons par exemple). Ces outils, des molécules purement organiques,
des complexes de coordination, ou des nanoparticules, créés par les chimistes et injectés dans le corps,
sont appelés sondes moléculaires.[29]

L’imagerie moléculaire est donc le dernier développement d’un long cheminement débuté il y a
plusieurs millénaires par I’observation & I’ceil nu du corps humain. Elle participe, avec les approches
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-omiques (génomique, protéomique, métabolomique, etc...), & la nouvelle approche intégrative de la
biologie, appelée biologie systémique (en anglais systems biology), qui vise a rationaliser les mécanismes
moléculaires normaux et pathologiques & 1’échelle de 'organisme entier pour améliorer la prédiction
des maladies.[32-35]

Je vais maintenant présenter les différentes modalités d’imagerie moléculaire, leur principe de fonc-
tionnement et leurs avantages et inconvénients. J’en profiterai pour donner quelques exemples de sondes
moléculaires utilisées en clinique ou en recherche. Etant donné que mon travail de thése concerne deux
techniques d’imagerie, par fluorescence et par résonance magnétique, celles-ci feront I’objet d’une des-
cription plus approfondie.

2 Les modalités d’imagerie moléculaire

Parmi les techniques d’imagerie moléculaire, on compte traditionnellement les méthodes appar-
tenant & la médecine nucléaire (la scintigraphie) ainsi que I'IRM et l'imagerie par fluorescence. La
visualisation de molécules a aussi été réalisée a ’aide de la tomodensitométrie et de 'imagerie ultra-
sonore ; néanmoins, ces techniques étant nettement moins développées et par souci de concision, je ne
les détaillerai pas.

2.1 La scintigraphie : tomographies par émission monophotonique ou de positrons

Les deux méthodes de scintigraphie, les tomographies par émission monophotonique (TEMP, ou
SPECT en anglais pour Single Photon Emission Computed Tomography) ou de positrons (TEP, ou en
anglais PET pour Positron Emission Tomography), profitent du fait que les photons de trés haute éner-
gie, dans le domaine gamma, sont trés peu arrétés par les tissus humains (la transparence est grande).
Elles utilisent des sondes moléculaires sources de photons « appelées médicaments radiopharmaceu-
tiques ou traceurs, et des dispositifs de détection spécifique de ces photons appelés gamma caméras et
disposés tout autour du patient (voir Figure 5). La différence entre les deux techniques est la voie de
génération des photons v, ce qui a des conséquences sur la sensibilité et la résolution de ces techniques
ainsi que sur les noyaux radioactifs incorporés dans les traceurs :

— Pour la TEMP, 'isotope radioactif utilisé est radioactif v et émet directement les photons utiles
pour l'imagerie, "un par un". De nombreux éléments peuvent étre utilisés (voir Tableau 1), ce
qui permet de ne retenir que ceux dont le temps de demi-vie est optimal (ni trop long pour
éviter une exposition inutile au patient, ni trop court pour avoir le temps de synthétiser le
traceur et de réaliser 'examen tant qu’une majeure fraction du traceur est radioactif) et les
propriétés chimiques intéressantes (délai de synthése du traceur, et surtout possibilité de changer
de radioisotope pour faciliter la transition vers la radiothérapie).

— Pour la TEP au contraire, 'isotope est radioactif 37 ; il émet des positrons qui, aprés un libre
parcours de l'ordre du millimétre, vont s’annihiler en rencontrant des électrons. La collision
engendre deux photons d’énergie identique, 511 keV, et d’impulsion opposée; deux photons
vont ainsi étre détectés en méme temps sur le méme axe par des détecteurs diamétralement
opposés, ce qui rend la reconstruction de I'image plus efficace et améliore ainsi la sensibilité
et la résolution.®0] Les contreparties sont le plus faible choix de radioisotopes utilisables, la
demi-vie généralement plus courte de ceux-ci, et leur cotit de production plus élevé.

De trés nombreux traceurs pour l'imagerie moléculaire ont été développés et utilisés en recherche
et en clinique, et la synthése et ’évaluation de nouveaux radiopharmaceutiques constitue un domaine
d’investigation trés actif.[3> 381 Quelques exemples sont présentés ici (voir Figure 6) : le [*!C]-SCH23390
A, équivalent radioactif d’un antagoniste des récepteurs dopaminergiques D1, est utilisé pour I'image-
rie TEP du néocortex.[3? Le NéoTect® B est un chélate de technétium qui est sélectif des récepteurs
de la somatostatine; il est indiqué dans I'imagerie TEMP de ces récepteurs présents en grand nombre
dans certaines pathologies cancéreuses.[*l Enfin, le 68Ga—MA—NOTMP—BBN(7,14) C est un traceur
en développement consistant en un conjugué entre un complexe de %®Ga et un octapeptide appelé
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FIGURE 5 : Tomographie par émission de positrons. A. Principe de fonctionnement. B. Photographie
de I'appareil TEP-TDM du Centre Léon Bérard de Lyon. C. Image TEP-TDM d’une souris. 2!

Radioisotopes v pour la TEMP Radioisotopes 81 pour la TEP
Radioisotope Tyo Energie Radioisotope 119
9ImTe 6,0 heures 140 keV He 20 minutes
R 2,8 jours 171 keV 1BF 110 minutes
et 245 keV
1231 13,2 heures | 159 keV 64Cu 12,7 heures
201 3,0 jours 167 keV 68Ga 68 minutes

TABLEAU 1: Radioisotopes utilisés couramment pour la médecine nucléaire et leurs caractéristiques.

bombesin(;_14), ce dernier présentant une grande affinité pour certains récepteurs (couplés a des pro-
téines G) surexprimés dans certaines tumeurs; il est destiné au diagnostic par TEP du cancer.!41l
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FIGURE 6 : Exemples de traceurs utilisés pour la TEMP ou la TEP. A : [''C]-SCH23390, pour la
TEP.P B : NéoTect®, pour la TEMP.% C : 88Ga-MA-NOTMP-BBN7_y4) pour la TEP.[4!]

La TEP et la TEMP bénéficient toutes deux d’une excellente sensibilité de I'ordre du picomolaire
voire inférieure, 25! ce qui en fait la méthode d’imagerie de choix lorsque de faibles quantités de molécules
cibles sont recherchées, par exemple des récepteurs membranaires. Néanmoins, la résolution est assez
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faible, de l'ordre du centimétre pour la TEMP et de quelques millimétres pour la TEPI[23]: un moyen
courant pour s’affranchir de cette limite est de réaliser en méme temps une tomodensitométrie (I’'examen
s’appelle alors un PET-CT Scan, selon le terme anglais), ce qui permet de bénéficier, en complément
de 'information moléculaire, de la cartographie tissulaire en haute résolution (en dessous de 100 pm
pour la TDM).[25] Tous les appareils de TEP commercialisés aujourd’hui sont d’ailleurs aussi capables
de réaliser un examen TDM simultané.['8] Mais le principal inconvénient de la médecine nucléaire est
la dose trés importante de radiations que le patient recoit lors de 'examen : elle dépend du type
d’observation mais peut représenter jusqu’a plusieurs fois la dose de radiation annuelle regue en temps
normal, ce qui oblige & bien évaluer la balance bénéfices-risques avant de réaliser I’examen.

2.2 L’imagerie par résonance magnétique

L’IRM repose sur l'adaptation de la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN)
en une technique de visualisation tomographique du corps humain. Elle est de nos jours la méthode
d’imagerie la plus connue et est utilisée dans de toujours plus nombreuses indications.[*6l Je vais
d’abord rappeler briévement le principe de la spectroscopie RMN pour ensuite présenter 'IRM. Puis je
préciserai l'intérét des agents de contraste et leur fonctionnement, avant de décrire quelques exemples
d’agents dédiés a I'imagerie moléculaire.

2.2.1 De la spectroscopie RMN a ’'IRM

La spectroscopie RMN classique vise a déterminer la fréquence de Larmor w (avec laquelle est
calculé le déplacement chimique) de protons dans un environnement chimique différent, avec I’objectif
de caractériser un échantillon. Pour cela, on soumet 1’échantillon & un champ magnétique B constant
et de grande valeur (de l'ordre de la dizaine de teslas aujourd’hui). Un deuxiéme champ magnétique
B:, tournant dans un plan perpendiculaire au champ é, est appliqué sous la forme d’une impulsion
radiofréquence autour de la fréquence de Larmor moyenne ; la magnétisation po; (somme de tous les
moments magnétiques de spin), qui était alignée sur le champ B en vertu de Deffet Zeeman, se retrouve
alors basculée dans le plan perpendiculaire (voir Figure 7A). Une fois By éteint, les spins ne sont plus
soumis qu’au champ statique ; la magnétisation retourne s’aligner sur le champ Ben précessant autour
de laxe principal & la fréquence de Larmor (Figure 7B). La précession induit un courant électrique
dans une bobine de mesure; la transformée de Fourier inverse de ce courant permet finalement de
déterminer les différentes fréquences de Larmor des protons, ce qui constitue la caractérisation de
I’échantillon (Figure 7C).[42!
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FIGURE 7 : Principe de la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN). A. Basculement
de pzor lors de 'application d’un champ perpendiculaire tournant B;. B. Retour de ot & I'équilibre
aprés l'extinction de B,. C. Acquisition du signal issu de la précession de gy et transformée de
Fourier inverse TF~! pour obtenir les fréquences de Larmor des spins w.[42

Le retour a I’état d’équilibre, appelé relaxation, est favorisé par les fluctuations locales du champ ma-
gnétique induites par le mouvement aléatoire des spins. On distingue deux phénomenes simultanés!3! :

— la relaxation spin-réseau constitue la désexcitation des spins par échange d’énergie avec le milieu.

—

Elle se traduit par le retour de la magnétisation dans 'axe du champ B, qui a lieu selon un
processus exponentiel de temps caractéristique 71 (voir Figure 8A).
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— la relaxation spin-spin est la perte de cohérence quantique entre spins entrainée par les fluctua-
tions de phase de chaque spin. Sa traduction macroscopique est une diminution de la projection
de la magnétisation dans le plan perpendiculaire au champ B , 14 aussi au cours d’un processus
exponentiel dont le temps caractéristique est noté T's (Figure 8B).

A la fois T'1 et T peuvent étre mesurés de fagon indépendante par des expériences de spectroscopie
RMN plus complexes que celle présentée plus haut : inversion-récupération pour 7’1, écho de spin pour
Ts.

(/ItOt)Z |/jtot| z0y
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FIGURE 8 : Phénomeénes de relaxation. A. Relaxation spin-réseau, ou relaxation T'1 : croissance de la
magnétisation longitudinale. B. Relaxation spin-spin, ou relaxation 7'y : décroissance de la
magnétisation transverse.

La spectroscopie RMN permet donc d’accéder & de nombreuses grandeurs caractérisant les spins
contenus dans un échantillon (fréquences de Larmor w, temps de relaxation 71 et T2) et ainsi de le
caractériser de fagon moléculaire, mais aussi physico-chimique (étude de la convection, de la viscosité,
etc...). Depuis les années 1950 et son invention par Bloch et Purcell, elle est utilisée quotidiennement
comme méthode d’analyse de routine en chimie.[42!

L’IRM a quant & elle un objectif différent : réaliser I'observation tomographique d’un organisme
vivant (homme ou souris le plus souvent), en effectuant la cartographie des propriétés magnétiques des
protons des molécules d’eau contenues dans cet organisme. Les contraintes par rapport a la spectrosco-
pie RMN classique présentée au-dessus ne sont donc pas les mémes. Ainsi, on ne cherche pas en IRM a
mesurer les fréquences de Larmor des protons : les spins étudiés sont tous dans le méme environnement
chimique (pour schématiser, celui d’'une molécule d’eau dans le solvant eau) et ont donc la méme fré-
quence de Larmor. La résolution spectrale n’est donc pas prioritaire. Au contraire, la densité volumique
de protons p ('analogue de 'aire absolue sous la courbe sur le spectre de droite de la Figure 7C) et
les temps de relaxation vont étre les grandeurs pertinentes & mesurer, car ils sont caractéristiques de
tissus et d’environnements physico-chimiques particuliers (voir ci-dessous et Figure 10). L’IRM a donc
pour but 'acquisition résolue spatialement et si possible temporellement des informations de spin sous
la forme de p, T et T au niveau d’un organisme entier.[43!

L’information spatiale est obtenue par 'application, en supplément du champ B longitudinal uni-
forme utilisé en spectroscopie RMN classique, de gradients de champ magnétique dans les trois direc-
tions de 'espace (voir Figure 9).[8] En effet, la fréquence de Larmor w d’un spin est proportionnelle &
la norme du champ magnétique qu’il ressent ; I'inhomogénéité de champ magnétique due aux gradients
se traduit donc en une inhomogénéité de fréquence de Larmor au sein de 'organisme. Cela permet,
par 'application d’un champ oscillant B & une fréquence particuliére, de n’exciter qu'une population
de spins contenue dans une zone trés précise et d’acquérir les informations des spins de cette région
uniquement et indépendamment des autres protons. La répétition de ces acquisitions en modifiant la
fréquence de gl ou les gradients de champ permet de reconstruire 'image de l'intégralité de la zone
étudiée. L’intensité du champ uniforme B et surtout des gradients de champ est essentielle pour la
résolution spatiale : plus les gradients seront intenses, plus la zone (appelée voxel) ou les fréquences
de Larmor sont dans un méme intervalle sera restreinte et plus la résolution sera grande.[43] De plus,
les organismes étant totalement transparents aux champs magnétiques intenses et aux ondes radio-
fréquences, I'intégralité du corps peut étre étudiée de maniére satisfaisante, ce qui fait de 'IRM une
modalité d’imagerie tomographique.
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FIGURE 9 : Acquisition de I'image d’un échantillon par Imagerie par Résonance Magnétique, ici pour
le cas plus simple d’un échantillon & deux dimensions.

De la méme maniére qu’en spectroscopie RMN classique, I'intensité du signal acquis est fonction,
pour des paramétres d’expérience donnés, de la densité de protons p et des temps de relaxation des
spins dans la zone concernée. De facon identique, il est possible d’utiliser des séquences d’acquisition
de données pour lesquelles 'intensité du signal ne dépendra que de certains de ces paramétres, comme
p (ce qu’on appelle la pondération du signal en densité protonique), 77 (pondération en 71, ou en
anglais T1-weighting), ou T9 (pondération en Ty ou To-weighting). La valeur du signal correspondant
& chaque voxel est ensuite convertie en niveaux de gris et la reconstitution tridimensionnelle finale
est obtenue, coupe par coupe. En pondération T, les tissus de Ty faible apparaissent en hypersignal
(zones claires), alors qu’avec la pondération Ty, les régions de T’y réduit figurent en hyposignal (zones
sombres).

Les différents tissus d’un organisme vivant présentent une grande amplitude de temps de relaxation.
A titre d’exemples, les T'1 et T au sein de plusieurs tissus sont donnés dans la Figure 10A pour un
champ magnétique de 1,5 T (les valeurs varient en fonction de I'intensité du champ mais la tendance
reste identique).[44] Les écarts sont dus au fait que la relaxation des spins est engendrée par I'agitation
des molécules, qui n’est pas homogéne au sein du corps humain. La réponse en T’y ou T'9 en fonction de
I’agitation est présentée de facon qualitative dans la Figure 10B45!; les tissus mous comme les muscles
ou les tissus adipeux correspondent a la zone centrale, de fréquence d’agitation proche de la fréquence
de Larmor, alors que les tissus contenant des fluides biologiques mobiles, comme le liquide céphalo-
rachidien ou les cedémes par exemple, ont une agitation trés rapide. Pour visualiser ces différentes
régions, on pourra donc opter pour une pondération en 77 ou en Ty selon si 'on cherche un hyper-
ou un hyposignal.

Les écarts de signal importants et natifs entre les tissus mous obtenus en pondération 7'y ou 7o,
meilleurs dans la majorité des cas que ceux obtenus par d’autres modalités comme la TDM, font de
I'IRM une méthode de choix pour réaliser la cartographie tomographique des organismes vivants.!4% Les
informations obtenues par chacune des pondérations sont de plus complémentaires, ce qui justifie le plus
souvent leur utilisation conjointe bien que le temps d’acquisition soit alors plus grand. La résolution
est aussi excellente, inférieure au dixiéme de millimetre,/?’! et en constante amélioration grace a la
conception d’équipements de grand champ magnétique (supérieur a 3 T pour les plus récents) et dotés
de gradients trés intenses (jusqu’a 25 mT /m).[*3l L’IRM ne nécessite par ailleurs aucun rayonnement
ionisant, au contraire des TEMP, TEP et TDM, et ne présente donc qu’un risque pour la santé réduit
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FI1GURE 10 : Temps de relaxation dans les tissus biologiques. A. Exemples de temps de relaxation
dans quelques tissus humains, mesurés a 1,5 TI*4: LCR : liquide céphalo-rachidien. B. Evolution des
T4 et T en fonction de la fréquence des mouvements moléculaires.[45]

da aux hauts champs magnétiques (les ondes radiofréquences sont inoffensives) ; pour toutes ces raisons,
elle est devenue rapidement la méthode de choix pour l'observation du cerveau (voir Figure 11), des
épanchements et des muscles, ainsi que dans de nombreux autres contextes. 45!

A

FIGURE 11 : Image IRM. A et B. Image de cerveau d’un patient épileptique en pondération 7'y (A)
ou Ty (B).1*6l C. Photographie d’un appareil IRM. Image issue de Wikipédia.

2.2.2 Agents de contraste pour 'IRM

Bien que les écarts de temps de relaxation et les séquences d’acquisition permettent souvent de
visualiser les différents tissus avec une précision suffisante pour réaliser un diagnostic fiable, il reste
une proportion importante des examens (environ 40%)[47’49] ou il est impossible d’identifier clairement
les structures recherchées. Cette situation avait été anticipée par Lauterbur dés 197308 il avait noté
I'intérét de marquer des tissus particuliers, par exemple des tumeurs dans le cas du diagnostic de can-
cers, afin de pallier au manque de contraste entre des zones de temps de relaxation proches. Il faudrait
pour cela les faire apparaitre sélectivement en hypo- ou en hypersignal. Cette augmentation artificielle
du contraste rendrait I’analyse de I'image plus aisée et son interprétation moins ambigiie. Pour réaliser
cet objectif, on peut injecter dans l'organisme des molécules appelées agents de contrastel*?l qui sont
caractérisées par :

— un effet sur les processus de relaxation des protons situés dans leur voisinage; on considére
généralement un rayon d’action de l'ordre de quelques A.

— une biodistribution optimisée, dépendant des propriétés pharmacocinétiques de la molécule mais
idéalement centrée sur certains tissus (par exemple les tumeurs). Cela permet de limiter leur
effet & une zone bien précise et ainsi d’augmenter le contraste de I'image.

Les phénomeénes de relaxation sont dus aux fluctuations du champ magnétique induites par le
mouvement des moments magnétiques qui sont majoritairement, en I’absence de tout élément exté-
rieur, des protons. Or, ces fluctuations seraient d’amplitude bien plus importante si des structures
moléculaires possédant un fort moment magnétique circulaient aussi dans le milieu. Ces structures,
paramagnétiques, sont celles qui sont utilisées comme agents de contraste ; leur présence dans les tissus
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accroit les fluctuations de champ et accélére donc la relaxation en abaissant T'1 et/ou T. Les agents
de contraste peuvent étre classés selon leur nature moléculaire ou selon leur action sur I'un ou 'autre
des phénomeénes de relaxation ; néanmoins, ces deux classifications se recoupent relativement bien, ce
qui permet d’identifier deux grandes familles d’agents de contraste.[>l

Les agents de contraste de type T'; agissent sur les deux types de relaxation, mais de fagon plus
importante sur la relaxation spin-réseau. Lauterbur les a proposés dés son premier article décrivant
IIRMB! : il a décrit utilisation d’ions Mn2* libres comme une méthode pour différencier deux solu-
tions aqueuses.[® 51 De nos jours, les agents Ty sont des complexes d’ions métalliques paramagnétiques
dont le ligand est multidentate, ramifié, préorganisé pour la chélation et souvent macrocyclique. Les
ions libres ou trop faiblement complexés entrainent en effet une toxicité bien trop importante et ont
une biodistribution trop désavantageuse.*3] Dans le langage médical, ces complexes sont appelés ché-
lates. Les métaux utilisés sont choisis pour leur valeur de spin électronique maximale, qui garantit au
complexe un moment magnétique et un effet relaxant le plus grand possible : il s’agit le plus souvent
de Gd*T (valeur de spin S de 7/2), Mn?* (S = 5/2 en configuration champ de ligand fort) et Fe3* (S
= 5/2 en configuration champ fort aussi).

Les agents T'; sont injectés par voie intraveineuse (une absorption orale les détruirait pour la
plupart), mais a cause de leur taille relativement réduite, ils se distribuent dans les tissus interstitiels
avec un temps de demi-vie de I'ordre de 5 minutes puis sont éliminés par les reins avec une demi-vie
d’environ 80 minutes.43l On parle ainsi d’agents ECF, pour FExtracellular Fluids. Ils ne traversent pas
la barriére hémato-encéphalique (BHE) lorsque celle-ci est intacte ; pour cette raison, ils sont utilisés
couramment dans le diagnostic de pathologies neurologiques impliquant la rupture de la BHE.!#? Les
plus massifs des agents T'1, liés & une macromolécule, ne traversent pas les vaisseaux et restent dans
le flux sanguin, on les appelle donc Blood-Pool Agents (BPA). Ils sont employés pour I'angiographie
assistée par résonance magnétique (ARM).[52] Certains enfin sont relativement spécifiques de certains
organes via un ciblage passif.

Les agents de contraste de type T agissent quasi-uniquement sur la relaxation spin-spin. Ce sont
des nanoparticules faites d’un assemblage de petits cristallites d’oxyde de fer dans une matrice sta-
bilisante et hydrosolubilisante, I'ensemble présentant un caractére superparamagnétique.[SO] On les
distingue selon leur taille : les plus grandes, au-dessus de 50 nm, sont appelées particules SPIO (pour
Super Paramagnetic Iron Ozide), les autres sont nommées particules USPIO (Ultra-small Super Pa-
ramagnetic Iron Oxide). Les premiéres s’accumulent rapidement dans le systéme réticulo-endothélial
(notamment les macrophages) du foie et de la rate, et sont donc indiquées pour l'imagerie de ces or-
ganes. Les secondes circulent plus longtemps, et peuvent a ce titre servir de BPA ; toutefois, elles sont
absorbées de fagon importante par les ganglions lymphatiques sains et constituent donc un moyen de
les étudier. 1?0

Il existe aussi un troisiéme type d’agent de contraste dont le fonctionnement est relativement
different®3 541 . il s’agit des agents dits PARACEST, pour Paramagnetic Chemical Exchange Saturation
Transfer.5® Ces molécules sont des chélates d’ions paramagnétiques qui possédent, a proximité du
centre métallique, des protons échangeables avec les molécules d’eau du solvant, portés généralement
par des fonctions amines, amides ou carbamates. %! Le principe de leffet CEST, son utilisation en IRM
ainsi que l'intérét des agents PARACEST ne seront pas présentés ici par souci de concision, cependant

je considérerai ces agents dans la suite de 'exposé.

Depuis les années 1980, de trés nombreux agents de contraste pour 'IRM ont été développés,
commercialisés et utilisés en clinique ou en recherche et développement.®? Je vais maintenant présenter
quelques exemples.

Parmi les agents T'1, le plus connu est probablement le Dotarem® (molécule D représentée Figure
12), commercialisé depuis 1989 par Guerbet. Ce chélate macrocyclique de gadolinium est un agent
ECF utilisé couramment pour I'imagerie du rachis. Le MS-325 E, vendu sous le nom de Vasovist® par
Bayer Schering, est aussi un complexe de Gd**, quoique non cyclique, mais qui agit en tant que BPA ;
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son groupement 6,6’-diphénylcyclohexyle trés apolaire posséde en effet une forte affinité pour ’albu-
mine sérique, une protéine présente en grande quantité dans le flux sanguin, ce qui permet la longue
rétention du MS-325 dans la circulation et son utilisation en ARM.*" %8 Enfin le Mn(DPDP)HNag
F, commercialisé sous le nom de Teslascan® par GE Healthcare, est un chélate de manganése(II) qui
présente une sélectivité passive pour les hépatocytes!®®l ; il a été interdit a la vente en 2012 pour des
raisons de toxicité.

0 _| 1- o (0] _| 3-
}/7—?_\ % déo
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FIGURE 12 : Exemples d’agents de contraste T';. D. Dotarem®, ou
1,4,7,10-tétraacétate-1,4,7,10-tétraazacyclododécanegadolinate(I1I) de méglumine
(Gd(DOTA)méglumine), ou gadotérate de méglumine. E. Vasovist®, ou MS-325, ou gadofosveset
trisodique. F. Teslascan®, ou
N,N’-dipyridoxyléthylénediamine- N, N’-diacétate-5,5’-bisphosphatomanganate(II) de sodium
(Mn(DPDP)HNags), ou mangafodipir trisodique.

Comme exemple d’agent T's, on peut citer le ferumoxtran-10, ou Sinerem® de son nom commercial
chez Guerbet, une suspension de particules USPIO & base de dextran et citrate et d’une taille de
I'ordre de 50 nm.®® Du coté des particules SPIO, le Resovist® développé par Bayer Schering est une
suspension de nanoparticules faites de carboxydextran dont le diamétre moyen est de 62 nm. Mais
alors que le premier n’a jamais été commercialisé car la demande d’autorisation a été annulée par
Guerbet, le second a été vendu puis retiré du marché en 2009. A ce jour, le seul agent nanoparticulaire
de type T9 commercialisé est le ferumoxsil, ou Lumirem®, produit spécifique destiné & I'imagerie du
tube digestif et administré par voie orale ou rectale.!®l

Enfin, le plus connu des agents PARACEST est le complexe d’europium G (Figure 13), qui com-
porte 4 fonctions amides.? La majorité des agents préparés sont des déclinaisons de ce complexe, ot
l'ion Eu?t a été remplacé par un autre lanthanide comme Yb3t ou Th3*, ou dans lesquels un ou plu-
sieurs groupements substituant les fonctions amide ont été changés.!®®l Plus récemment, de nouveaux
complexes & base de métaux de transition de la premiére période ont démontré une grande efficacité
en tant qu'agents PARACEST, 16062 3 I’instar de la molécule H.I63]
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F1GURE 13 : Exemples d’agents de contraste PARACEST. G. Chlorure de
1,4,7,10-[( N-acétate)acétamide|-1,4,7,10-tétraazacyclododécaneeuropium (I1T)
(Eu(DOTA)-tétraamide).”! H. Triflate de 1,4,7-acétamide-1,4,7-triazacyclononanenickel(IT).[63]

Le bénéfice procuré par I'utilisation d’agents de contraste est parfois trés important : ’augmentation
du contraste peut permettre d’identifier des pathologies qui n’auraient sinon pas été visibles sur I'image,
ou de fagon ambigiie (voir Figure 14). C’est pour cette raison que les agents se sont imposés dans la
panoplie du médecin radiologue comme un outil indispensable dans nombre d’examens IRM.
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Lesion 2

Post-Dotarem

FIGURE 14 : Détection d’une lésion au cerveau assistée par 1'utilisation d’un agent de contraste T'1, le
Dotarem®[64]

2.2.3 Agents d’imagerie moléculaire

Tout comme les radiopharmaceutiques, les agents de contraste pour 'IRM peuvent étre rendus
sélectifs d’une molécule particuliére et donc servir de base a ’élaboration de sondes moléculaires. 47> 50!
Néanmoins, la sensibilité est trés inférieure aux méthodes d’imagerie nucléaire : elle n’est que de ’ordre
du millimolaire, 25 50: 6] yoire de la dizaine de millimolaires pour l'imagerie CEST. Cet inconvénient
majeur rend la visualisation de molécules biologiques trés délicate, en particulier les récepteurs mem-
branaires, car ceux-ci sont présents dans les tissus & des concentrations beaucoup plus réduites (de
I’ordre du nanomolaire pour les plus abondants).[50] De rares exemples, qui tiennent plus de la preuve
de concept académique que du composé utilisable en routine, ont tout de méme été développésl47” 59 ;
certains sont présentés a la Figure 15 et discutés ci-apres.

Deux bioconjugués ont été réalisés pour 'imagerie de l'intégrine endothéliale o, (3, un marqueur
ectomembranaire de I'angiogénése et donc des tumeurs en croissance (voir Figure 15A). Le premier
est constitué de liposomes paramagnétiques renfermant des ions Gd®*, couplés (via des liens biotine-
streptavidine) & un anticorps monoclonal.l¢l Le second est une nanoparticule contenant des chélates
de gadolinium et équipée sur sa surface d'un antagoniste peptidomimétique de lintégrine.l571 Dans les
deux cas, le probléme de la sensibilité a été résolu en équipant la partie ciblante avec un trés grand
nombre d’'unités paramagnétiques, afin de compenser le grand écart entre la concentration en ions Gd*+
nécessaire pour avoir un effet notable sur le contraste d’une part, et le nombre trés réduit de récepteurs
a la surface des cellules d’autre part ; le ciblage des ions paramagnétiques et le gain en contraste est a
chaque fois trés bon.

Cette approche présente toutefois d’importantes limites pour des applications in vivo. En effet, les
propriétés pharmacocinétiques sont défavorables : la biodistribution des conjugués est handicapée par
leur taille importante et la diffusion généralement lente des anticorps. Or, la reconnaissance spécifique
et rapide des récepteurs cibles est essentielle pour bénéficier d’un contraste suffisant : chaque conjugué
qui n’est pas fixé sur une intégrine génére un bruit important qui limite la qualité de I'image. De plus,
la stabilité fait aussi 'objet de questions, et ’excrétion rénale semble difficile. Enfin, il parait délicat
avec ce type de constructions de disposer d’un outil de diagnostic fiable et de colit modéré.

Une autre approche a été envisagée pour concentrer suffisamment les agents de contraste afin de
visualiser des cibles moléculaires par IRM : il s’agit d’internaliser les agents dans les cellules afin d’ac-
cumuler les ions paramagnétiques pour avoir un contraste intéressant (voir Figure 15B). Par exemple,
le chélate 1168l (Figure 15) comporte une unité progestérone qui le rend a la fois assez apolaire pour tra-
verser les membranes et dans le méme temps spécifique du récepteur, intracellulaire, & cette hormone :
une fois pénétré dans le cytoplasme par diffusion passive, il est piégé par le récepteur et reste dans la
cellule. Cette molécule peut étre utilisée pour le diagnostic in vitro du cancer, les récepteurs a proges-
térone étant impliqués dans la majorité des cancers du sein. Dans un autre exemple, un bioconjugué
entre des chélates de gadolinium et I’albumine sérique bovine maléylée (mal-BSA) a été utilisé pour
marquer des macrophages dans le contexte de I'athérosclérosel® : mal-BSA est un ligand connu d’un
récepteur de surface des macrophages, elle va ainsi permettre ’endocytose des complexes de gadolinium
et leur concentration dans ces cellules immunitaires.
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Ces stratégies posent tout d’abord la question de la toxicité : internaliser des concentrations trés
fortes de complexes métalliques dans des cellules, méme si ces chélates ont une grande stabilité ther-
modynamique et cinétique, fait courir un risque pour ces cellules et I'organisme en général aprés leur
dégradation (par phagocytose, apoptose, etc...). Ainsi, lorsqu’elle a été étudiée, une toxicité impor-
tante a été mise en évidence apreés seulement 24 heures aux concentrations d’utilisation habituelle.%]
Par ailleurs, le bénéfice en termes de contraste n’est pas évident : les concentrations atteintes dans
les cellules sont de l'ordre de la centaine de uM, ce qui permet d’obtenir in wvitro des hypersignaux
intéressants, mais potentiellement insuffisants dans un contexte in vivo plus compétitif.

Intégrine Cytoplasme

Membrane Cellule
plasmique exprimant
. un récepteur
Anticorps P
Particule spécifique
paramagnétique

Milieu

O
extracellulaire .
O

FIGURE 15 : Stratégies d’imagerie moléculaire par résonance magnétique. A. Imagerie de 'intégrine
o, B3 a Paide d’anticorps conjugués a des particules paramagnétiques.l56 671 B. Concentration
d’agents de contraste T par internalisation spécifique dans certaines cellules, 68 9 et représentation
du chélate de Gd3* I utilisé dans ce contexte. (8l

La visualisation de cibles moléculaires par IRM est donc beaucoup plus délicate que dans le cas
de la TEMP et de la TEP, en raison de la faible sensibilité de cette modalité. Pour s’affranchir le
plus possible de cet inconvénient, une part importante de la recherche sur les nouveaux agents de
contraste est dédiée & 'augmentation de lefficacité de ces agents!”™ 7; 'y reviendrai bri¢vement dans
le chapitre 1 (voir page 32). Il est enfin & noter que des stratégies de ciblage prometteuses utilisent
I'IRM du fluor 19, en lieu et place de PIRM du proton dont j’ai parlé jusqu’icil™ ; 'avantage de cette
méthode d’imagerie est 'absence de bruit de fond (trés peu de tissus renferment des ions fluorure) qui
permet une grande sensibilité.|”3] Cependant, je ne les détaillerai pas par souci de concision.

2.3 L’imagerie optique par fluorescence

L’imagerie optique consiste en I’observation de photons issus d’un milieu biologique, dans le domaine
du visible, de 'ultraviolet ou du proche infrarouge. Ces photons correspondent & la désexcitation
radiative d’une molécule ou d’un matériau, appelé luminophore, préalablement excité dans un état
électronique différent de son état fondamental. L’excitation peut étre chimique, impliquant ou non une
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enzyme : on parle alors de bio- ou de chimioluminescence. Elle peut aussi étre photonique, résultant
alors de I’absorption d’un photon (dans le cas le plus simple) ; il s’agit alors de la fluorescence ou de la
phosphorescence. Je me restreindrai volontairement a la fluorescence dans la suite de cet exposé. Apreés
avoir rappelé son principe, je présenterai quelques exemples de fluorophores et de sondes moléculaires.

2.3.1 Fluorescence et fluorophores

Les transitions énergétiques a 'origine de la fluorescence sont décrites a ’aide du diagramme de
Jablonski représenté a la Figure 16.1" Le fluorophore est au repos dans son état électronique fonda-
mental singulet Sg; I’absorption d’un photon, ou de plusieurs de méme énergie et dans un temps trés
court, promeut le fluorophore dans un état excité singulet S ou So, qui est le plus souvent aussi un état
vibrationnel excité. La désexcitation s’opére alors en deux temps : un premier processus appelé conver-
sion interne, non radiatif et rapide, vers ’état excité Si, puis un second, radiatif et plus lent, vers un
des états vibrationnels excités du fondamental, qui constitue la fluorescence en tant que telle. De facon
alternative, la deuxiéme partie de la désexcitation peut s’opérer de facon non radiative, par des colli-
sions moléculaires ou un transfert d’électron photoinduit (PeT, ou Photoinduced electron Transfer) :
c’est le phénomeéne de quenching, qui doit étre minimisé pour assurer une fluorescence suffisante.
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FIGURE 16 : Diagramme de Jablonski, inspiré du livre de B. Valeur.[™ Les processus radiatifs sont
symbolisés par une fleéche pleine, les processus non-radiatifs sont en pointillés.

Un fluorophore est ainsi caractérisé par quelques grandeurs : ses longueurs d’onde moyennes d’exci-
tation et d’émission A¢g; et Mgy, (0n ne considére que la moyenne car, comme on 1’a vu, I’absorption et
I’émission ont toutes deux lieu sur une plage de longueurs d’onde du fait des transitions vibroniques), le
coefficient d’absorption molaire € et le rendement quantique ¢ (le nombre de photons émis par rapport
aux photons absorbés), ainsi que le temps de vie de I'état excité 7. Communément, on définit aussi le
déplacement de Stokes comme la différence entre A¢p, et Aey (toujours positive, du fait du phénoméne
de conversion interne) et la brillance comme le produit entre € et ¢. La sensibilité de I'imagerie par
fluorescence dépend essentiellement de la brillance et du déplacement de Stokes des fluorophores :
lorsqu’ils sont optimaux, le seuil de détection est inférieur au nanomolaire. 25l

Trois types majeurs de fluorophores sont utilisés pour I'imagerie dans le milieu vivant!™l : des
molécules organiques m-conjuguées, des complexes métalliques, et des boites quantiques. Un exemple
de chaque famille est présenté a la Figure 17. Les complexes sont basés sur des métaux de transition!™!
ou sur des lanthanides comme la molécule J 7! ces derniers permettant d’avoir des spectres d’émission
présentant des raies trés fines. Les boites quantiques, mieux connues sous leur nom anglais quantum
dots, sont quant & elles des nanoparticules de semi-conducteurs présentant une fluorescence trés forte et
facilement modulablel™ 78 ; néanmoins, leur toxicité importante restreint leur usage au petit animal.
Dans la suite, je me restreindrai aux fluorophores organiques.

Un grand nombre de molécules organiques w-conjuguées ont été développées et employées dans
le cadre de I'imagerie par fluorescence (voir Figure 18).[79] Parmi elles, la sulfocyanine Cy5 K et ses
dérives sont couramment utilisés. On peut aussi citer les composés de la famille des BODIPY (bore-
dipyrrométhénes),lSl’ 82| dont le plus simple L est représenté ici, la 4-méthylumbelliférone M ainsi que
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FIGURE 17 : Exemples de fluorophores et spectres d’absorption et d’émission associés : la
fluorescéine, les complexes de lanthanides JI76! et un quantum dot. Les spectres de gauche et de droite
sont issus de Wikipédia ; le spectre de droite correspond au nanocristal eFluor-605.

la fluorescéine précédemment mentionnée (voir Figure 17).

~058

F1GURE 18 : Exemple de fluorophores organiques usuels : la sulfocyanine Cy5 K, la BODIPY L, la
4-méthylumbelliférone M.

L’imagerie par fluorescence souffre de deux difficultés majeures. La premiére est qu’au sein des
tissus, de nombreuses molécules absorbent la lumiére : ’eau en premier lieu, mais aussi I’hémoglobine et
la mélanine par exemple.[®3] Le coefficient d’absorption en fonction de la longueur d’onde est représenté
a la Figure 19A[84 : Pabsorption est trés importante pour des longueurs d’onde inférieures a 650 nm. La
seconde difficulté est liée au caractére fluorescent de plusieurs molécules endogénes, dont ’acide aminé
tryptophane et les cofacteurs NAD™T (nicotinamide dinucléotide) et FMN (flavine mononucléotide)
(Figure 19B) : les tissus possédent donc une fluorescence intrinséque, nommée autofluorescence, qui
génére un bruit de fond et réduit davantage la sensibilité.

L’absorption n’est bien siir pas un obstacle en immunocytochimie, ou la distance & parcourir par
un photon dans le milieu biologique est trés réduite, mais elle constitue un grand handicap pour
I'imagerie in vivo. Elle se traduit en effet par une profondeur d’observation trés réduite, de 'ordre
du cm, ainsi que par une résolution trés mauvaise due a la diffusion des tissus (quelques mm dans les
meilleurs cas).[%’ 85| Les techniques pour lesquelles une profondeur limitée n’est pas un obstacle, comme
I'imagerie de tumeurs sous-cutanées, I’ablation de tumeurs par chirurgie assistée par fluorescencel3%: 87
ou l'endoscopiel®® restent possibles (voir Figure 20). Cependant pour une imagerie du corps entier,
I'utilisation de fluorophores absorbant et émettant intensément dans 'intervalle 650 - 1100 nm, pour
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lequel relativement peu de photons sont absorbés (Figure 19A), est indispensable.8% 8% 89 Pour cette
raison, le développement de nouveaux fluorophores a émission décalée vers le rouge d’une part et
disposant soit d’une forte absorption biphotonique (avec les molécules usuelles, ces photons seraient
dans la fenétre cible), soit d’une absorption monophotonique décalée elle aussi vers le rouge d’autre
part, est un important domaine de recherche.®% 89 Une telle évolution ne peut étre que bénéfique du
point de vue de la toxicité, les effets délétéres des rayonnements UV, nécessaires pour exciter un grand
nombre de fluorophores, étant reconnus.
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FIGURE 19 : A. Spectre d’absorption des tissus humains.[®¥l B. L’acide aminé tryptophane (gauche)
et le cofacteur flavine mononucléotide (droite), a Porigine de autofluorescence.
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FIGURE 20 : Quelques utilisations in vivo de la fluorescence. A. Imagerie de tumeurs sous-cutanées.
B. Ablation de tumeurs.l8”1 C. Endoscopie. /88l

2.3.2 Sondes moléculaires fluorescentes

A partir des fluorophores organiques, de nombreuses sondes moléculaires ont été concues et em-
ployées en imagerie. Tous les anticorps primaires couplés & des fluorophores et utilisés en immuno-
cytochimie par microscopie a épifluorescence ou confocale (voir Figure 4 page 5) sont par définition
capables de marquer des molécules particuliéres.[™ De la méme manieére, les oligonucléotides (I’ARN
ou d’ADN) conjugués a des fluorophores et utilisés pour localiser une séquence d’acides nucléiques par
hybridation in situ suivie par fluorescence (FISH, ou Fluorescence in situ hybridization) sont aussi des
sondes moléculaires!™ ; la détection de la translocation anormale BCR-Abl & lorigine de la leucémie
myéloide chronique a ainsi été réalisée.l Des molécules moins complexes, du moins pour un chimiste
organicien, peuvent aussi marquer des cibles biologiques : par exemple N (voir Figure 21), qui comporte
une cyanine liée & un groupement acide folique, est utilisée pour visualiser dans le proche infrarouge
les récepteurs a cet acide (FR, ou Folate Receptor), surexprimés dans certains cancers ovariens.[91]

3 Imagerie moléculaire d’enzymes

Jusqu’ici, je me suis intéressé a 'imagerie moléculaire de fagon générale, en décrivant les techniques
d’imagerie usuelles et des exemples de sondes commercialisées ou en développement. Je vais mainte-
nant aborder des aspects plus proches du sujet de mes travaux de thése et traiter de la visualisation
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FIGURE 21 : La molécule N, sonde moléculaire fluorescente pour les récepteurs a l'acide foliquel®! ;
en rouge est représenté ’acide folique, en vert le fluorophore cyanine, en bleu un espaceur
polyéthyléneglycol.

d’activités enzymatiques. En effet, une des thématiques de recherche du professeur Jens Hasserodt au
Laboratoire de Chimie de 'ENS de Lyon est la conception de sondes moléculaires spécifiques d’en-
zymes pour I'imagerie par fluorescence et 'IRM. Je rappellerai en premier lieu ce que sont les enzymes
et expliquerai en quoi leur localisation in cellulo et in vivo est de premiére importance pour le diag-
nostic médical et la recherche. Puis je présenterai les stratégies de conception de sondes moléculaires
spécifiques d’enzymes, et en particulier celle reposant sur un fonctionnement de type pro-médicament.

3.1 Pourquoi localiser des enzymes ?

Au méme titre que tous les récepteurs cellulaires (& somatostatine, & bombesin, I'intégrine en-
dothéliale «, (3, etc...) dont j’ai parlé précédemment, les enzymes sont des protéines : elles sont des
polypeptides issus de la transcription et de la traduction de génes, présentent un repliement et des
modifications post-traductionnelles particuliers et pouvant évoluer dans le temps, et remplissent un
(ou plusieurs) roles définis au sein des organismes vivants. Néanmoins, elles disposent d’une caracté-
ristique remarquable qui les distingue de toutes les autres biomolécules : elles possédent une activité
catalytique, spécifique pour chaque enzyme, qui en fait des sortes d’"usines biologiques" a 1’échelle
nanoscopique.l'” 921 Cette fonction de catalyseur peut s’exercer, selon les enzymes, sur une grande
variété de molécules allant des plus petites et simples (le dioxygeéne, le glucose) aux plus grandes et
complexes (un chromosome d’ADN double brin, une protéine), et sur des réactions trés diverses comme
des réactions redox (on parle alors d’oxydo-réductases), des réactions d’hydrolyse (réalisées par les hy-
drolases) ou des jonctions covalentes entre deux macromolécules (assurées par les ligases). Les enzymes
interviennent donc, en les accélérant de fagon trés importante, dans de nombreux processus biologiques
essentiels, comme le métabolisme au sens large (construction, réplication et destruction des molécules
du vivant) ou les défenses immunitaires. Citons par exemple I’hexokinase (voir Figure 22A), qui réa-
lise la premiére étape de la glycolyse (dégradation du glucose issu de ’alimentation) en catalysant la
phosphorylation du glucose sur son hydroxyle en 67,19 ou la myélopéroxydase (Figure 22B), qui assure
au sein des cellules neutrophiles la production en grande quantité d’acide hypochloreux pour faciliter
la phagocytose des pathogenes. 3l

La visualisation sélective d’enzymes dans un contexte biologique est un objectif intéressant & double
titre. En premier lieu, tout comme certains récepteurs sont sur- ou sous-exprimés dans des contextes
pathologiques (ce que I'on appelle des biomarqueurs), des enzymes particuliéres sont présentes en plus
faible ou plus forte concentration dans des tissus malades. Les enzymes étant des protéines catalytiques,
le facteur le plus pertinent a étudier est plutot la modulation de 'activité de ’enzyme : cette régulation
est liée & de nombreux processus cellulaires et est effectuée par des modifications post-traductionnelles
intervenant sur ’enzyme (phosphorylation, glycosylation, etc...) et/ou par sa séquestration dans des
compartiments spéciﬁques.[‘%’ 95|
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FIGURE 22 : Quelques exemples d’enzymes. A. L’hexokinase, impliquée dans le catabolisme du
glucose.| B. La myéloperoxydase, qui facilite la phagocytose.l

Les biomarqueurs enzymatiques sont nombreux; par exemple, les ~v-glutamyltranspeptidases
(GGT), une famille d’amino-acyltransférases responsables de I’homéostasie du glutathion, sont re-
trouvées en forte concentration dans le sang en cas de dysfonctionnements hépatiques (notamment
chez les alcooliques)[%] et surexprimées a la surface de certaines cellules tumorales.[®6 L’antigeéne pros-
tatique spécifique (PSA, ou Prostate-Specific Antigen), une exopeptidase membre de la famille des
kallikréines, est produite et utilisée exclusivement par la prostate ; son activité catalytique dans le sang
des hommes est évaluée dans le cadre du dépistage du cancer de la prostate.””l Quant a la glucose-
6-phosphate déshydrogénase (G6PD), une réductase impliquée dans la voie des pentoses phosphates,
son déficit est la cause de 'anémie hémolytique, ou favisme, une maladie dont souffrent 400 millions
de personnes : 'activité réduite de ’enzyme entraine une grande sensibilité au stress oxydant dans les
érythrocytes et favorise leur mort.[% Le diagnostic de cette maladie se fait donc par la détection de
cette enzyme.[gg]

L’étude directe de I'activité de ces enzymes est la plus intuitive : elle fournit, de la fagon la plus ra-
pide possible, une information dans les conditions endogénes. Toutefois, elle présente trois inconvénients
qui limitent son application :

— Les cibles enzymatiques sont parfois produites en quantité trés réduite, ce qui oblige & utiliser
des sondes dont le seuil de détection est trés basl®¥ ; cette limitation est tout de méme moins
marquée que pour les biomarqueurs non enzymatiques grace a 'effet d’amplification procuré
par le pouvoir catalytique (voir page 23).

— Les patterns d’expression des biomarqueurs entre tissus sains et malades ne sont pas toujours
trés marqués!®! : un bruit de fond est souvent observé, et il est parfois délicat d’analyser sans
ambiguité les images.

— La derniére limitation, et non la moindre, est d’ordre chimique : les biomarqueurs enzymatiques
catalysent des réactions chimiques parfois exotiques du point de vue de la chimie organique ou
inorganique "habituelle" ; il peut étre délicat de concevoir une sonde moléculaire spécifique, en

grande quantité et avec un cout raisonnable (voir ci-dessous).[9% 9!

Heureusement, I'imagerie moléculaire d’enzymes peut aussi étre utilisée pour la visualisation in
vivo d’enzymes non endogénes dont la localisation épouse celle d’une biomolécule d’intéret.[100, 101]
L’enzyme n’est ici plus I'objet d’étude en tant que tel, elle ne sert qu’a "rapporter" la présence de la
cible ; son activité doit alors étre absente de I'organisme au risque de faire la confusion entre enzyme
utilisée pour l'imagerie et enzyme présente naturellement.['% I’imagerie a lieu alors en deux temps
(voir Figure 23) : I'enzyme choisie est d’abord administrée puis convoyée vers la biomolécule cible.
Dans un deuxiéme temps, la sonde moléculaire spécifique de ’enzyme est utilisée et va venir marquer
I’enzyme, donc la biomolécule cible. L’enzyme choisie peut étre transportée jusqu’a sa cible selon
différentes méthodes :

— un anticorps peut convoyer ’enzyme jusqu’a sa cible moléculaire, de maniére analogue a I'im-
munocytochimie avec un rapporteur enzymatique (voir Figure 4); on parle alors d’approche
ADEPT (Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy, cas du haut dans la Figure 23 ; on pré-
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FIGURE 23 : Stratégies d’utilisation d’une enzyme rapporteuse : convoi sous forme de protéine par un
anticorps (en haut) ou de géne par un virus (en bas). A. Administration de I'enzyme. B. Ajout des
sondes moléculaires modulables et génération du signal.

cisera a la page 24 ce qu’est une prodrogue ou un pro—médicament).[mz]

— Denzyme peut étre convoyée sous forme de géne, délivrée par thérapie génique (le plus souvent
via un adénovirus modifié), qui sera transcrit et traduit par la cellule portant la biomolécule
cible.l'03] Cette stratégie est nommée GDEPT (Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy, cas du
bas de la Figure 23), ou dans le cas d'un vecteur viral, VDEPT.

Le choix de ’enzyme repose sur plusieurs contraintes : son activité ne doit pas étre déja présente
dans Porganisme étudié (au risque d’une non-spécificité de I'imagerie) et sa taille ne doit pas étre trop
importante pour ne pas géner son transport. Néanmoins, du moment que ces conditions sont réunies, il
est possible de choisir n’importe quelle enzyme du régne vivant, et en particulier des enzymes dont il sera
facile de fabriquer des sondes moléculaires spécifiques (voir ci-dessous). Quelques exemples d’enzymes
couramment utilisées dans ce but sont consignés dans le Tableau 2. L’imagerie de ces enzymes est plus
facile que celle des enzymes endogénes :

Nom Famille Origine Substrat
[-galactosidase glycosidase | bactérienne galactose
[B-glucuronidase glycosidase | humaine glucuronate
Nitroréductase réductase | bactérienne | groupement nitro

Carboxypeptidase G2 | peptidase | bactérienne glutamate
Cytochrome P450 oxydase humaine alkyle terminal

TABLEAU 2: Enzymes couramment utilisées comme rapporteur en imagerie moléculaire.[100; 102, 103]

— 1l est possible d’obtenir de fortes concentrations d’enzyme au niveau des biomolécules d’intérét,
ce qui garantit un signal maximal.[190: 102 L6 premier inconvénient des enzymes endogeénes peut
étre écarté ici.

— Les mémes limites liées a la distribution des biomolécules d’intérét sont présentes ici, et sont
méme plus importantes si I'on ajoute le fait que I'enzyme n’atteint pas toujours sa cible. Le
bruit de fond persiste donc et il est potentiellement plus important encore.

— Les enzymes utilisées sont choisies pour qu’il soit aisé pour un chimiste de concevoir facilement

une sonde moléculaire spécifique, le dernier inconvénient des enzymes endogénes ne tient pas ici
non plus.[102 103]

Il est donc tres utile de réaliser I'imagerie moléculaire d’enzymes a des fins médicales ou de recherche,
que ces enzymes soient intéressantes en elles-mémes ou qu’elles ne soient qu’un outil pour visualiser
d’autres biomolécules.
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3.2 Conception de sondes pour des activités enzymatiques
3.2.1 Notion de sonde modulable et intérét

Les enzymes étant des protéines, il est possible de réaliser des sondes moléculaires spécifiques en
greffant une unité signalante aux propriétés constantes (chélate de métal radioactif, fluorophore, ou
complexe paramagnétique) a un groupement ciblant via un éventuel espaceur. L’imagerie de I’amino-
peptidase N, une exopeptidase impliquée dans le métabolisme de nombreuses molécules circulantes, 104
a ainsi été réalisée grace a des conjugués entre un peptide ciblant, le NGR (asparagine-glycine-arginine)
ou ses dérivés, 19l et un fluorophore ou un quantum dot.106: 107]

Cependant, il est beaucoup plus intéressant de détourner 'activité catalytique des enzymes pour
réaliser leur propre visualisation; de plus, il s’agit du seul moyen pour détecter non pas l'enzyme en
tant que molécule, mais son activité, ce qui est beaucoup plus pertinent d’un point de vue biologique
comme je ’ai déja mentionné. L’idée est alors de concevoir des sondes moléculaires qui seront transfor-
meées spécifiquement par ’enzyme cible, la réaction s’accompagnant d’une modification des propriétés
signalantes : c’est ce que l'on appelle des sondes modulables (en anglais responsive probes).[56’ 84 De
telles sondes peuvent étre des fluorophores ou des complexes paramagnétiques ; en effet, les propriétés
radiatives des ions métalliques radioactifs ne sont pas altérables par le milieu biologique, ce qui restreint
grandement la possibilité de réaliser des sondes modulables pour I'imagerie nucléaire.

De telles sondes ont été congues trés to6t pour détecter de petits analytes comme des ions. La coordi-
nation spécifique d’un ion métallique par un ligand ou la protonation/déprotonation d’une molécule en
fonction du pH est en effet un moyen conceptuellement simple pour moduler les propriétés magnétiques
ou de fluorescencel®® 56 108, 109] . qe plus, dans certains contextes, ces ions peuvent étre présents locale-
ment en grande concentration. Parmi les nombreux exemples développés (voir Figure 24), la molécule
Fura-2 119 développée par équipe de Roger Tsien dés les années 1980, est capable de chélater des ions
Ca?*. Le complexe de gadolinium O posséde une affinité importante pour Zn2t 1] Ces deux cations
sont en effet impliqués dans la sécrétion d’insuline au sein des cellules 8 du pancréas : la concentration
intracellulaire en Ca?* subit des oscillations brutales alors que de nombreux ions zinc sont libérés dans

el™1]': Je suivi en temps réel de la concentration en ces deux ions par différentes

le domaine extracellulair
modalités d’imagerie permet d’étudier ces processus et leurs disfonctionnements chez les diabétiques.

Enfin, le fluorophore P permet une lecture par fluorescence du pH intracellulaire.*12!
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FIGURE 24 : Sondes moléculaires pour des ions : Fura-2, sonde fluorescente sensible & Ca2t1101. O,
complexe paramagnétique pour visualiser les ions Zn?t en IRMI; P molécule fluorescente pour la
mesure du pH intracellulaire.!*12

Tous ces exemples de sondes présentent des propriétés signalantes (émission de fluorescence a une
certaine longueur d’onde, caractére paramagnétique) plus grandes en présence de l'analyte qu’en son
absence. Ce fonctionnement est plus intuitif : 'apparition d’un signal et son intensité sont propor-
tionnels a la présence et a la concentration de la molécule ciblée, ce qui facilite 'interprétation de
l’image.[113] Dans le cas idéal, en I'absence de toute cible, la sonde est totalement invisible : on parle
alors de sondes fluorogéne ou magnétogene.['13 1141 Ces molécules garantissent un rapport signal sur
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bruit maximal en réduisant le bruit de fond autant qu’il est possible. Les sondes possédant une fluores-
cence initiale non négligeable sont elles appelées sondes ratiométriques : elles permettent de quantifier
la molécule cible mais avec une sensibilité moindre due au bruit de fond résiduel. '3l

3.2.2 Conception de sondes fluorogénes et magnétogénes

Le cahier des charges pour la conception de sondes fluorogénes ou magnétogénes efficaces dédiées
a Pimagerie enzymatique est le suivantl9% 99, 114-116] .

1. Ces sondes doivent pouvoir accéder a leur cible rapidement et sans porter atteinte & l'intégrité
des tissus.'*?l Leur diffusion dans les tissus doit étre bonne et, dans le cas de cibles intra-
cellulaires, elles doivent pouvoir traverser la membrane plasmique (par diffusion passive ou
endocytose).194

2. Ces sondes doivent étre stables dans le milieu physiologique pour ne pas générer de faux positifs
et diminuer la sensibilité; le signal qu’elles émettent doit étre aussi réduit que possible. [56: 114]

3. Elles doivent étre activées par I'enzyme d’intérét, sélectivement et efficacement.!*15! La sélectivité
impose de considérer les enzymes de la méme famille qui pourraient étre présentes dans le milieu
étudié et de concevoir une sonde la plus discriminante possible.[9% 115 1171 [ 'efficacité sera quant
a elle plus grande si la conversion enzymatique pour activer la sonde est proche de la conversion
du substrat naturel, et si I’activation n’a lieu qu’aprés une seule action de l’enzyme.[114’ 115]

4. L’augmentation de signal aprés conversion de la sonde doit étre maximale pour obtenir
un rapport signal sur bruit optimal. Néanmoins, le fait qu'une enzyme puisse convertir un
grand nombre de sondes fluorogénes (ce qu’on appelle leffet d’amplification) limite cette

contrainte.!11?l

5. La sonde activée doit rester le plus prés possible de ’enzyme cible pour améliorer sa localisation
et diminuer le bruit de fond.[9% 115l

6. Enfin, les sondes, sous leur forme non-activée ou activée, doivent étre aussi peu toxiques que
possible, au niveau cellulaire comme a celui de 'organisme entier.!*'4l

On peut deés lors envisager deux stratégies pour concevoir de telles moléculesl?6: 95 114] .

Stratégie de quenching Une premiére approche consiste & coupler la partie signalante & une unité
"désactivante" via un lien qui pourra étre clivé par 'enzyme d’intérét (voir Figure 25A)[113];
avant la réaction enzymatique, la sonde n’émet pas de signal, mais une fois que 'enzyme a agi, la
partie signalante retrouve son fonctionnement normal et un signal est observable. Ce type de fonction-
nement est possible, et largement employé, dans le cadre de 'imagerie par fluorescence : il existe de
nombreuses molécules organiques, appelées quencheurs (désactivateurs en frangais), qui diminuent le
rendement quantique des fluorophores en absorbant les photons émis (transfert d’énergie de résonance,
plus communément appelé FRET) ou en favorisant le retour a 1’état électronique fondamental par un
transfert d’électron du quencheur vers le fluorophore a I'état excité (PeT).[™

ainsi,

Cette stratégie a notamment été utilisée pour I'imagerie d’endopeptidases, des enzymes qui clivent
une séquence peptidique au sein de celle-ci (a la différence des exopeptidases, comme la carboxypep-
tidase G2, qui elles clivent a une extrémité de la séquence). En effet, il est facile conceptuellement de
lier une extrémité de la séquence a un fluorophore et Pautre a un quencheur.!5% 131 Une sonde pour la
protéase du VIH a ainsi été congue et commercialisée (Figure 25B).[118] Cependant, trois limites appa-
raissent clairement : de telles constructions sont cotiteuses car longues a synthétiser, leur distribution
est handicapée par leur grande taille, et enfin la sensibilité n’est pas optimale.[113: 114] ¢ quenching
initial est ainsi souvent imparfait (du fait de lagitation moléculaire et de l'interaction avec d’autres
molécules) et surtout la désactivation se poursuit méme aprés la coupure enzymatique, du fait de
transferts entre quencheurs et fluorophores non liés de facon covalente mais proches dans l'espace.113]
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FIGURE 25 : Sondes fluorogénes de type FRET ou PeT. A. Principe : quenching intramoléculaire de
la fluorescence et restauration de I’émission aprés action enzymatique. B. Exemple d’une sonde
FRET pour la protéase du VIHM8!; le fluorophore est 1'acide
5-((2-aminoéthyl)amino)naphthaléne-1-sulfonique (EDANS) et le quencheur est I’acide
4-((4-(diméthylamino)phényl)azo)benzoique (DABCYL).

Une stratégie de quenching est malheureusement impossible pour 'TRM : méme s’il est conceptuelle-
ment possible de coupler deux entités paramagnétiques pour former un assemblage antiferromagnétique
(cette situation est par exemple rencontrée dans le site actif de la métalloprotéine hémérythrine),[ng]
il est délicat de réaliser cet assemblage pour des sondes moléculaires (le couplage devrait étre stable
dans le temps dans les conditions physiologiques et susceptible a une activité enzymatique).

Stratégie de pro-médicament La deuxiéme stratégie de conception de sondes fluorogénes ou ma-
gnétogénes consiste & moduler directement les propriétés d’une molécule signalante pour qu’elles soient
faibles en ’absence d’une action enzymatique cible, mais restaurées et grandes & l'issue de cette
action.?6: 114 1161 Cette approche, qui est celle que P’équipe a retenue, s'inspire directement de la
stratégie dite de prodrogue, ou pro-médicament, que je vais maintenant briévement présenter.

Un pro-médicament est un dérivé d’'un médicament qui, en lui-méme, n’a pas (ou peu) d’activité,
mais qui peut étre transformé dans l'organisme pour donner a nouveau le médicament actif.['2 Ce
dérivé est obtenu par la fonctionnalisation du médicament, qui peut prendre deux formes :

— le couplage du médicament avec une partie ciblante, afin d’améliorer la biodistribution du
composé et de restreindre sa localisation & certaines cellules, notamment des cellules cancéreuses.
Ce groupement peut étre un anticorps (celui dirigé contre I'intégrine «, 33 par exemple),[GG] un
polypeptide de plus petite taille (comme le RGD, spécifique de cette méme intégrine, ou le NGR
spécifique de ’aminopeptidase N),“OG’ 121] 5y encore une molécule organique non peptidique
(I’acide folique par exemple).l91]

— la liaison avec un substrat enzymatique masquant un groupement fonctionnel essentiel a I'ac-
tivité du médicament ; l'action de l'enzyme va retirer la partie substrat (appelée déclencheur
enzymatique) et libérer la fonction chimique du médicament, restaurant son activite.[120; 122]

C’est la seconde forme de fonctionnalisation qui va nous intéresser ici. L’enzyme concernée peut
étre, comme précédemment, soit une enzyme surexprimée dans un contexte pathologique particulier
(on parle alors de PMT, pour Prodrug Mono-Therapy), soit une enzyme exogéne rapporteuse d’une
autre molécule (ce sont les stratégies ADEPT, GDEPT, VDEPT, etc....).[lmv 103, 120]

La fonctionnalisation pour une activation enzymatique peut étre réalisée directement avec le sub-
strat, comme dans le cas de la molécule Q (voir Figure 26), o la fonction amine de la doxorubicine (un
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agent intercalant de ’ADN utilisé comme anticancéreux) est acylée par un tétrapeptide GFLG (glycine-
phénylalanine-leucine-glycine) clivable par la cathepsine B, une peptidase lysosomale.[123] Néanmoins,
ce type de constructions n’a souvent pas un fonctionnement optimal : un tel pro-médicament n’est pas
un bon substrat pour 'enzyme ciblée, car la géne stérique importante au niveau du lieu de clivage (due
a la présence du médicament qui est une molécule de grande taille) rend la reconnaissance moléculaire
par I'enzyme moins efficace et engendre une baisse de la vitesse de conversion.!*20: 124l De plus, des pro-
blémes de stabilité sont fréquemment rencontrés quand la liaison entre déclencheur et médicament est
susceptible a ’hydrolyse spontanéel12% 124 : ¢’est le cas de nombreux esters et carbonates phénoliques
notamment. 125!

o

o o O=N j@AO)J\ Doxorubicine
H H
A AN 0

Doxorubicine : OMe O OH

0

Fonction amine essentielle
a l'activité

OH
FIGURE 26 : Exemples de pro-médicaments libérant la doxorubicine & I’issue d’une activation
enzymatique : Q, construction sans espaceur auto-effondrable sensible a la cathepsine Bl R,
comportant un espaceur éliminant de type PABA et ciblant la S-glucuronidase.!*26]

Pour ces raisons, une approche dite de double pro-médicament est souvent préférée : un espaceur
dit auto-effondrable est introduit entre la partie déclencheur et le médicament, pour obtenir une mo-
lécule en trois parties.!'2% 122 [’activation a alors lieu en deux temps : action enzymatique va libérer
un intermédiaire métastable comprenant ’espaceur et le médicament ; ’évolution spontanée de cet
intermédiaire va libérer le médicament. C’est ce type de stratégie qui est mis & profit dans la molécule
R (Figure 26)[126] : la B-glucuronidase clive 'unité glucuronate, et 'intermédiaire résultant s’effondre
pour libérer la doxorubicine, du dioxyde de carbone et une molécule organique dérivée de I’espaceur
initial. Ces constructions plus complexes ont toutefois plusieurs avantages : la géne stérique au voisi-
nage du lieu de clivage est trés réduite, ce qui améliore la reconnaissance du substrat par ’enzyme et la
cinétique d’activation du pro-médicament.[124 127 128] T4 stabilité de ces édifices moléculaires est aussi
améliorée : on peut choisir ’espaceur pour que la molécule ne comporte que des liens peu sensibles a
I'hydrolyse spontanée.[120, 122, 129]

On rencontre deux grandes familles d’espaceurs auto-effondrables, distinguables par le mécanisme
d’effondrement. Les espaceurs éliminants fonctionnent & 'aide de transferts électroniques sponta-
nés (voir Figure 27).[120] Ce sont des molécules aromatiques au moins disubstituées, d’une part par
un hydroxyle, une amine ou un thiol lié¢ au déclencheur (en rouge), d’autre part par un groupement
hydroxyméthyle lié au médicament (représenté en bleu). Quelques exemples sont présentés ici; le plus
connu et utilisé est le deuxiéme, nommé alcool p-aminobenzylique ou PABA.130 Lorsque 'hétéroatome
est lié au déclencheur, son caractére électrodonneur est inhibé, ce qui garantit la stabilité de 1’édifice;
la rupture du déclencheur restaure le caractére électrodonneur et permet le transfert électronique spon-
tané menant a la libération d’un ion carbonate ou carbamate d’une part, et d’'une espéce hautement
électrophile appelée, dans le cas du PABA, azaquinone méthide. Le premier va subir une décarboxyla-
tion (trés favorisée dans les conditions physiologiques) pour libérer le médicament ; la seconde va réagir
avec un nucléophile (idéalement 1’eau) et donner une molécule aromatique inerte.

Les espaceurs éliminants sont trés versatiles : il est possible de varier les substituants sur le noyau
aromatique ou leur position pour optimiser la stabilité du pro-médicament et/ou sa cinétique d’auto-
effondrement.['31> 1321 Deg espaceurs garantissant une grande stabilité et capables, une fois le déclen-
cheur retiré par 'enzyme, de s’effondrer en un temps trés court (de l'ordre de la seconde), ont ainsi été
congus.133: 134 11 est aussi possible, en installant deux groupements hydroxyméthyles substitués sur le

25



INTRODUCTION

O
'6‘)J<‘Y’R > HY’R

(¢]
Y _R
T —
ra) ~
HN Nu Nu
D >
HN HoN

élimination d’un lien carbamate ou carbonate élimination d’un lien éther

O QR
X=N,0,8 = o
élimination 1,4 g fg))J\Y’R X =N,0,S ( | i
Y =N, 0 s X
O AR
X=N,0,S o~
climination 1,6 S X = N,0,8 ,‘©A
Y =N,0 ){‘ X

o)
X=N,0,8
élimination 1,8 @W%)LY,R
_ ~
Y=N,O g
- o)
HoN O S
) -
élimination 1,6 \@/\ o-R

FIGURE 27 : Espaceurs auto-effondrables éliminants : principe (en haut, avec 'exemple du PABA) et
exemples (en bas).

noyau aromatique, de libérer successivement deux médicaments (ou d’autres entités plus complexes)
pour un seul couple déclencheur-espaceur,!*3%! ce qui permet de concevoir des structures de type den-
drimeére relachant en cascade de nombreuses molécules. 136 137 Cependant, une limitation importante
des espaceurs éliminants est liée a l'intermédiaire quinone méthide : cet électrophile est un trés bon
agent alkylant, ce qui le rend trés toxique s’il est capable de se lier de facon importante a des sites
cellulaires sensibles (sites actifs des enzymes et bases de ’ADN notamment).[13% 139 Les propriétés
alkylantes étant modulables selon les substituants portés par la quinone méthide, il convient de réflé-
chir & ces substituants pour optimiser a la fois la vitesse et la toxicité si 'on cherche & réduire cette
derniére (ce qui est bien str le cas pour la conception de sondes pour 'imagerie comme je I’ai noté
ci-dessus). Par ailleurs, dans le cas d’une grande concentration de molécule, la libération d’une quantité
stoechiométrique de dioxyde de carbone peut étre difficile & réguler et entrainer une acidification du
milieu.120)

Les espaceurs cyclisants réalisent quant & eux, une fois libérés de leur déclencheur, une cyclisa-
tion qui libére le médicament (voir Figure 28).[120] Ces chaines carbonées aliphatiques ou aromatiques
préorganisées possédent, & une extrémité, un hydroxyle ou une amine lié au déclencheur, et a 'autre
extrémité une unité acylant, carbamylant ou carbonatant le médicament. Quelques exemples d’espa-
ceurs a chaine aromatique ou aliphatique sont présentés ici; le plus connu et le premier utilisé est le
premier & gauche, nommé "trimethyl lock".[140-142] De la méme maniére que pour les espaceurs élimi-
nants, lorsque ’hétéroatome est lié au déclencheur, son caractére nucléophile est inhibé, ce qui garantit
la stabilité du pro-médicament ; la rupture du déclencheur restaure le caractére nucléophile et rend la
cyclisation possible; in fine sont relachés le médicament et ’espaceur cyclisé.

La vitesse de cyclisation dépend de plusieurs facteurs : le degré de préorganisation de la chaine car-
bonée qui va favoriser le rapprochement dans I’espace du nucléophile et de I’électrophile, le caractére
nucléofuge du médicament, et la différence de stabilité entre les liaisons brisée (déclencheur-espaceur)
et formée (au sein de l’espaceur).[120’ 142, 143] 1] gt ainsi possible de moduler la cinétique : pour rendre
cette cyclisation la plus rapide possible, ce qui est notre intérét ici, on choisira un espaceur préorga-
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O0,S;Y=N,0;Z=N,0.

nisé, que ce soit via l'effet gem-diméthyl ou l'utilisation d’un composé contenant déja un cycle (la libre
rotation autour des liaisons simples est alors trés limitée). Le cycle formé comportera 5 ou 6 atomes et
comprendra une fonction carbamate, amide voire urée tertiaire.['2% 42l D’une fagon générale, la ciné-
tique d’effondrement des espaceurs cyclisants peut étre lente par rapport aux espaceurs éliminants, 143!
toutefois leur toxicité est beaucoup plus réduite : il n’y a pas de libération de dioxyde de carbone,
I’espéce résultant de la cyclisation est peu réactive et ne présente surtout aucun caractére alkylant.
Pour ces raisons, ces espaceurs sont de plus en plus considérés pour des applications in vivo.[120; 143]

Le choix d’un d’espaceur parmi les nombreux existants dépend de plusieurs impératifs, comme la
facilité d’accés synthétique, la stabilité de la construction, la cinétique d’effondrement souhaitée, et la
toxicité liée a l'utilisation de la molécule. Dans mes travaux, j’ai eu 'occasion de travailler avec des
espaceurs des deux familles, car les contraintes n’étaient pas les mémes selon les situations.

Aprés cette introduction a I'imagerie moléculaire et aux enjeux chimiques, biologiques et médicaux
de 'observation d’enzymes dans un contexte in vivo, je vais maintenant présenter les travaux que j’ai
réalisés durant ma thése. Ces travaux portent sur la conception et I’évaluation dans le milieu biologique
de sondes magnétogénes et fluorogénes; ils sont dans la suite des études réalisées par les précédents
expérimentateurs de I’équipe de Jens Hasserodt, et notamment les anciens doctorants Faycal Touti
(pour P'aspect magnétogénese)#4l et Maxime Prost (pour les sondes fluorogenes).'5! Pour chaque
grande partie, je commencerai par identifier les enjeux spécifiques liés & ces problématiques, puis je
présenterai les réalisations précédentes de ’équipe, avant de détailler, projet par projet, mes résultats
expérimentaux et les conclusions que j’en ai tirées.
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Chapitre 1

Contexte : sondes IRM sensibles a une
activité enzymatique

Avant d’exposer les travaux que j’ai effectués dans le cadre de la conception de sondes magnétogénes,
je vais préciser le contexte dans lequel ces travaux s’inscrivent. Je commencerai donc par présenter ici
les enjeux spécifiques a la réalisation de sondes IRM sensibles & un stimulus enzymatique.

La visualisation et la quantification d’activités enzymatiques in vivo est un objectif trés intéres-
sant du point de vue médical. L’IRM est une excellente modalité d’imagerie pour y parvenir gréce,
notamment, & sa grande résolution et & son caractére tomographique. Néanmoins, sa faible sensibilité
constitue un obstacle important ; pour le contourner, I'utilisation de sondes modulables efficaces est
nécessaire. Ces sondes peuvent étre des agents de contraste 7'; (majoritairement des complexes métal-
liques paramagnétiques) ou T'9 (des nanoparticules d’oxydes métalliques superparamagnétiques), ou
encore des agents PARACEST.

Différents mécanismes ont été mis & contribution pour rendre des agents sensibles a des activités
enzymatiques. Je vais tout d’abord présenter ces stratégies, puis donner quelques exemples de sondes
en comparant leurs caractéristiques. Sur la base de ces éléments, je conclurai sur 'approche la plus
intéressante & nos yeux et que 1’équipe a retenue. Par souci de concision, j’aborderai seulement les
stratégies faisant intervenir des molécules, c’est-a-dire des agents T7 ou PARACEST, bien que des
agents T modulables par des enzymes aient été congus et testés in vitro.[146148] De plus, dans notre
souci de localiser précisément les activités enzymatiques, nous envisageons d’utiliser nos sondes dans
des conditions de hauts champs magnétiques (supérieurs a 1,5 T); en effet, la résolution de I'image
augmente avec Uintensité du champ.[™! J’insisterai donc sur les considérations valables notamment lors
de 'usage de champs magnétiques intenses.

1 Modulation des propriétés des agents de contraste moléculaires

La génération de contraste positif lors de I'imagerie en pondération 7’1 nécessite des molécules qui
accélérent le processus de relaxation longitudinale (voir page 11). Le changement de contraste au sein
d’une image acquise via une méthode de CEST requiert quant & lui un agent PARACEST possédant
des protons échangeables et dont le déplacement chimique est trés différent des protons du bulk. Les
mécanismes & ’ceuvre dans ces deux familles de composés sont trés différents ; je vais d’abord décrire les
phénomeénes par lesquels les complexes paramagnétiques accélérent la relaxation 77 et les paramétres
physico-chimiques associés, avant de détailler les stratégies couramment employées pour moduler ces
processus de relaxation. Je présenterai ensuite trés briévement les moyens employés pour rendre les
agents PARACEST sensibles a une activité enzymatique.
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CHAPITRE 1 : CONTEXTE : SONDES IRM SENSIBLES A UNE ACTIVITE ENZYMATIQUE

1.1 Relaxivité T; des complexes paramagnétiques

L’utilisation précoce et intensive de complexes paramagnétiques pour accélérer la relaxation spin-
réseau et améliorer le contraste sur les images IRMM9 %1 g rendu nécessaire une compréhension et
une rationalisation du fonctionnement de ces molécules.[™ 149: 150 Ep effet, 'IRM étant une moda-
lité d’imagerie trés peu sensible, il est intéressant de concevoir des agents T trés efficaces, ce qui
permettrait d’abaisser le seuil de détection et d’améliorer la précision d’observation.!4% 70 T Les com-
plexes paramagnétiques étant des molécules de composition déterminée précisément, il est possible
de connaitre leur concentration de fagon exacte, et a fortiori la concentration en centre métallique
paramagnétique.

On définit la relaxivité r1 comme ['efficacité avec laquelle une quantité donnée d’agent de contraste
(ou d’ion métallique dans le cas ot la molécule comprend plusieurs centres paramagnétiques) accélére
la relaxation spin-réseau :

1 1
— = — +r1[M]
T T
avec T et T4 les temps de relaxation longitudinale en présence et en absence de 'agent et [M]
la concentration millimolaire; 7 est exprimée en mM~1.s71. Il s’agit de la rationalisation & 1’échelle
macroscopique du processus de relaxation. Plus rq est grande, plus la quantité de complexe nécessaire
pour induire une variation de T sera faible, et plus I’agent sera efficace.

Dans un modéle microscopique simple, le complexe paramagnétique agit sur les molécules d’eau
I'environnant via une interaction entre le spin électronique de I'ion métallique et les spins nucléaires
des protons.[*?l Cette interaction est a courte portée pour la (les) molécule(s) coordinée(s) sur le centre
métallique, ou a longue portée pour les molécules situées plus loin du centre (voir Figure 1.1A).[149] On
parle de mécanismes dits de sphére interne dans le premier cas, et de sphére externe dans le second.
La relaxivité totale de ’agent de contraste est la somme de ces deux contributions : 71 = r1; + r1e.

P —a

FIGURE 1.1 : Relaxivité T} des agents de contraste moléculaires. A. Différents mécanismes de
relaxivité, ici sur Pexemple du Magnevist® (2-|bis|2-|bis(carboxyméthyl)amino|éthyl|amino|acétato
gadolinate(III) de méglumine, GA(DTPA), ou gadopentétate de méglumine) : sphére interne
(matérialisé par des pointillés bleus) et sphére externe (pointillés verts). B. Paramétres régissant le
mécanisme en sphére interne.

Le mécanisme de sphére externe est un phénomeéne collectif : I'ion paramagnétique catalyse simul-
tanément la relaxation d’'un grand nombre de molécules d’eau du bulk, chacune de facon relativement
limitée. Dans un environnement physico-chimique identique (plus précisément, dans des conditions ou
les propriétés de diffusion sont similaires), 'intensité de ce mode de relaxation ne dépend pas de la
structure de 'agent de contraste mais seulement du spin électronique S de I'ion paramagnétique. 151 152]

Le mécanisme en sphére interne est plus complexe. Il s’agit d’un processus individuel et séquentiel :
la coordination de la molécule d’eau sur I'ion métallique entraine une relaxation rapide et importante

des protons impliqués; elle se décoordine alors et laisse la place a une autre molécule. Au vu des
échelles de temps, les protons conservent leur caractére relaxé longtemps aprés que la molécule d’eau
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1. MODULATION DES PROPRIETES DES AGENTS DE CONTRASTE MOLECULAIRES

est retournée dans le bulk. La relaxivité r1; s’exprime a 'aide des équations de Bloch!43! :

1 q
cH,0 Tim +7Tm

i =

ou ¢ est le nombre d’hydratation (hydration number en anglais), soit le nombre de sites de coordi-
nation disponibles pour les molécules d’eau ; T1,, est le T des protons de la molécule d’eau au contact
de l'ion paramagnétique; 7p; est le temps de résidence d’une molécule d’eau sur le site de coordina-
tion. Enfin, cy,o est la concentration de I'eau, soit environ 55 mol.L~!. Dans la situation ol le champ
magnétique est intense, on peut ne prendre en compte que l'interaction dipole-dipdle et négliger les
autres ; 11, peut alors s’écrire comme suitl™!

1 S(S+1) TC
X

Tim T&H 1+ WQT%

avec ryg la distance moyenne entre I'ion métallique et les protons des molécules d’eau coordinées,
w la fréquence de Larmor des protons et 7¢ le temps de corrélation défini de la fagon suivante :

1 1 1
- = 4 =
TC TR ™

ol Tg est le temps moyen de rotation (molecular tumbling) de 1'agent de contraste.

En résumé, dans la situation qui nous intéresse, r1; dépend de 6 facteurs : S, ¢, 7as, Tr, ™MH €t w.
A Texception du dernier, ils sont représentés a la Figure 1.1B. On remarque que 71; est inversement
proportionnelle & w, donc a l'intensité du champ magnétique : 'augmentation du champ entraine
inéluctablement une baisse de la relaxivité.[”! Dans les situations ot de hauts champs magnétiques
sont utilisés, maximiser la relaxivité d’'un agent est ainsi moins crucial, car le gain en valeur absolue
sera moindre. Il est plus intéressant de rechercher de grands écarts de temps de relaxation entre régions
différentes et de concevoir des agents dont les propriétés relaxatrices sont trés modulables. C’est cette
stratégie que nous avons retenue et que nous allons essayer de mettre en ceuvre.

1.2 Stratégies de modulation de la relaxivité

Parmi les paramétres influencant la relaxivité, il est difficile de prédire ryg au vu de la structure,
et donc de concevoir des agents de contraste pour lesquels la distance entre le centre métallique et
les protons pourrait étre modifiée par une activité enzymatique.[m’ 1501 7,/ joue quant a lui un roéle
mineur : pour des champs magnétiques intenses, sa variation ne joue que peu sur la relaxivité.[™ 153]
S est a priori invariable : il vaut toujours 7/2 pour les ions Gd** et 5/2 pour Mn?*. Ainsi, seuls
deux parameétres ont un réle suffisamment important et sont assez facilement modifiables pour étre

considérés dans la conception de sondes moléculaires activables : il s’agit de ¢ et de .49, 146]

L’influence de ¢ est assez intuitive : plus le nombre de sites de coordination disponibles pour les
molécules d’eau est grand, plus la capacité a accélérer la relaxation est importante. Ainsi, il est facile
d’imaginer des agents de contraste dont la structure et donc le nombre de molécules d’eau pouvant se
coordiner en méme temps sont modifiables : cette stratégie est appelée g-modulation.[54

Il est plus difficile d’apprécier I'influence de 7. L’interaction entre I'agent paramagnétique et les
protons des molécules environnantes est plus forte quand les molécules d’eau peuvent accéder facilement
au centre métallique, ce qui requiert que la rotation de I’agent de contraste soit "synchronisée" avec le
mouvement d’ensemble des molécules d’eau. Toutefois, 'intensité du champ magnétique a aussi un role
important sur ’orientation des spins et donc sur 'interaction entre ’agent de contraste et les molécules
d’ean 149, 70, 71, 149, 155] T4 75 modulation est en conséquence plus délicate.[147 148, 154]

Pour des champs magnétiques peu intenses (inférieurs a 1,5 T), des valeurs importantes de 7
entrainent une grande relaxivité. Le ralentissement de la rotation des agents, par exemple en les liant
& une biomacromolécule, est alors une excellente stratégie pour augmenter 71 ; c’est ce que I'on appelle
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leffet RIME (Receptor-Induced Magnetization Enhancement),[587 0l mis a profit notamment dans le
cas du gadofosveset E (voir Figure 12 page 13).[58] Néanmoins, cet effet s’annule pour des champs plus
hauts, et est méme contre-productif dans ce cas : il s’accompagne d’'une augmentation fulgurante de
la relaxation spin-spin (qui habituellement est négligeable), ce qui entraine une diminution forte du
signal.1’® 71 Pour des champs supérieurs a 1,5 T, une bonne relaxivité est obtenue pour des valeurs de
7r moyennes (de l'ordre de la nanoseconde) que la majorité des agents de contraste communs posséde
naturellement!”! ; Dintérét d’une approche de 7p-modulation disparait donc dans des conditions de
hauts champs magnétiques.

Il existe donc des stratégies pour moduler la relaxivité en sphére interne en modifiant la structure
de ’agent de contraste, afin de faire varier g et 7r. Toutefois, méme s’il est en théorie possible de réduire
de fagon trés importante r1; en rendant trés difficile ’approche au centre métallique paramagnétique,
la relaxivité en sphére externe demeure quasiment inchangée car les interactions a longue distance
perdurent.[!51: 152 Cela entraine une relaxivité résiduelle, dont nous allons voir les effets sur quelques
exemples (voir ci-dessous).

1.3 Modulation des propriétés des agents PARACEST

L’efficacité d’un agent PARACEST repose sur sa capacité a échanger rapidement avec les molécules
d’eau du bulk des protons trés déblindés car proches d’un ion paramagnétique.[55] 11 est facile de moduler
I’écart de signal généré par un agent en cachant ou en libérant les fonctions chimiques impliquées
dans le transfert de protons.?6: 109, 146, 147, 154] pay. ailleurs, la vitesse d’échange est trés variable d’une
fonction a l'autre : ’échange est par exemple trés rapide pour les amines, légérement plus lent pour les
hydroxyles et beaucoup plus lent pour les amides et carbamates.?6: 153, 154, 156] (o principes ont été
exploités pour la conception d’agents activables, dont je présenterai plus loin (voir page 37) quelques
exemples.

2 Exemples de sondes IRM sensibles & une activité enzymatique

Les stratégies de modulation de l'efficacité des agents de contraste ont été largement utilisées pour
la conception de sondes IRM sensibles & la présence d’ions, de petites molécules, ou a une activité
enzymatique particuliére.[108: 109, 146-148, 154, 157] jo vais m’intéresser aux molécules destinées a la vi-
sualisation d’enzymes; je détaillerai quelques exemples et étudierai leurs propriétés de relaxivité.

2.1 Agents 717 activables selon le principe de ¢g-modulation

Une premiére famille de sondes sensibles & une activité enzymatique regroupe des agents T'; dont
le fonctionnement utilise la g-modulation : la molécule initiale ne posséde aucun site d’approche libre
pour l'eau (¢ = 0), mais la coupure du substrat par l’enzyme libére un complexe ou les molécules
d’eau peuvent se coordiner (g # 0). Idéalement, afin d’obtenir un écart de relaxivité maximal, ¢ prend
la valeur la plus grande possible; cependant, afin de garantir la stabilité du complexe, il n’est pas

souhaitable que ¢ dépasse 1170 150] (méme si certains complexes présentent une valeur de ¢ de 2 ou
3).1158, 159

Le premier exemple de sonde connu est I’agent EGad (voir Figure 1.2) congu par 1’équipe de Tho-
mas Meade.[1%) Ce complexe de gadolinium posséde un galactose lié par un pont éthyle au macrocycle ;
deux atomes d’oxygéne portés par le sucre coordinent le métal, ce qui compléte la sphére de coordi-
nation et assure en théorie ¢ = 0. L’hydrolyse de la liaison glycosidique par la S-galactosidase libére
un hydroxyle, mais aussi un site de coordination pour l'eau : ¢ devient égal a 1. Par la suite, de
nouveaux complexes nommés - et S-EgadMe ont été étudies!'6h 162] . 1e lien éthyle est substitué par
un groupement méthyle, ce qui modifie les propriétés de coordination du galactose.'®3 Les nombres
d’hydratation ont été mesurés pour ces complexes : les valeurs sont non-entiéres (ce qui traduit la co-
existence en solution de plusieurs motifs de coordination), et jamais la valeur ¢ = 0 n’est atteinte. [163]
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En conséquence, la relaxivité est déja importante en présence du sucre et ne varie que faiblement aprés
la coupure enzymatique (au mieux 55% dans le cas de a-EgadMe, voir le Tableau 1.1 page 38). La
labilité du galactose en tant que ligand et la coordination d’ions carbonates (présents dans le milieu
physiologique en grande concentration, environ 25 mM) en lieu et place des molécules d’eau expliquent
ces comportements.[163]

o)
o) Molécule | g initial | ¢ final
[ L
(N\\ NN Ri=R,=H: EGad EGad 0,7 1,2
0------ ,G.d(:"j-- ‘ Ri=Me, R, =H: a-EGadMe
o%l\gN\'—iJ\N/HO Ri=H,Rp=Me: B-EGadMe a-EGadMe | 0,5 1,3
0—{ HO~ oH B-EGadMe | 0,98 1,3
o}

FIGURE 1.2 : Agents de contraste de la famille EGad, sondes sensibles & la 3-galactosidase
fonctionnant par g-modulation ; structures et valeurs mesurées du nombre d’hydratation q.1160-163]

Dans d’autres exemples, un espaceur auto-effondrable est intercalé entre le substrat enzymatique et
le ligand macrocyclique : c’est le cas pour une sonde sensible & la 8-glucuronidase dotée d’'un espaceur
éliminant de type PABA,[164 ¢t dans un complexe ciblant 'estérase hépatique porcine (Porcine Liver
Esterase ou PLE).'%! Ces sondes présentent elles aussi de faibles différences de relaxivité entre les
formes activées et non-activées; de plus, les molécules non-activées possédent des relaxivités telles
qu’elles générent un contraste important (Tableau 1.1). Ces complexes fonctionnant selon le principe
de g-modulation semblent donc étre des solutions élégantes sur le papier, mais des sondes moléculaires
malheureusement peu efficaces.

2.2 Agents T activables selon le principe de 7z-modulation

Une deuxiéme famille de sondes comprend les agents T'; utilisant le principe de 7r-modulation.
Ces molécules possédent un groupement capable de réaliser la liaison entre le complexe et une bio-
macromolécule, mais sous une forme masquée par le substrat enzymatique. L’action de ’enzyme cible
libére ce groupement et permet au complexe de se lier & une molécule de grande taille, bénéficiant
ainsi de Peffet RIME.[*6 On ne trouve que peu d’exemples de sondes dans la littérature. Le complexe
1 (voir Figure 1.3), sensible a I'activité de la carboxypeptidase B, posséde un groupement biphényle
capable de se lier & 'albumine sérique humaine lorsqu’il n’est pas inaccessible car encombré par les
chaines latérales de trois résidus lysine proches!'®l; une autre sonde de structure proche est quant a
elle activable par la B—galaetosidase.[lml Toutefois, ces approches souffrent toutes de la limitation de
leffet RIME et donnent ainsi des résultats satisfaisants uniquement en situation de champ faible (0.47
T dans le cas de 1 par exemple).[m

2.3 Agents T activables et capables de s’agréger

Une troisiéme famille de sondes est constituée par des agents T sensibles & une activité enzyma-
tique, mais qui ne subissent pas une modification importante des propriétés relaxatrices individuelles
comme précédemment. Au contraire, I’activation va conduire & l’agrégation de nombreux complexes,
ce qui va entrainer un abaissement local du 7'; par 'augmentation de la concentration locale en agent.
Deux processus peuvent étre mis en jeu : une oligomérisation des agents induite par la production
d’un groupement réactif, ou un abaissement de la solubilité di au clivage de groupements solubilisants
qui va entrainer 'accumulation par interaction hydrophobe.[146’148] Des exemples ont été développés
qui utilisent I'une ou l'autre de ces stratégies : la sonde 2 posséde un résidu tyrosine masqué par un
galactose (voir Figure 1.4). En présence de (-galactosidase, la fonction phénol est libérée, elle peut
alors étre oxydée en catéchol par une enzyme appelée tyrosinase et provoquer la polymeérisation des
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FIGURE 1.3 : Exemple de sonde modulable utilisant le principe de 7p-modulation : 1, sensible a la
carboxypeptidase B.1166]

complexes.18] Cette sonde a été utilisée pour I'imagerie de mélanomes, ot I'activité tyrosinase est trés
importante. Cette stratégie a aussi été employée pour la réalisation de sondes sensibles & la myéloperoxy-
dase, une enzyme utilisée par les macrophages pour aider a la phagocytose des bactéries. 169171 Enfin,
la sonde 3 (Figure 1.4) posséde des groupements polyéthyléneglycol (PEG) clivables par la MMP2
(Matriz metalloproteinase 2, une endopeptidase extracellulaire surexprimée dans certains contextes
tumoraux) ; en I’absence des unités hydrosolubilisantes, le complexe lipophile précipite, ce qui entraine
une accumulation et une augmentation locale de la relaxivité.!172

N. ' N OH N N, N
oredﬂ\o’? o—----- <|\of o—i--:‘dd'-/——flf oligomérisati
R CEEEEE—— gomérisation
él\l> i _J  R-galactosidase RN L .72~ 7 Tyrosinase
Nt N )\/N . N )\/N v N
© i/ ° i/ ° i
0] 2 O 2 o 2"
o (6] o}
(0] (0]

2 ) 2
riaj’“?ffng\ o Ol r?:FQN?g H;\

NH

NH MMP2 )\/ N 0
\_ _/ PLALKRDR — > 0O \_ _/ o~
‘g O‘g 0
° ji/\)/\
Hydrosoluble O Insoluble, précipite O

FIGURE 1.4 : Exemple de sonde activable dont le produit peut s’agréger : 2, sensible a la
(B-galactosidase et a la tyrosinase,[mS] et 3, sensible a la MMP2.[172l

Ces sondes présentent cependant deux inconvénients : l'agrégation d’agents produit un assemblage
de taille plus importante, ce qui s’accompagne donc d’une augmentation du 7. Elles souffrent ainsi
des mémes limitations que les sondes basées sur la 7g-modulation pour une utilisation avec de hauts
champs magnétiques. De plus, comme pour toutes les stratégies de ciblage profitant de I’accumulation
de nombreux complexes en un lieu donné, cette approche pose des questions quant a la circulation et
a la dégradation des complexes, et donc quant a la toxicité (voir page 14).
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2.4 Agents PARACEST activables

Enfin, des agents PARACEST sensibles & des activités enzymatiques ont été congus.
[56, 109, 146, 147, 154] 16 complexe de thullium 4 (voir Figure 1.5) porte un tétrapeptide substrat de
la caspase 3, une exopeptidase impliquée dans I'apoptosel!™!: le proton de la fonction amide (repré-
senté en rouge) s’échange lentement avec les protons du bulk, ce qui génére un effet CEST intéressant.
L’action enzymatique va transformer cette amide en amine, dont les protons s’échangent beaucoup
plus rapidement, avec pour conséquence une disparition de l'effet CEST. Cet exemple a servi de base
a 'élaboration d’autres sondes pour peptidases, dont la cathepsine D.['47l Un autre complexe utilise
quant & lui un espaceur auto-effondrable pour détecter la présence de la S-galactosidasel!™ 175 : Padap-
tation de cet exemple en vue de la conception d’agents de contraste T} et/ou de la détection d’activités

enzymatiques différentes est en cours de réalisation.!176!

0O
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e e
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é

F1GURE 1.5 : Exemple d’agent PARACEST sensible & une activité enzymatique : 4, sensible a la
caspase 3 (Cysteine-dependent ASPartate-directed proteASE).lng]

Ces molécules souffrent de deux inconvénients. L’évolution de 'effet CEST n’a pas toujours lieu dans
le sens désiré : pour certaines constructions, ’activation enzymatique s’accompagne d’une disparition
de l'effet CEST, alors qu’une apparition de signal est plus facile & apprécier. Par ailleurs, malgré les
grandes concentrations de sondes utilisées (pour 4 par exemple, la valeur est de 20 mM), la modulation
est relativement faible.

3 Discussion des différentes approches présentées

Les données relatives aux sondes que j’ai présentées sont compilées dans le Tableau 1.1. Autant
que possible, j’ai essayé de retenir les valeurs correspondant & des conditions similaires (mémes tem-
pératures, champs magnétiques, concentrations en anions, etc...) pour rendre la comparaison plus
pertinente.

J’ai précisé dans l'introduction (voir page 23) les caractéristiques dont devraient bénéficier des
sondes sensibles & une activité enzymatique : afin de minimiser le rapport signal sur bruit et d’améliorer
la sensibilité de détection, elles devraient notamment générer le signal le plus faible possible sous la
forme non-activée (soit une valeur de r; trés proche de 0) et garantir un écart de signal maximal lors
de l'activation (soit r; la plus grande possible). Or, aucune des stratégies que j’ai présentées ici ne
permet de concevoir des sondes satisfaisantes de ce point de vue : I'écart relatif entre les formes non-
activées et activées est toujours faible si on le compare aux valeurs qu’il est possible d’obtenir avec des
sondes fluorogénes (des augmentations de signal de 'ordre de 20000% peuvent étre atteintes).[177] De
plus, pour les agents 77 avant leur activation, une relaxivité non négligeable est toujours observée, qui
entraine donc une génération de signal importante. Enfin, les valeurs présentées ici ont été mesurées,
sauf en ce qui concerne les agents PARACEST, pour des champs magnétiques peu intenses ; I'utilisation
des mémes molécules dans des situations de hauts champs risque donc d’entrainer des écarts relatifs
de relaxivité encore plus réduits.[™1]

Ces constats ont poussé Jens Hasserodt & imaginer une stratégie originale pour la conception de
sondes IRM sensibles & une activité enzymatique; je vais maintenant la détailler et décrire sa mise en
ceuvre moléculaire.
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Sonde r1 initiale r1 finale Ecart B
Stratégie Référence
(ou enzyme ciblée) | (mM~t.s™1) | (mM~ls7!) | relatif | (T)
EGad n.r. n. r. +20% | n.r. [160]
a-EGadMe 2,1 3,3 155% | 14 | [163]
g-modulation B-EGadMe 2.8 3,2 +14% | 1,4 [163]
B-glucuronidase 3,99 3,63 -27% 1,4 [164]
Estérase 5,7 10,8 +89% | 0,47 [165]
Carboxypeptidase B 11,1 24.5 +120% | 0,47 [166]
Tr-modulation
B-galactosidase 6,06 9,51 +55% | 0,47 [167]

Concentration (mM)

4 5,2 5% | 94 | [173]
PARACEST

[-galactosidase 20 29% | 94 [174]

TABLEAU 1.1: Valeurs de relaxivité (ou concentration) et écart relatif entre formes non-activées et
activées pour les sondes sensibles & une activité enzymatique présentés ici; n. r. : non renseigné.
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Chapitre 2

Conception de sondes magnétogenes :
aspects théoriques et état de 'art

Les stratégies communément mises en ceuvre pour la conception de sondes IRM destinées a la visua-
lisation d’activités enzymatiques (¢g-modulation, Tr-modulation et agrégation d’agents de contraste T
ou utilisation d’agents PARACEST modulables) ne permettent pas de concevoir des agents suffisam-
ment efficaces pour accomplir leur objectif : les propriétés signalantes ne pouvant pas étre modulées de
fagon assez importante, il est impossible de marquer de facon fiable les lieux de présence de ’enzyme.

1 Intérét des sondes magnétogénes pour I'IRM moléculaire

Les valeurs de relaxivité si peu satisfaisantes des sondes congues jusqu’a présent (voir le Tableau
1.1) ont pour origine le mécanisme de relaxation en sphére externe. En effet, celui-ci n’est pas affecté par
I’action de I’enzyme et contribue a la relaxivité de maniére identique au cours du temps. La réduction
voire dans 'idéal ’annulation de ce processus au sein des sondes sous la forme initiale permettrait
d’augmenter ’écart relatif entre les formes non-activée et activée. Or, l'efficacité de ce mécanisme de
relaxation ne dépend que du spin électronique S de lion métalliquel*s 152 . Pannuler nécessite donc
de modifier la valeur de S.

Jens Hasserodt a ainsi eu I'idée de sondes moléculaires capables de changer d’état de spin.[178, 179]

La forme non-activée serait de spin nul : sous cette forme diamagnétique, elle n’entrainerait ni mé-
canisme de sphére interne (voir page 33)[70’ 71,149, 150] i mécanisme de sphére externel!®! 152] . gq
relaxivité serait alors en théorie nulle. L’activation entrainerait un changement d’état de spin (S > 0),
s’accompagnant de ’apparition du mécanisme de sphére externe, mais aussi de la relaxation en sphére
interne si l'accés des molécules d’eau a 'ion paramagnétique est possible (¢ > 0). Il serait possible
d’atteindre, en théorie, les mémes valeurs de r; que les complexes que j’ai présentés plus haut. De
telles molécules, dites magnétogenes (la conversion d’un état diamagnétique a un état paramagnétique
représente, d’un point de vue formel, une création de moment magnétique de spin électronique, d’otl
le terme), offriraient ainsi un rapport signal sur bruit optimal, bien plus important que ceux atteints
par les sondes rapportées dans la littérature.

L’objectif de ’équipe de Jens Hasserodt est donc la conception de molécules diamagnétiques, ca-
pables de devenir paramagnétiques dans le milieu biologique & I'issue d’une action enzymatique spéci-
fique. Pour étre des sondes efficaces, ces sondes doivent étre stables en I'absence de I’enzyme ciblée, et
étre capables a la fois d’accéder rapidement & I'enzyme et de demeurer le plus prés possible de celle-ci
une fois transformées (voir page 23).1116 17 Elles devront enfin montrer une toxicité minimale.

Je vais maintenant présenter les solutions envisagées par Jens Hasserodt et celle qui a été retenue.
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2 Stratégie d’élaboration de sondes magnétogénes

Les différentes approches possibles pour réaliser des molécules capables de changer d’un état diama-
gnétique A un état paramagnétique a la demande et en solution aqueuse ont été revues récemment! 116! ;
par souci de concision, je ne détaillerai ici que les conclusions de cette étude utiles pour la conception
de sondes pour I'IRM moléculaire d’enzymes.

2.1 Magnéto-modulation et échec des solutions chimiques habituelles

De nombreux composés pouvant se trouver dans deux états magnétiques différents et basculer
d’un état a lautre sous 'effet d’un stimulus physique (ce que l'on appelle la magnéto-modulation, ou
Spin crossover, induite par exemple par une excitation lumineuse, un changement de température ou
l'application d’'un champ magnétique) ont été étudiés. Ils sont en effet trés utiles pour la conception
de nouveaux dispositifs de stockage de données, un domaine de recherche en plein essor.['8% Pour
Pessentiel, il s’agit de polymeéres de coordination, et plus précisément de MOFs (Metal-Organic Fra-
meworks), qui ne sont pas adaptés a une utilisation in vivo ; de plus, ces systémes présentent souvent
une magnéto-modulation incompléte, graduelle, et surtout réversible.[181

Quelques rares exemples de complexes de coordination manifestent une magnéto-modulation en
solution en réponse & un stimulus chimique.“gl] Cependant, ces molécules présentent une réponse
magnétique faible face & de grandes concentrations d’analytes simples (des protons ou des ions halo-
génures), et ceci dans des environnements chimiques trés favorables (solvants non compétitifs comme
le dichlorométhane et privés de dioxygéne).[lgl]

Nous devons donc trouver une nouvelle solution chimique pour bénéficier d’une magnéto-modulation
en réponse a un stimulus chimique et en solution plus satisfaisante.

2.2 Le changement d’état de spin de complexes de fer(II) : notre solution pour la
magnétogénése en solution aqueuse

Trois stratégies ont été envisagées pour la conception d’une molécule magnétogéne opérant en
solution aqueuse en réponse a ’action d’une enzyme[116] :

— la génération d’un radical & partir d’'une molécule organique diamagnétique ; néanmoins, les
radicaux organiques sont souvent peu stables dans le milieu aqueux.

— loxydation ou la réduction intramoléculaire d’un complexe de coordination diamagnétique me-
nant & un composé paramagnétique ; toutefois, une telle molécule serait aussi sensible aux condi-
tions redox environnantes et risquerait ainsi d’étre activée en ’absence de ’enzyme ciblée.

— le basculement d’un état bas spin (et champ de ligand fort) a un état haut spin (et champ
de ligand faible) d’'un complexe métallique. Elle peut étre réalisée de fagon totale, sélective et
mener 4 un composé stable dans le temps. C’est cette approche que nous avons retenue.

Le moment magnétique des complexes basés sur des métaux de transition de la premiére période est
facile a prévoir car il ne dépend que du spin électronique (cas de spin seul) ; les métaux de plus grand
numeéro atomique Z présentent d’autres contributions au magnétisme, dont notamment le couplage spin-
orbite.['16] Nous nous concentrerons donc sur la premiére période. La théorie du champ cristallin prévoit
deux situations seulement ou l’abaissement du champ de ligand s’accompagne d’une magnétogéneése :

— le cas des complexes d’ions métalliques de configuration électronique d° et de géométrie octa-
édrique; la transition a lieu de S = 0 a S = 2 (voir Figure 2.1A).
— le cas des complexes plan-carré d’ions métalliques d® qui changent de géométrie pour devenir

octaédriques ou tétraédriques. Le spin change alors de S = 0 a S = 1 (Figure 2.1B).

Cette deuxiéme situation n’est rencontrée que dans le cas de complexes de nickel(IT), et de plus
n’a jamais été observée en solution aqueuse : la géométrie plan-carré n’est pas stable en présence
de nucléophiles.['1%l Dans le premier cas, le changement de spin est de plus grande amplitude ; deux
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FI1GURE 2.1 : Configurations électroniques d des ions métalliques permettant la magnétogénése, selon
la théorie du champ cristallin. A. Cas des ions d® en géométrie octaédrique. B. Cas des ions d®.

métaux sont principalement concernés : le fer(II) et le cobalt(III). Néanmoins, les complexes de Co3*
a I’état haut spin sont trés rares et ne sont pas stables dans I’eau ; pour ces raisons, nous retenons donc
le fer(IT) comme centre métallique pour la conception de nos sondes.[116]

2.3 Choix du ligand et stratégie retenue

II nous faut identifier un ligand du fer(II) permettant de corréler une action enzymatique a un
abaissement du champ de ligand du complexe menant in fine & la magnétogénése. Le cahier des
charges pour la conception de sondes magnétogénes efficaces (voir page 23) impose des exigences qui
se traduisent en contraintes sur le choix du ligand.

Les sondes doivent étre stables dans le milieu physiologique, qui est trés compétitif. Outre 1'eau
comme solvant, sont présents notamment des nucléophiles en grande concentration (anions, chaines
latérales de certains acides aminés, liaisons phosphodiester de I’ADN, etc...), de nombreux cations
métalliques libres pouvant prendre la place de l'ion Fe?* (Mg?t, Ca?*t et la majorité des métaux de
transition de la premiére période) et plusieurs oxydants (comme le dioxygeéne dissous et les radicaux
libres). Le complexe de fer(II) doit donc étre capable de résister a la présence de si nombreux nucléo-
philes, & la transmétallation et a I'oxydation, afin d’éviter a la fois la libération d’ions Fe?t (toxiques
pour l'organisme) et la génération d’un chélate de fer(III) (nécessairement paramagnétique, donc ré-
duisant le rapport signal sur bruit). Pour avoir toutes ces qualités, le complexe doit nécessairement
présenter de trés grandes stabilités thermodynamique et cinétique.l*'6 Le seul moyen de les obtenir
est d’utiliser un ligand hexadentate et macrocyclique; de tels complexes de fer(II) peuvent bénéficier
de constantes de stabilité thermodynamique de Pordre de 102° et d’une grande inertie.l*82

Par ailleurs, afin d’assurer la transition de ¢ = 0 4 ¢ = 1 désirée (voir page 39), le ligand hexadentate
choisi pour la sonde initiale doit étre transformé par ’action enzymatique en un ligand pentadentate.
Le complexe formé sera nécessairement moins stable, toutefois des ligands pentadentates peuvent tout
de méme garantir une grande stabilité.

La revue de la littérature réalisée par Jens Hasserodt a permis d’identifier deux ligands appelés
TPTACN et DPTACN, sous leur forme compléte tri- et dipicolyltriazacyclononane (1,4,7-tris(pyridin-2-
ylméthyl)-1,4,7-triazacyclononane et 1,4-bis(pyridin-2-ylméthyl)-1,4,7-triazacyclononane).['83 Le com-
plexe [Fe(TPTACN)(ClOy4)2| (voir Figure 2.2), décrit pour la premiére fois en 1986 simultanément par
les équipes de Karl Wieghardt et de Hans Toftlund,[18% 1851 est diamagnétique a température ambiante,
a létat solide comme en solution aqueuse.['®% 18] Le complexe [Fe(DPTACN)CIPFg| étudié en 1998
par Péquipe de Leone Spiccia est quant & lui paramagnétique dans les mémes conditions.[183 1861 Ces
deux molécules présentent une trés grande stabilité :

— Les deux ligands sont macrocycliques, le premier est hexadentate et le deuxiéme pentadentate.

— Le complexe 5 posséde dans un milieu mimant les conditions physiologiques (100 mM de NaCl
dans 'eau a 37°C) une constante de stabilité trés importante : 10931601
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— Les deux complexes sont peu enclins a s’oxyder dans le milieu biologique : seules 'oxydation
puis la réduction du centre métallique sont observées (FeH vers Felll puis Felll vers Fell), et ont
lieu & des potentiels redox relativement élevés par rapport au potentiel intracellulaire (£ /5 >

-+ 0,5 V par rapport & - 0,20 V en conditions normales).[l%v 187]

FIGURE 2.2 : Complexes de fer(II) Fe(TPTACN)?* 5 et Fe(DPTACN)?* 6 : structure, état de spin
électronique en solution aqueuse et image IRM en pondération 717 de tubes contenant des solutions de
concentrations millimolaires (champ magnétique : 7 T ; température ambiante).[183]

Ces deux complexes possédent aussi des caractéristiques optimales pour la mise au point de sondes
modulables :

— L’écart de moment magnétique entre les deux complexes est maximal. Le complexe 5 posséde
un moment magnétique en solution peg trés faible (environ 0,9 pp ou magnéton de Bohr, 'unité
de référence du magnétisme moléculaire; up = 9,274 - 10724 J .Til),[lgg] dti uniquement & des
effets quantiques indépendants du spin et de la température.!85] Au contraire, 6 présente un
moment magnétique de l'ordre de 5 up, ce qui est la plus grande valeur que peut prendre un
complexe d° de géométrie octaédrique selon la formule du spin seul (elle correspond & S = 2;
pour rappel, fieg =~ 24/S(S + 1) ).1183l

— La conséquence pour l'utilisation en imagerie est trés intéressante : ces deux complexes ont un
effet totalement opposé sur le signal IRM. Une image acquise en pondération 7} (voir Figure
2.2) de tubes contenant des solutions de 5 (en haut) ou de 6 (en bas) a différentes concentra-
tions montre que le premier complexe ne génére aucun contraste positif : le niveau de gris est
indiscernable de celui du tube controle pour toutes les concentrations. A linverse, le second
complexe posséde un fort pouvoir relaxant qui se traduit par un contraste important pour les
tubes contenant des solutions de concentration millimolaire. 183l

— Les ligands respectivement hexadentate et pentadentate permettent d’obtenir ¢ = 0 et ¢ = 1
dans les situations désirées.

— De plus, leur structure est trés proche : ils ne différent que d’un bras coordinant portant une
pyridine. Ce ligand azoté de type imine exerce un grand champ de ligand grace a l'effet de
rétrodonation (backbonding effect) dii & son orbitale antiliante 7*. Le remplacement d’une seule
pyridine par un ligand plus faible (comme une molécule d’eau ou un ion chlorure) abaisse le
champ de ligand total et suffit & basculer complétement d’une situation de champ fort vers une
situation de champ faible.[183]

Il parait donc possible de concevoir des sondes magnétogénes & partir de ces structures modeéles. Si
I'on remplace dans le TPTACN un des trois bras picolyle (2-pyridylméthyle) par un bras portant un
ligand apparenté & une pyridine et dont la décoordination peut étre déclenchée par une transformation
enzymatique, on obtient un complexe capable de basculer du motif de coordination de 5 & celui de 6 et
donc de changer d’état de spin (voir Figure 2.3).[116’ 7] La décoordination du ligand peut se produire
de deux maniéres différentes :

— la transformation enzymatique provoque la rupture de la liaison covalente liant le ligand au
macrocycle (cas du haut) ; le ligand n’étant plus inclus dans un cycle chélate, sa coordination
n’est plus favorisée et il est remplacé par un ligand plus compétitif (un anion ou une molécule
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d’ean).
— la transformation enzymatique ne provoque aucune rupture de liaison covalente, mais la proto-
nation du ligand et sa décoordination au profit d’une molécule d’eau (cas du bas).
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FIGURE 2.3 : Stratégies pour la conception de sondes magnétogénes inspirées par les complexes 5 et

6 : rupture de la liaison covalente reliant un des ligands au macrocycle et s’accompagnant de la
décoordination de ce ligand (en haut), ou protonation d’un des ligands (en bas).

Au cours de cette partie, j’ai essayé de montrer que la conception de sondes magnétogénes sensibles
A une activité enzymatique était un défi, car malheureusement aucune solution chimique existante ne
permet de bénéficier d’'une magnéto-modulation satisfaisante en conditions physiologiques. L’équipe a
identifié une approche originale trés prometteuse, mais qui doit encore étre mise en ceuvre et prouver
qu’elle peut donner les résultats attendus.

Si I'on devait comparer 'objectif entre ce projet de conception de sondes magnétogénes et celui
d’élaboration de sondes fluorogénes, I’équipe est ici dans la position dans laquelle se trouvaient les
premiers chercheurs dans le domaine des sondes fluorogénes. En effet, I’'objectif était alors d’identifier
des fluorophores capables de voir leur propriétés de fluorescence modulées, et de rendre cette modulation
inductible par une transformation enzymatique. Nous sommes dans la méme situation : nous cherchons
une molécule dont la capacité & accélérer la relaxation T7 peut étre modulée, et a lier cette modulation
a laction d’une enzyme. Les considérations pharmacocinétiques (biodistribution, toxicité, diffusion du
signal) sont donc pour U'instant moins prioritaires que celles liées a la génération du signal (intensité,
rapidité et sélectivité), méme si aucun aspect ne doit bien stir étre ignoré.

Plusieurs collaborateurs me précédant dans I’équipe, dont les docteur(e)s Vitalie Stavila, Yvon
Stortz, Mustapha Allali, Akilesh Singh, Faycal Touti et Jinping Wang, ont travaillé sur la conception
de sondes magnétogénes. Je vais maintenant décrire et analyser les résultats qu’ils ont obtenus.
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3 Sondes magnétogénes profitant d’une rupture de liaison covalente

Cette stratégie a été explorée par 'équipe dés 2008. Elle consiste & concevoir des molécules dotées
d’une structure en trois parties inspirée par l’approche double pro-médicament (voir page 25) : le
complexe métallique et le déclencheur enzymatique sont séparés par un espaceur auto-effondrable. En
I’absence du stimulus enzymatique, 1’édifice est stable, et en particulier tous les ligands du fer sont
coordinés sur I'ion métallique, ce qui garantit un état diamagnétique. La coupure du déclencheur va
entrainer 'effondrement de I'espaceur et la rupture de la liaison d’un ligand au macrocycle, libérant
outre ce ligand le complexe Fe(DPTACN)?* 6 paramagnétique.

La rupture de la liaison covalente, qui demande une quantité d’énergie déja grande, s’accompagne
dans le méme temps de l'ouverture d’un cycle chélate & 5 membres (formé par I’atome de fer, deux
atomes d’azote et deux atomes de carbone). Or, ces unités présentent a la fois une trés grande stabilité
thermodynamique et une tendance a s’ouvrir tres lentement'83! : la séparation rapide entre ligand et
macrocycle est donc encore plus difficile & réaliser, et nécessite que ’espéce chimique résultant de la
transformation enzymatique soit trés instable et encline & se fragmenter. Dans le méme temps, avant
I’action de I’enzyme, I’édifice doit étre stable pour ne pas s’activer de facon non spécifique; il faut donc
parvenir & un équilibre entre une fragmentation rapide et une stabilité initiale suffisante.

La molécule 7 sensible a la f-galactosidase a été préparée et étudiée (voir Figure 2.4).1'%9 La
fonction phénol est engagée dans une liaison glycosidique avec le galactose, ce qui réduit son caractére
mésomeére donneur’3! et rend le complexe stable. Une fois le sucre clivé par I'enzyme, il est attendu que
le groupement hydroxyle initie un déplacement d’électrons menant & une élimination en 1,6 (voir Figure
27 page 26). Le complexe 6 serait libéré, ainsi qu'une quinone méthide. Toutefois, cet effondrement
n’a pas été observé. Il est supposé que l'ouverture du cycle chélate accompagnant 1’élimination en 1,6
du macrocycle est trop défavorable par rapport au gain que constitue I’hydrolyse d’'un N,O-aminal
phénylogue.l'89 En d’autres termes, 6 ne constitue pas un assez bon groupement partant dans ces
conditions certes difficiles.
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FIGURE 2.4 : Premier exemple d’une molécule utilisant la rupture d’une liaison covalente pour
déclencher la magnétogénese, et échec a cause d'une trop grande stabilité de l'intermédiaire 7711891

Un systéme encore plus instable doit donc étre élaboré pour concrétiser cette stratégie. Il est
possible de changer de groupement partant en modifiant la structure du complexe. Dans la molécule
8 (voir Figure 2.5), le ligand pyridine est remplacé par un autre hétérocycle aromatique azoté, un
triazole.['99] Celui-ci coordine toujours le fer(IT) via un azote de type imine en formant un cycle chélate
a b membres, ce qui garantit a prior: un état diamagnétique. Néanmoins, la liaison carbone-azote liant
I’azole au reste du ligand est susceptible d’étre clivée plus facilement que celle joignant la pyridine dans
la molécule 7 (voir ci-dessous). Enfin, le déclencheur galactose a été remplacé par un groupement nitro
plus facile d’accés synthétiquement et permettant une optimisation des conditions réactionnelles sans
devoir recourir & de grandes quantités d’enzyme purifiée.

Le complexe 8 a été préparé a I’aide d’un protocole original (voir Figure 2.5) : le DPTACN, le 1,2,3-
triazole et le p-nitrobenzaldéhyde sont mis a réagir ensemble et réalisent une réaction de condensation
A trois composantes appelée réaction de Katritzky!!*! pour donner le ligand 8’ (la voie de synthése du
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DPTACN sera précisée au chapitre 3, page 62). Ce ligand ne peut étre isolé car il est trés susceptible
a I’hydrolyse; I’ajout d’une solution anhydre de sels de fer(II)[192] permet heureusement de former in
situ le complexe 8. Aprés purification par chromatographie en phase inverse, 8 a été cristallisé et sa
structure a 1’état solide obtenue par une étude de diffraction des rayons X sur un monocristal.

%, p[“ ot Qﬁ e (Ee ﬁ

FIGURE 2.5 : Synthése du complexe 8a l’alde d’une réaction de Katrltzky a trois
composantes.[lgo’ 191]

Le complexe 8 est diamagnétique en solution aqueuse : le spectre RMN de la molécule est bien
résolu et ne fait apparaitre de pics que dans l'intervalle 0 - 10 ppm. La réduction du groupement nitro
terminal par hydrogénation catalytique réalisée dans ’eau tamponnée au pH de 7,4 méne & la formation
de I'aniline 8a (voir Figure 2.6), qui constitue un N, N’,N™-orthoamide phénylogue. Cette espéce instable
subit un transfert électronique initié par ’amine qui entraine ’expulsion du triazole ; la grande stabilité
due a leffet chélate est donc outrepassée ici. Une molécule d’eau vient ensuite restaurer I’aromaticité
de l'intermédiaire de type aza-quinone méthide et former un N, N’ O-orthoaminal phénylogue. Enfin,
ce second aminal s’effondre pour libérer le p-aminobenzaldéhyde et le complexe paramagnétique 6.19)

P o = g
{NH, 7
] O @ 8 B
) =
8 \\—/ 8a T I ‘>
= Nl/é\':?H = N--- —N
A l\N\‘/\\) o / Q\/ T())H
OH, N\ <:> - OH,

FIGURE 2.6 : Fragmentation du complexe 8 suite & son hydrogénation catalythue pour mener a
'espéce paramagnétique 6.1190
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Ce processus a été étudié par différentes méthodes physico-chimiques; les conclusions vont toutes
dans le sens d’une magnétogénése déclenchée par I’hydrogénation du groupement nitro. Premiérement,
des analyses de spectrométrie de masse ont mis en évidence 'apparition et la disparition d’espéces
ioniques dont les données correspondent aux intermédiaires mentionnés. Deuxiémement, un suivi par
HPLC (chromatographie liquide & haute performance) analytique montre clairement la conversion de
la molécule 8 en une espéce qui a le méme temps de rétention que 6. Troisiemement, un suivi par
spectroscopie d’absorption UV-visible (voir Figure 2.7A) montre la disparition de la bande de transfert
de charge métal-ligand intense de 8 (caractéristique de ces complexes macrocycliques de fer(II) bas
spin et indiquée par une ﬂéche)[184] au profit d’'une bande beaucoup plus faible, de méme allure que
celle de 6. Quatriémement, le temps de relaxation longitudinale d’une solution de 8 & 4 mM (mesuré

45



CHAPITRE 2 : CONCEPTION DE SONDES MAGNETOGENES : ASPECTS THEORIQUES ET
ETAT DE L’ART

a 11,4 T a l’aide d’un spectrométre RMN) diminue progressivement pour atteindre une valeur proche
de celle d’une solution de 6 & la méme concentration (voir Figure 2.7B). Enfin, des expériences de
controle réalisées en ’absence de I'hydrogénation catalytique initiale n’ont montré aucune évolution,
méme aprés plusieurs heures d’incubation dans les mémes conditions.
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FIGURE 2.7 : Preuves expérimentales du caractére magnétogénique de 8 dans ’eau tamponnée a pH
7,4 et a la température de 37°C; t = 0 correspond & la fin de la réduction par hydrogénation
catalytique. A. Spectres d’absorption UV-visible d’une solution aqueuse de 8 ; concentration : 0,2 mM.
B. Evolution du 77 mesuré en présence d’un champ magnétique de 11,4 T ; concentration : 4 mM.[190]

Ces résultats positifs ont suggéré de suivre 'effet de 8 sur I’évolution du signal IRM. Sur une image
acquise & 3 T en pondération T3 (voir Figure 2.8), on peut observer l'apparition d’un fort hypersignal
suite a I’hydrogénation catalytique (colonne de gauche), alors qu’en I’absence de ce stimulus le niveau
de gris reste similaire a celui d’un échantillon témoin d’eau pure (colonnes du milieu et de droite). Il est
plaisant de noter que 'intensité du signal atteint par une solution de 8 aprés activation est proche de
celle que garantit le Dotarem®, agent de contraste Ty de référence (deux derniers tubes de la colonne
de gauche). Il s’agit de la premiére démonstration d’une magnétogénése en solution aqueuse et au pH
physiologique.

8 with no

" i Pure PBS
stimulus

110 min

Gd(DOTA)
(positive
control)

FIGURE 2.8 : Evolution du signal IRM généré par 8 suite a I'hydrogénation catalytique; pondération
Ty, champ magnétique : 3 T'; concentration : 4 mM ; température : 37°C; pH : 7,4.1190

Profitant du fait que la synthése est convergente et efficace, Faycal Touti a préparé différentes
variations out le groupement 1,2,3-triazole est remplacé par un pyrazole ou un benzotriazole, avec
I'objectif d’améliorer la cinétique de fragmentation. Malheureusement, aucun complexe n’a présenté de
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comportement plus satisfaisant que celui de 8.1'% Faycal Touti et moi-méme avons réalisé la synthése
et ’étude de nouveaux dérivés de 8, afin d’obtenir une fragmentation plus rapide; les résultats ont
déja fait Pobjet d’une publication*®3l et seront décrits au chapitre 3.

La molécule 8 montre un vrai caractére magnétogénique ; cependant, deux inconvénients semblent
limiter la conception de sondes pour I'IRM moléculaire a partir de cette architecture dite Katritzky.
Le premier écueil est lié au remplacement du groupement nitro par un substrat enzymatique d’intérét.
Le complexe 9 (voir Figure 2.9) comportant une aniline phénylacétylée en tant que déclencheur a
été preparéel!9: le groupement amide peut étre clivé par une enzyme, la pénicilline G amidase. La
transformation sélective de 9 en 6 a été observée dans un milieu sérique, toutefois 9 n’est pas stable dans
un milieu aqueux plus simple et notamment dans le milieu tamponné par des ions phosphates utilisé
précedemment.['93] 11 est possible que l'effet mésomére donneur de Paniline ne soit pas suffisamment
inhibé par ’acylation pour réprimer tout effondrement, rendant 9 instable. 8 bénéficiait quant a elle
de Deffet mésomeére attracteur trés important du groupement nitro,['3! ce qui explique pourquoi aucun
probléme de fragmentation spontanée n’a été observé. L’instabilité de 9 suggére que toutes les sondes
comportant une aniline acylée (ciblant les peptidases ou amidases) ou carbamylée, ou bien un phénol
acylé (ciblant les estérases) ou glycosylé (pour les glycosidases), souffreront du méme inconvénient.
Le choix d’enzymes pouvant étre ciblées est donc trés réduit, sauf si 'on a recourt a des stratégies
complexes impliquant plusieurs espaceurs, au prix d’'un travail de synthése conséquent et avec des
résultats non garantis.[194
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FIGURE 2.9 : Sonde 9 sensible a la pemcllline G amidase.[19]

Le deuxiéme inconvénient majeur de ’architecture Katritzky est la libération du complexe 6 en
tant qu’espéce paramagnétique finale. En effet, cette espéce s’est révélée étre instable dans le milieu
aqueux utilisé si des précautions particuliéres ne sont pas prises.'#4 Notamment, travailler en absence
de dioxygeéne et dans des conditions particuliérement réductrices (via le bullage de dihydrogéne par
exemple) est nécessaire pour ne pas assister a l'oxydation du ligand et a la décoordination du fer
pour mener a la précipitation de I’hydroxyde de fer(III). Cette oxydation semble s’accompagner d’une
toxicité et est largement imputable au site amine secondaire de 6.1'44 Une stratégie magnétogénique
ou le produit final paramagnétique ne posséderait pas d’amine secondaire mais seulement des amines
tertiaires garantirait a prior:i une stabilité de I’espéce paramagnétique plus grande et une toxicité plus
réduite.

4 Sondes magnétogénes profitant de la protonation d’un ligand

Afin de s’affranchir des difficultés engendrées par la libération du complexe 6 en tant que molécule
paramagnétique finale, une autre stratégie de conception de sondes magnétogénes a été développée de-
puis 2010.1179 Les molécules, possédant toujours trois parties pour bénéficier des avantages des doubles
pro-médicaments, contiennent un ligand azoté de type imine capable de se protoner en milieu aqueux
(une fonction basique), et dont la basicité est modulable par I'environnement chimique. En présence
du déclencheur enzymatique, le ligand est peu basique, il n’est donc pas protoné mais coordiné sur
le centre métallique; la coupure du déclencheur et 'auto-effondrement qui s’en suit entrainent une
augmentation de la basicité du ligand, qui se protone et se décoordine. A la différence de I’approche
précédente, la décoordination a lieu sans que le ligand n’ait été séparé du reste du complexe par la
rupture d’une liaison covalente ; ainsi ce n’est pas le Fe(DPTACN)2* 6 qui est libéré. Enfin, une molé-
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cule d’eau prend place dans la sphére de coordination en remplacement du ligand et la magnétogénése
se produit.

On recherche une base azotée pouvant se coordiner via un motif de type imine.'™! La pyridine
posséde un pKa de 'ordre de 5 : en conditions physiologiques, seule une trés faible proportion est
protonée ; par ailleurs, sa basicité est difficilement modulable. Elle ne peut donc pas remplir le role de
ligand pour notre stratégie. Au contraire, la fonction amidine présente un caractére basique bien plus
grand : le pKa est d’environ 12. De plus, 'acylation ou la carbamylation d’une amidine diminue la
basicité de facon trés importante : le pKa est abaissé de plusieurs unités, jusqu’autour de 6.119%: 196] ]
est ainsi possible de changer le caractére basique de 'amidine, et donc sa coordination, en réponse a
I'action d’une enzyme.l'™ Cest donc cette fonction qui a été retenue comme base azotée.

Le complexe 10 (voir Figure 2.10A) a été synthétisel!97] ; il comporte une amidine coordinant 1’ion
métallique a Paide d’un motif de type iminel'%l et selon un cycle chélate a 5 membres. L’amidine est
carbamylée par un groupement p-nitrobenzyle, ce qui permet le déclenchement de ’auto-effondrement
par la réduction de la fonction nitro via un réactif réducteur, le dithionite de sodium NagSoOy4. Une
activation par hydrogénation catalytique est impossible ici car la liaison benzylique y est aussi sensible
que le groupement nitro.
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FIGURE 2.10 : A. Mécanisme de fragmentation du complexe 10 et équilibre acido-basique entre 11 et
11°. B. Evolution du 77 d’une solution de 11/11” en fonction du pH ; champ magnétique : 11,4 T ;
concentration : 4 mM ; température ambiante.['97] ; les deux courbes correspondent a deux
expériences indépendantes.

10 est diamagnétique en solution aqueuse : il présente d’'un moment magnétique de 0,50 pp,
mesuré grace a la méthode d’Evans.[199, 200] L’ajout de NagS904 & une solution de 10 tamponnée
au pH physiologique est suivie de l'auto-effondrement de ’espaceur éliminant et de la libération de
la fonction amidine (Figure 2.10A). Ceci a été observé lors de I'analyse en spectrométrie de masse.
Toutefois, aucune magnétogénése n’est observée. Pour voir apparaitre le basculement vers un état
paramagnétique, une acidification de la solution vers un pH de 3 ou inférieur est nécessaire. 1971 Comme
pour les précédentes molécules (voir page 46), ces processus ont été étudiés par plusieurs méthodes
d’analyse qui ont donné des résultats convergents (spectroscopie d’absorption UV-visible, mesures du
moment magnétique et du 73 en solution) et ne se produisent pas en ’absence de stimulation chimique.

Le fait que 'amidine de 11 soit déprotonée au pH physiologique et coordinée sur le fer(II) est
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étonnant vu que le pKa de cette base est habituellement de I'ordre de 12. Or, il n’est pas anormal que
le pKa de 'amidine change considérablement lorsqu’elle peut se coordiner & un cation métallique, qui
plus est en formant un cycle chélate & 5 membres. En effet, la protonation de I’amidine est maintenant
en compétition avec sa coordination : pour que la protonation ait lieu, il faut dorénavant qu’elle
soit thermodynamiquement plus favorable que la coordination. Une concentration de protons plus
importante, et donc un pH plus faible, sont requis pour observer la protonation de I’amidine au sein
du complexe par rapport & une amidine isolée.

Le pKa de protonation/décoordination a été évalué par la mesure du temps de relaxation lon-
gitudinale de solutions de 10 a différents pH (Figure 2.10B). La courbe a ’allure d’une titration pH
habituelle ; 1a valeur de pKa déduite est d’environ 4,5. Ce résultat explique les observations précédentes :
au pH physiologique (7,4), une infime partie (environ 1/1000) des complexes est sous une forme pa-
ramagnétique. L’acidification vers un pH trés inférieur au pKa entraine le déplacement quantitatif de
I’équilibre et la magnétogéneése.

Avec le complexe 10, contrairement & la molécule 8, il est nécessaire d’acidifier la solution aprés
Iactivation pour faire apparaitre un changement de 7. Cette deuxiéme étape de "révélation" du
signal constitue une grande limitation : il est impossible d’utiliser la molécule 10 dans un contexte in
cellulo ou plus généralement in vivo, car dans ces milieux de pH déterminé aucune variation du signal
IRM ne sera détectable. Une activation dans les lysosomes (compartiments cellulaires ou le pH peut
descendre jusqu’a des valeurs trés faibles, de 'ordre de 1) reste en théorie possible, & condition bien
stir que les complexes puissent y pénétrer. De plus, au vu des résultats obtenus avec le complexe 10, il
parait envisageable d’adapter sa structure pour concevoir une molécule dont le pKa de décoordination
serait de l'ordre du pH physiologique, voire supérieur; dans le milieu biologique, I’'équilibre serait
alors directement déplacé vers la forme protonée et paramagnétique et aucune acidification ne serait
nécessaire pour observer le changement de T7. Cet objectif sera poursuivi dans le chapitre 5.

Cependant, méme si 10 ne convient pas a un usage in vivo, une utilisation dans un cadre in
vitro, ou les contraintes de pH sont inexistantes, est tout a fait possible. Par ailleurs, contrairement
aux molécules d’architecture Katritzky, il est possible d’adapter facilement la structure de 10 pour
concevoir des sondes moléculaires activables par des enzymes, avec un design inspiré de nombreuses
molécules doubles pro-médicaments (voir page 25). Cette famille de sondes magnétogénes permet donc
la détection et la quantification in vitro d’activités enzymatiques d’intérét, ce qui est un objectif trés
intéressant, notamment en vue du diagnostic de pathologies. Ce sera I'objet du chapitre 4.
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Chapitre 3

Etude de nouveaux complexes adoptant
une architecture Katritzky

Dans le chapitre précédent (voir partie 3 page 44), j’ai présenté la molécule 8 et ses caractéristiques
trés intéressantes en tant que sonde magnétogéne. Les spectres d’absorption UV-visible d’une solution
de concentration 0,2 mM et les mesures de 77 d’une solution & 4 mM nous permettent d’estimer le temps
de demi-activation a 25 minutes dans ces deux situations (voir Figure 2.7 page 46).[144] Cependant, cette
cinétique d’effondrement en conditions aqueuses tamponnées n’est pas trés satisfaisante ; de plus, elle ne
prend pas en compte la premiére étape de déclenchement par une enzyme. Or, si un auto-effondrement
lent peut étre apprécié pour la libération de molécules bioactives, dans le cadre de 'imagerie moléculaire
on recherche la cinétique la plus rapide possible (voir page 26). On préférera donc les approches ou
la coupure enzymatique est ’étape cinétiquement déterminante dans le processus d’activation. Pour
cette raison, il est intéressant de développer de nouvelles sondes garantissant une magnétogénése plus
rapide.

La premiére étude de variations structurales au sein de ’architecture Katritzky avait montré le
role prépondérant que joue ’azole sur la stabilité des sondes et leur vitesse d’effondrement. En effet,
le remplacement dans 8 du triazole par un pyrazole méne au complexe 12 (voir Figure 3.1) qui ne
se fragmente pas en solution aprés hydrogénation catalytique.#% 191 Au contraire, la molécule 13
comportant un tétrazole s’hydrolyse spontanément dans le milieu aqueux. 244
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FIGURE 3.1 : Absence de fragmentation de 12 aprés hydrogenatlon catalytique, et hydrolyse
spontanée de 13.[144, 190]

Faygal Touti a alors eu 'idée d’étudier une nouvelle famille de complexes en faisant varier non
plus seulement 'azole, mais aussi I'espaceur aromatique.**¥l En effet, on a vu précédemment (voir
Figure 27 page 26) qu'un cycle furane pouvait étre utilisé en tant qu’espaceur éliminant 1,6; il en est
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de méme d’un cycle thiophéne.291 Cependant, le caractére aromatique plus faible de ces hétérocycles
comparé a celui du benzéne suggére que l'amine issue de la réduction aura un caractére mésomeére
donneur plus fort et permettra une cinétique d’effondrement plus intéressante. Enfin, les aldéhydes
permettant la synthése de ces nouvelles sondes sont disponibles commercialement, comme 1’était le
p-nitrobenzaldéhyde, ce qui permet une synthése rapide et efficace.

1 Synthése des nouveaux complexes
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FIGURE 3.2 : Structure et synthése des complexes 14-18, basés sur ’architecture Katritzky.[144’ 193]

Les complexes 14-18 ont été préparés (voir Figure 3.2).'9] Faycal Touti a mis au point la mé-
thodologie de syntheése : la réaction de condensation a 3 composantes dite de Katritzky est mise a
profit comme précédemment, mais des conditions plus douces suffisent pour obtenir les produits dé-
sirés. Pour la premiére génération de sondes, la condensation était menée a ’aide d’un montage de
Dean-Stark dans le benzéne a reflux ; ici, I'utilisation de dichlorométhane sec en présence de tamis mo-
léculaire a température ambiante assure une condensation sans dégradation des réactifs ni du produit.
La complexation in situ du ligand par des sels de fer(II) anhydres!'?] méne aux complexes désirés.
La purification a lieu par chromatographie en phase inverse, néanmoins elle est plus difficile que pour
les molécules précédentes : le remplacement de 1’espaceur phényle rend ces nouveaux complexes plus
polaires et diminue leur rétention sur la silice greffée. A ce stade, il apparait que 17 est trop instable en
milieu aqueux pour étre isolé : 'espaceur furane ne garantit pas un effet mésomére attracteur suffisant
du groupement nitro pour stabiliser 1’édifice, contrairement & I’espaceur phényle contenu dans 8. Les
autres complexes 14, 15, 16 et 18 ont eux été obtenus purs et sous forme monocristalline pour 14, 15
et 18. Des analyses élémentaires et de spectrométrie de masse ont confirmé que les molécules obtenues
étaient bien celles désirées. Les rendements sur les deux étapes sont de I'ordre de 10%, ce qui est peu
dans l'absolu mais comparable aux valeurs obtenues pour la premiére génération de complexes basés
sur Parchitecture Katritzky.!*9l
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2. ETUDE STRUCTURALE ET DES PROPRIETES MAGNETIQUES

2 Etude structurale et des propriétés magnétiques

La diffractométrie par rayons X a permis de résoudre les structures de 15 et de 18 & I’état solide ;
elles sont présentées a la Figure 3.3. Il n’a malheureusement pas été possible d’obtenir des monocristaux
de 14 de qualité suffisante pour mener 1’étude de diffraction. Pour les deux complexes, les structures
font apparaitre une géométrie quasi-octaédrique des six ligands azotés autour du fer(II) ; les six liaisons
fer-azote ont une longueur moyenne de 1,98 A. Les mémes observations avaient été faites pour 819
et témoignent d’'un comportement diamagnétique & I’état solide ; en effet, les géométries et longueurs
de liaison de ces complexes sont similaires & celles rencontrées dans le complexe diamagnétique modéle
Fe(TPTACN)?+ 5.1185] A titre de comparaison, le complexe paramagnétique Fe(DPTACN)2* présente
lui aussi une géométrie quasi-octaédrique autour de I'ion Fe(IT) mais les liaisons fer-azote y sont beau-
coup plus longues, de 'ordre de 2,2 A [183,186] T ¢ groupement indazole de 18 adopte une position dans
I’espace qui minimise la géne stérique avec le macrocycle et les groupements picolyles (Figure 3.3B).

A

FIGURE 3.3 : Structures a ’état solide de 15 (A) et de 18 (B) obtenues par diffractométrie par
rayons X sur des monocristaux; les atomes d’hydrogéne du macrocycle et des groupements picolyles,
les molécules de solvant ainsi que les contre-ions tétrafluoroborate ne sont pas mentionnés pour
faciliter la visualisation.[t44 193]

J’ai ensuite étudié les propriétés magnétiques des complexes en solution aqueuse par la mesure
du moment magnétique via la méthode d’Evans!199 2001 ot par spectroscopie d’absorption UV-visible.
Les résultats sont présentés a la Figure 3.4. Tous les complexes présentent un comportement totale-
ment diamagnétique, avec des valeurs de peg comprises entre 0,66 et 0,89 up et dans chaque cas une
bande de transfert de charge métal-ligand (MLCT, Metal to Ligand Charge Transfer) centrée sur la lon-
gueur d’onde 400 nm et intense (coefficients d’absorption molaire supérieurs a 5000 M~!.cm~1).[184, 190]
Cependant, la molécule 15 s’est montrée instable : le spectre d’absorption UV-visible évolue considé-
rablement aprés deux heures d’incubation & 37°C dans le tampon phosphate salin (PBS, Phosphate
Buffer Saline) au pH de 7,4. L’étude par spectrométrie de masse confirme la dégradation spontanée de
15 dans ces conditions. Il semble donc que ’espaceur thiophéne, de la méme maniére que l'espaceur
furane au sein de la molécule 17, ne garantit pas non plus un effet mésomeére attracteur suffisant du
groupement nitro pour stabiliser ce complexe comportant le 1,2 3-triazole.

3 Etude des propriétés magnétogéniques en solution aqueuse

J’ai mené des essais d’activation de 14, 16 et 18 pour étudier leurs propriétés magnétogéniques (voir
Figure 3.5A). Les trois complexes ont subi sans dommages la réduction du groupement nitro terminal
par hydrogénation catalytique pour donner les complexes 14a, 16a et 18a. Malheureusement, ni 14a
ni 18a ne se fragmentent aprés deux heures d’incubation & 37°C dans le tampon phosphate au pH de
7,4, comme je I’ai observé a la fois par spectrométrie de masse et mesures d’absorption UV-visible. En
ce qui concerne 14, on retrouve donc une situation similaire & celle du complexe 12a (Figure 3.1) :
le caractére mésomére donneur de la fonction amine n’est pas suffisant pour entrainer le transfert
électronique menant au départ du pyrazole. 16a subit quant & lui une fragmentation : I'utilisation d’un
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FIGURE 3.4 : Etude des complexes 14-16 et 18 en solution aqueuse. A. Moments magnétiques
mesurés selon la méthode d’Evans?9% 2001 solvant : eau distillée ; champ magnétique : 7 T ;
température ambiante. B. Spectres d’absorption UV-visible, acquis juste aprés dissolution (courbes
bleues) et aprés deux heures d’incubation (courbes vertes) ; solvant : PBS (50 mM, pH 7,4);
concentration : 0,02 mM ; température : 37°C.1193]

espaceur furane semble enfin conférer a 'amine un caractére mésomeére donneur suffisant pour que le
pyrazole soit expulsé et que la molécule se fragmente en un temps raisonnable.

1.0 t=0h
T,=2309s
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= > 2.45 Hz
208 14a 06
v o
4804 004
< z
200 300 400 0.2
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00— 35 3 1715 110 1.05
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<12 08 2.79 BM
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FIGURE 3.5 : A. Spectres d’absorption UV-visible de 14a, 16a et 18a, juste aprés la réduction
(courbes bleues) et aprés deux heures d’incubation (courbes vertes) ; concentration : 0,02 mM. B.
Mesure du temps de relaxation longitudinale (4 mM, a gauche) et du moment magnétique (6 mM, a
droite) de solutions de 16a juste aprés la réduction (en haut) et aprés une heure d’incubation (en
bas) ; champ magnétique : 7 T. Solvant : PBS; température : 37°C.[193]

La fragmentation de 16a (voir Figure 3.6) aprés son activation par hydrogénation catalytique a
été mise en évidence a 'aide des spectroscopies UV-visible et de masse, ainsi que par le suivi du mo-
ment magnétique (en considérant la concentration en espéces magnétiques constante) et du temps de
relaxation 77 (Figure 3.5B). La diminution de ’absorption lumineuse au niveau de la bande MLCT, la
disparition du pic correspondant & 16a sur les spectres de masse, 'augmentation du moment magné-
tique et I’abaissement du 77 mesurés au champ magnétique de 7 T a I'aide d’un spectrométre RMN
vont tous dans le sens de la disparition de 16a et de la formation d’une espéce paramagnétique. Le
temps de demi-fragmentation estimé a partir de la baisse de la bande MLCT est de 8,6 + 1,9 minutes,
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4. ETUDE DU MECANISME DE FRAGMENTATION DE 16

ce qui correspond & un processus trois fois plus rapide que dans le cas de 8.4 Le grand caractére
mésomeére donneur de 'aminofurane permet donc un effondrement trés rapide, malgré le fait que le
groupement partant soit un pyrazole.

Notre objectif de trouver une sonde magnétogéne analogue & 8, mais dont la cinétique serait plus
intéressante, est donc atteint.

4 Etude du mécanisme de fragmentation de 16

La fragmentation de 16a a été étudiée (Figure 3.6). L’analyse des spectres de masse fait apparaitre
I’expulsion rapide et quantitative du pyrazole pour former l'intermédiaire de type aza-quinone méthide
16b. Ceci explique pourquoi 'absorption lumineuse et le temps de relaxation longitudinale diminuent
aussi vite : le départ du pyrazole de la sphére de coordination s’accompagne du passage de I'état bas
spin & I’état haut spin, qui se traduit directement par la baisse d’intensité de la bande de transfert de
charge et par la réduction du temps de relaxation. Une fois 16 converti en 16b, le spectre d’absorption
UV-visible et les propriétés magnétiques ne vont plus évoluer de fagon importante ; seuls les spectres
de masse vont permettre d’élucider le mécanisme.

= | _|2+ H _|2+ = | j2+
,,N H /\\,N NH,
7 (o) N

,'l (o]
_7OH \
N N “~
N ) 16f bservé
D , Non observe
\/0H2

16¢c, observé 16d, observé 169, observé : 6, non observé

Oxydation ou : Hydrolyse
hydrolyse basique : basique

N : N

< e
X N\}O X N

16e, observé * DPTACN, observé

FIGURE 3.6 : Mécanisme supposé d’évolution de 16a, et espéces produites par une hydrolyse basique
finale ; a ’exception de 16f et 6, toutes les structures représentées sont celles observées par
spectrométrie de masse.

L’évolution de 16b semble suivre un mécanisme moins simple que celui observé dans le cas de 8b
(Figure 2.6 page 45). L’addition d’une molécule d’eau sur 'aza-quinone méthide pour donner 16f et
I’élimination pour donner 6 et le furfural n’ont pas été observés (voie de droite) ; dans le cas de 8, méme
si I'intermédiaire 8c (voir Figure 2.6 page 45) n’a jamais pu étre identifié sur les spectres de masse,
le complexe 6 était clairement visible sous la forme d’adduits avec des ions chlorure ou formiate.'9)
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On peut par contre voir le ligand 16g, formé par 1’élimination de 'aminofurane de 16f et le départ
du cation métallique (voie du milieu). Par ailleurs, on remarque des pics correspondant a des formes
oxydées de 16b et 16f, ou I'aromaticité de I’aza-quinone méthide est restaurée ou non (voie de gauche) ;
les structures postulées sont celles de 16¢ et 16d. On observe enfin le ligand 16e, fruit de 'oxydation
des deux complexes précédents.

Il faut tout de méme garder & l'esprit que la spectrométrie de masse ne fait pas apparaitre toutes
les espéces présentes en solution ; en particulier, malgré de longs temps d’optimisation, j’ai rarement
pu voir des pics attribuables a des complexes de fer(III), ce qui peut étre da a leur instabilité dans la
source d’ionisation ou a la sensibilité insuffisante de I’analyseur. D’autres voies d’évolution du complexe
16a sont donc possibles.

L’oxydation de complexes de fer(II) macrocycliques a déja été rapportée; le fer(II) dans un com-
plexe a sphére de coordination ouverte est en effet facilement oxydable en fer(III), par le dioxygéne
dissous notamment.[2°!l Deux processus complémentaires et éventuellement simultanés prennent place :
le retour du fer a I’état d’oxydation +II peut se faire via une oxydation directe du ligand (il s’agit
d’une C-H activation non sélective) ou via la génération de radicaux libres (espéces réactives de 'oxy-
géne ou ROS, par exemple 'hydroxyle HO" ou l'ion superoxyde Oz ™) qui eux-mémes vont oxyder le
ligand.1202: 203 1] est possible de discriminer entre I'un et Pautre de ces mécanismes en privant arti-
ficiellement le milieu de dioxygéne et de radicaux, par I’étude en conditions dégazées et en présence
d’enzymes dégradant ces espéces réactives comme la superoxyde dismutase.202l J’ai choisi de ne pas
réaliser cette étude ici, aussi je ne présenterai pas de mécanisme pour l'oxydation de 16b. Toutefois,
la génération de stress oxydant par le complexe serait une source de toxicité importante et réduirait
grandement sa capacité a étre utilisé in vivo.[201]

L’oxydation de 16b peut aussi se produire sur le noyau furane, en particulier aprés sa réaroma-
tisation ; j’ai supposé qu’en raison du role du fer(II) dans le processus d’oxydation, celle-ci avait lieu
sur le macrocycle car il est plus proche. De plus, la présence de 16e en solution indique une oxydation
certaine du macrocycle. Les spectroscopies RMN et de masse ne permettent pas de savoir précisément
sur quelle position du macrocycle 'oxydation a lieu, néanmoins elle se produit trés probablement sur
les carbones en a de ’amine portant le furane car ces positions sont les plus activées. On remarque aussi
que 'oxydation de 16¢ et 16d pour donner la fonction imide entraine manifestement une contrainte sur
le macrocycle qui rend la chélation du fer impossible, provoquant alors le départ du centre métallique;
en ’absence de ce dernier, la liaison avec le furane s’hydrolyse et 16e est libéré. Le méme phénomeéne
se produit lors de I'élimination du furane au sein de 16f : la substitution de 'amine secondaire par
une fonction formyle empéche la coordination de 'ion fer(II) et méne a la formation du ligand 16g

Quelles que soient toutes les espéces oxydées issues de 16b, la présence certaine de 16c¢ et 16d en
solution peut expliquer pourquoi la diminution de la bande MLCT n’est pas aussi marquée que dans le
cas de 8. En effet, au sein de ces complexes, le furane reste lié au macrocycle et peut donc se coordiner
au cation métallique, menant & un complexe bas spin d’absorption importante.

L’oxydation de 16b (voie de gauche) et la formation de 16g (voie du milieu) se produisent, cepen-
dant on peut se demander s’il s’agit des seuls mécanismes d’évolution de 16b. Pour cela, le brut de la
réaction a été hydrolysé de fagon artificielle par ’ajout d’une solution de soude; les seuls produits ob-
servés par spectrométrie de masse sont alors les ligands 16e et DPTACN. Si 'origine de 16e est connue,
le DPTACN ne peut provenir que de la fragmentation de 16b sans oxydation du macrocycle, via 16g
par exemple. Ainsi, si 16b donne lieu a d’autres espéces que celles observées, ces molécules, invisibles
par spectrométrie de masse, sont hydrolysées en milieu basique pour donner 16e et le DPTACN.

On peut finalement se demander pourquoi ’oxydation des complexes et I’élimination du furane en
lieu et place de celle de 6 ont lieu dans le cas de 16, alors qu’elles n’avaient pas été observées pour 8.
La raison peut étre que le furane promeut I'oxydation du macrocycle et est un bien meilleur nucléofuge
que 6. En effet, la substitution de I’amine secondaire par un furane et la coordination de ce dernier sur
le centre métallique peuvent favoriser ’adoption de conformations plus réactives ; de plus, le furane est
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connu pour étre un trés bon électrophile.

5 Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, j’ai présenté les résultats obtenus pour cette deuxiéme génération de complexes
basés sur une architecture Katritzky. Cinq nouveaux complexes ont été préparés, selon une méthodo-
logie originale ; sur ces cinq dérivés, seuls quatre ont pu étre isolés, dont trois ont montré une stabilité
suffisante pour étre utilisés en milieu aqueux. Au final, seule une molécule, 16, présente les qualités
attendues de stabilité en présence du groupement nitro déclencheur et de fragmentation rapide une fois
ce déclencheur réduit par hydrogénation catalytique. Ce complexe s’effondre trés rapidement une fois
activé, et notamment plus vite que 8, ce qui était I'objectif de cette étude. Cependant, le mécanisme
de fragmentation de 16 est assez complexe et fait apparaitre une oxydation du macrocycle en paralléle
de I'élimination du furane. En plus d’étre a l'origine d’une réponse magnétogénique moins marquée
que dans les exemples précédents, ce phénoméne pose la question de la toxicité d’un tel complexe et
de sa compatibilité avec le milieu biologique.

Si l'on fait le bilan de tous les complexes basés sur une architecture Katritzky qui ont été préparés
et étudiés, on peut constater que les propriétés de stabilité des complexes initiaux (8, 12, 14-18 parmi
d’autres) et d’auto-effondrement des molécules réduites sont trés dépendantes a la fois de 'azole et
de 'espaceur éliminant utilisé. Ainsi, un méme azole dans deux complexes différents peut mener a
une molécule stable ou & une espéce qui s’hydrolyse spontanément. De la méme maniére, un espaceur
peut montrer tout un éventail de comportements selon 'azole auquel il sera associé, allant d’une
espéce initiale instable & un produit de réduction qui ne se fragmente pas. De plus, le changement
de déclencheur s’accompagne d’une perte de stabilité (cas de la molécule 9, voir Figure 2.9 page 47).
Méme si la majorité de ces comportements a pu étre expliquée, la conception de sondes magnétogénes
basées sur une architecture Katritzky oblige donc a prendre en compte de nombreux parameétres et
A préparer et tester plusieurs déclinaisons, dans l’espoir que 1'une d’entre elles aura les propriétés de
stabilité et de magnétogénése désirées. Cette approche empirique n’est clairement pas la plus simple
pour une production efficace de résultats d’imagerie moléculaire. Dans la suite, I’équipe privilégiera
la conception et 'emploi d’autres plateformes plus versatiles pour parvenir plus rapidement et plus
fiablement & des sondes utilisables dans le milieu biologique.

Enfin, on peut toujours envisager d’appliquer la sonde magnétogéne 16 pour visualiser les cellules
humaines hypoxiques. Ces cellules qui souffrent d’un apport en dioxygéne trés réduit par rapport a
la moyenne sont souvent retrouvées dans les tumeurs, ot la vascularisation anarchique peut conduire
a des zones peu irriguées et donc "asphyxices".[2%4 Au sein de celles-ci, les enzymes de la famille des
réductases sont surexprimées, et parmi elles la nitroréductase, qui comme son nom l'indique catalyse
la réduction d’un groupement nitro en hydroxylamine puis en amine. Le déclencheur 2-nitrofurane est
trés adapté au ciblage de cette enzyme : des pro-médicaments et des sondes fluorogénes contiennent
cette unité aromatique et ont montré une bonne réponse in vitro et in cellulo dans les millieux privés
de dioxygéne.[204’208] Le complexe 16 devrait donc convenir & cet objectif; il est méme possible que
les conditions trés réductrices des cellules hypoxiques préviennent toute oxydation de la molécule et
permettent d’observer une réponse magnétogénique plus intéressante que celle mise en évidence lors
de notre étude in vitro.
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Chapitre 4

Nouveaux complexes comportant une
amidine pour I’étude in vitro d’activités
enzymatiques

Une des deux stratégies de conception de sondes magnétogénes que j’ai présentées consiste a profiter
de la protonation d’un ligand pour ouvrir la sphére de coordination et changer d’état de spin (voir page
47). A ce titre, le complexe diamagnétique 10 contenant une amidine avait démontré des propriétés
intéressantes : aprés réduction de son groupement nitro déclencheur par le dithionite de sodium, la
molécule s’effondre pour libérer I'espéce 11 qui, & la faveur d’une protonation en milieu acide, se
transforme en 11° paramagnétique (Figure 2.10A).1971 Comme je l’avais noté, de tels complexes ne
peuvent pas étre employés pour I'imagerie moléculaire in vivo, mais leur utilisation pour la détection
et la quantification in vitro d’activités enzymatiques reste tout a fait possible. L’adaptation de 10 pour
préparer des sondes moléculaires ciblant des enzymes d’'intérét devrait nous permettre d’atteindre cet
objectif.

Dans le passé, 'équipe a congu des sondes fluorogénes et magnétogénes pour des enzymes dites
modeles : leucine aminopeptidase, 145 209 pénicilline G amidasel'9% 2100 et S-galactosidase.[20% 211 En
plus d’appartenir a trois familles différentes (peptidases, amidases et glycosidases), ces enzymes clivent
toutes un substrat simple, ce qui permet une synthése plus facile de sondes moléculaires spécifiques;
c’est la raison principale pour laquelle nous nous y intéressons en premier lieu. Ainsi, les complexes
19, 20 et 21 (voir Figure 4.1) seront mes molécules cibles dans ce projet. Je présenterai tout d’abord
leur synthése et I’étude des propriétés magnétogéniques que j’en ai faites.

Ces molécules sont destinées a la détection in vitro d’activités enzymatiques en vue d’une applica-
tion diagnostique. Or, les équipements utilisés couramment dans le domaine médical fonctionnent, dans
un souci de cofits réduits et de plus grande maniabilité, a de bas voire trés bas champs magnétiques par
rapport a ceux employés dans les laboratoires de chimie, et avec lesquels les sondes magnétogénes ont
été caractérisées jusqu’a présent. Par exemple, il est courant de voir dans les hopitaux des dispositifs
basés sur des aimants permanents, dont le champ magnétique généré est inférieur & 1 T, alors qu’en
recherche sont utilisés en majorité des aimants supraconducteurs beaucoup plus puissants mais aussi
d’entretien bien plus délicat. Il est donc pertinent d’étudier le comportement de nos complexes en
présence de champs magnétiques moins intenses afin de vérifier que leur comportement est similaire.
Pour cela, j’ai réalisé des mesures de relaxivité a bas champs & I'Institut Nanosciences et Cryogénie
(INAC) sur le site du Commissariat aux Energies Alternatives (CEA) de Grenoble, avec I'aide du
docteur Pascal Fries de ’équipe de Marinella Mazzanti. Je présenterai ces résultats briévement.

Une fois assurés que le comportement de nos sondes magnétogénes était satisfaisant dans des
conditions de champ magnétique peu intense, il était possible de réaliser les premiers essais de détection
enzymatique in vitro. L’équipe collabore depuis plusieurs années avec le laboratoire CREATIS de
I'INSA de Lyon, et en particulier avec le docteur Olivier Beuf, pour réaliser les images IRM utiles a la
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CHAPITRE 4 : NOUVEAUX COMPLEXES COMPORTANT UNE AMIDINE POUR L’ETUDE
IN VITRO D’ACTIVITES ENZYMATIQUES
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FIGURE 4.1 : Cibles moléculaires : complexes 19, 20 et 21 sensibles respectivement & la leucine
aminopeptidase, a la pénicilline G amidase et a la 8-galactosidase.

caractérisation de nos complexes grace a leur équipement dédié au petit animal.[144 183, 190, 212] (vegy
donc tout naturellement vers eux que nous nous sommes tournés en premier lieu. Ils ont con¢u un
dispositif permettant 'imagerie et la mesure du temps de relaxation longitudinale de solutions dans de
petits volumes (de l'ordre de la cinquantaine de microlitres). Aprés avoir exposé l'intérét et les enjeux
du diagnostic médical assisté par résonance magnétique et les approches décrites dans la littérature,
je présenterai ce nouvel appareil et les résultats qu’il nous a permis d’acquérir, ainsi que les limites de
cette premiere tentative.

Enfin, nous avons pu initier récemment une collaboration avec deux équipes allemandes de pre-
mier plan : le groupe du docteur Bernhard Bliimich de la Rheinisch-Westfilische Technische Hochschule
(RWTH) d’Aix-la-Chapelle, spécialiste de la conception de micro-aimants,[213: 211 et ’équipe du profes-
seur Jan Korvink basée au Karlsruhe Institut fiir Technologie (KIT), renommeée dans la spectrométrie
RMN pour des micro-volumes.[215-217] Je présenterai brievement les prémices de ce projet que je trouve
extrémement prometteur.
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1. SYNTHESE DES COMPLEXES

1 Synthése des complexes

La préparation de la molécule modéle 10 avait été accomplie grace a la complexation du ligand
correspondant, qui lui-méme résultait de I’assemblage de trois synthons : le macrocycle DPTACN,
le chlorhydrate de la 2-chlorométhyl-1,4,5,6-tétrahydropyrimidine 22 (unité comportant la fonction
amidine) et le chloroformiate de p-nitrobenzyle.'97 Deux séquences d’association de ces trois parties
avaient été testées avec succes (voir Figure 4.2) : dans un cas, 22 est utilisé directement pour alkyler
le DPTACN et donner 23, puis 'amidine est carbamylée & 1’aide du chloroformiate. Dans I'autre, 22
est carbamylé pour donner un nouveau synthon qui peut alkyler le macrocycle. Ces deux stratégies
présentent chacune des avantages et des inconvénients :

2\
e N\) NO,
N O\/©/
DPTACN \n/
(o)
N  _NH, HCI

alkylation

J/ alkylation
Cl 22

. | N\)j\ carbamylation Ck/ \) complexation
7

23

FIGURE 4.2 : Différentes voies de synthése du complexe 10.[144, 197]

— Dans le premier cas, la fonction amidine est présente sous une forme déprotonée pendant un
temps important (’alkylation dure une nuit entiére). Or, les amidines sous forme déprotonée
présentent une forte affinité pour le dioxyde de carbone; une fois carbamylée par le COq, une
unité amidine n’est plus capable de réagir avec le chloroformiate. Le travail en conditions trés
pauvres en COq est donc indispensable pour garantir un rendement suffisant.

— Dans la deuxiéme séquence, le synthon portant I’amidine carbamylée est trés sensible & ’hy-
drolyse, alors que ni 22 ni le ligand final ne le sont.[!44 Un milieu trés anhydre est donc requis
pour obtenir la molécule souhaitée, notamment lors de ’alkylation de ce synthon qui dure aussi
une nuit entiére. Néanmoins, la carbamylation de 22 étant trés rapide, la sensibilité vis & vis
du COg3 ne pose pas de problémes.

De meilleurs rendements avaient été obtenus via la seconde voie de synthése. De plus, dans le premier
cas, un large excés de chloroformiate était utilisé pour tenter de déplacer le dioxyde de carbone; or, si
le chloroformiate de p-nitrobenzyle est un réactif commercial, j’utiliserai ici des synthons que j’aurai
préalablement préparés. Afin de réduire I'effort de synthése et d’économiser les réactifs, j’ai donc retenu
la deuxiéme séquence.

Je vais maintenant présenter la synthése des trois parties composant les ligands menant & 19, 20 et
21. Au sujet de la molécule 22, je me contenterai de préciser qu’elle se prépare selon une méthodologie
en deux étapes mise au point par Faycal Touti et déja publicel’®7l: il est a noter que la premiére
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étape requiert la production et 'utilisation immédiate de chlorure d’hydrogéne gazeux, ce qui pose des
problémes de toxicité et d’adaptabilité & grande échelle. Par ailleurs, 22 se conserve sous vide pour
éviter sa réaction avec l'eau et le dioxyde de carbone. Je ne parlerai donc dans la suite que de la
synthése du DPTACN et des synthons avec lesquels 22 a été carbamylé.

1.1 Synthése du DPTACN

Le DPTACN est la plateforme de toutes nos sondes magnétogénes, mais il s’agit déja d’une molécule
assez complexe. Vue notre nécessité de disposer de quantités relativement grandes de ce macrocycle
substitué de fagon dissymétrique, I'identification d’une voie de synthése efficace est indispensable. En
effet, 'obtention réguliére de plusieurs grammes de DPTACN est requise pour plusieurs raisons :

— La sensibilité trés réduite de 'TRM nous oblige a travailler & des concentrations finales millimo-
laires ; compte tenu des volumes considérés, chaque essai de magnétogénése consomme environ
un ou deux milligrammes de sonde. Il faut aussi ajouter les quantités nécessaires aux analyses
complémentaires (mesures de moment magnétique, analyses élémentaires, etc...)

— L’utilisation des sondes sous forme microcristalline est requise pour bénéficier d’espéces réelle-
ment diamagnétiques; il s’agit en effet du seul moyen de s’affranchir de la pollution par des sels
métalliques paramagnétiques. Méme si la cristallisation est souvent superflue de nos jours en
chimie organique, elle est au contraire toujours indispensable en chimie inorganique. Cependant,
ce processus n’est que rarement quantitatif.

— Les tentatives de cristallisation ont lieu sur les sondes finales, produits de nombreuses étapes
de synthése qui elles-mémes ne sont pas quantitatives. Si cette limitation est moins prégnante
pour les sondes basées sur une architecture Katritzky car la synthése est convergente, les autres
complexes sont davantage préparés de maniére linéaire et les rendements & partir du DPTACN
sont plus faibles.

L’équipe a donc cherché une voie de synthése efficace du DPTACN. Plusieurs approches sont
rapportées dans la littérature ; toutes impliquent une dissymétrisation du TACN, avec des rendements
réduits.[183 2181 Compte tenu des quantités de DPTACN que l'on désire obtenir, nos besoins en TACN
sont plus conséquents encore ; le prix élevé de ce macrocycle (le gramme de trichlorhydrate de TACN
cotite environ 100 euros) nous oblige & le préparer nous-mémes a grande échelle. Via un protocole
suivant la voie traditionnelle de Richman et Atkins (voir Figure 4.3),[219] 50 grammes de TACN, 3 HCI
peuvent étre obtenus rapidement (en deux semaines) avec un rendement global de 43%.

HaN ~ N A~ NH, /\/OH
N HO
TsCl, pyridine TsCl, pyridine
TSHN o~ . NHTs EtONa, EtOH TNaN o~ A~ NNaTs VY on
_ >
TsO

Ts Ts

Y hso, N )
HN ,3HC| -=—— TsN

NH\) NTs
FIGURE 4.3 : Synthese du TACN, 3 HCI selon la méthodologie de Richman et Atkins.[219]

La dissymétrisation peut ensuite étre réalisée de trois maniéres (voir Figure 4.4) :

— La formation en deux étapes du N,N’,N-orthoamide du TACN, suivie par une premiére puis
une deuxiéme alkylation avec le chlorhydrate du chlorure de picolyle, et enfin I’hydrolyse de la

62



1. SYNTHESE DES COMPLEXES

fonction formyle pour donner le DPTACN (5 étapes).[183]

— La di-protection sélective du TACN a laide de réactifs spécifiques comme le Boc-ON (2-(t-
butyloxycarbonyloxyimino)-2-phénylacétonitrile) suivie par la protection orthogonale de la troi-
siéme fonction amine, puis la déprotection des deux premiéres amines, leur alkylation et enfin
la déprotection de la derniére amine (5 étapes).

— L’alkylation directe du TACN a ’aide du chlorhydrate du chlorure de picolyle pour donner un
mélange purifiable de TPTACN, DPTACN et MPTACN (une seule étape).[218]

G B BN B I
S G S S S e

DPTACN

Py
i PN B
o) il sl Cu 3)

MPTACN DPTACN TPTACN

FIGURE 4.4 : Différentes voies de synthése du DPTACN envisagées.

La premiére voie a été utilisée dans ’équipe au cours des premiéres années; le protocole est long
mais le rendement de chaque étape est bon et les purifications trés faciles. L’alkylation directe du
TACN (la troisiéme approche) avait été décrite comme une réaction de rendement faible et difficilement
reproductiblel?’®l ; le docteur Yevgen Berezhanskyy a réalisé un important travail d’optimisation qui
permet maintenant I'obtention du DPTACN avec des rendements corrects (autour de 40%) et de fagon
trés reproductible. Les parameétres clés sont une addition trés lente (sur une vingtaine d’heures) d’une
base carbonatée sur une solution contenant le TACN, 3 HCI et le chlorhydrate du chlorure de picolyle
en proportions stoechiométriques, une réaction menée dans le solvant eau a 60°C, et une séparation
efficace des différents produits d’alkylation par chromatographie sur une colonne d’alumine basique
de taille calibrée. Bien qu’'un temps d’adaptation soit nécessaire pour maitriser toutes les subtilités de
cette réaction (ce que j’ai pu observer avec mes deux premiers stagiaires, Kévin Ollivier et Siffedine
Aouina), elle permet d’obtenir rapidement (en deux jours) des quantités raisonnables de DPTACN (un
gramme environ), avec une bonne pureté; c’est cette voie que j’ai intensivement utilisée.

Afin de rendre plus efficace encore la synthése de cette plateforme cruciale, une méthodologie
originale a été développée dans 1'équipe par le docteur Guillaume Gros (voir Figure 4.5).[220] Inspi-
rée des travaux menés a I'Institut de Chimie Moléculaire de I’Université de Bourgogne (ICMUB) de
Dijon, 1221 222] cette stratégie consiste a s’affranchir du passage par le TACN pour former directement
le DPTACN & partir de précurseurs simples. Cette méthode a montré des résultats trés prometteurs
pour la préparation de TACN substitués par des fonctions benzyles, cependant le remplacement par
des groupements picolyles complexifie la synthése, au point que dans mes mains, la derniére étape
de déprotection de la fonction p-méthoxybenzyle s’est montrée trés délicate. Pour cette raison, j’ai
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conservé a regrets la route plus classique de dialkylation du TACN.
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FIGURE 4.5 : Synthése alternative du DPTACN développée dans I'équipe.220]

1.2 Synthése des unités carbamylantes

Pour chacune des sondes 19, 20 et 21, il est nécessaire de carbamyler le synthon 22 avec une unité
contenant ’espaceur éliminant et le déclencheur, ce dernier étant si besoin sous une forme protégée.
Les molécules servant & former des carbamates & partir d’amines sont des intermédiaires généralement
obtenus a partir d’alcools ; selon leur nature, ils peuvent ou non étre isolés.[?23 Les plus connus sont
les chloroformiates, dont j’ai déja donné un exemple, mais leur préparation exige ’emploi de dérivés
du phosgéne, connus pour leur grande toxicité. Des stratégies plus siires ont été développées, ou le
nucléofuge n’est pas un chlorure.

Les alcools 24, 25 et 26 ont été préparés (voir Figure 4.6). Pour les deux premiers, aucune difficulté
n’est a relever; la formation de la liaison peptidique & partir de I'alcool p-aminobenzylique a été
réalisée sans soucis. Le rendement précisé pour la synthése de 24 est celui obtenu en présence du
groupement protecteur allyloxycarbonyle (Alloc) ; en effet, plusieurs groupes ont été testés et 1'usage
de cette fonction s’est révélé indispensable. Je reviendrai sur cet aspect plus tard (voir partie 1.3.3 page
68). Dans le cas de 26, 'utilisation de groupements Alloc a imposé le changement des groupements
protecteurs du sucre, selon une méthodologie inspirée de la littérature.224 225 Néanmoins, le travail
important réalisé pour 'obtention de 26 m’a poussé a laisser le complexe cible 21 de c6té pour me
consacrer en priorité aux complexes 19 et 20 plus faciles & préparer.

J’ai ensuite essayé d’activer les alcools 24 et 25 sous forme de chloroformiate a ’aide de triphosgéne.
Malgré I'essai de différentes conditions opératoires, je n’ai pas pu obtenir ’espéce désirée. Ce compor-
tement a déja été décrit?23l : lorsque la fonction benzylique est suffisamment activée, une réaction
intramoléculaire est favorisée et méne & I’évolution du chloroformiate pour former un chlorure benzy-
lique (voir Figure 4.7). J’ai donc choisi d’activer les alcools sous forme de carbonates de p-nitrophényle.
Cette approche présente en effet de nombreux avantages :

— La conversion des alcools est réalisée a 'aide du chloroformiate de p-nitrophényle, un réactif
commercial disponible sous forme solide, stable sur des temps longs et beaucoup moins toxique
que le triphosgéne, ce qui le rend d’usage beaucoup plus facile.[223]

— L’intermédiaire carbonate de p-nitrophényle peut étre obtenu avec de bons rendements (parfois
méme quasi-quantitatifs) et est peu sensible a ’hydrolyse ; il peut donc étre préparé en quanti-
tés importantes, isolé par chromatographie sur colonne de silice et conservé plusieurs mois au
réfrigérateur.

— L’intermédiaire posséde tout de méme un bon caractére électrophile vis a vis des amines.
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FIGURE 4.6 : V01e de synthése des alcools 24, 25 et 26.
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FIGURE 4.7 : Réaction intramoléculaire d’un chloroformiate benzylique pour former un chlorure.

— La carbamylation s’accompagne du départ d’un anion p-nitrophénolate, ce qui permet un suivi
aisé de la réaction de deux maniéres. D’abord qualitativement, car cet anion absorbe dans le
bleu, ce qui confére au milieu une couleur jaune trés vive qui s’intensifie au fur et & mesure
que la réaction progresse. Mais un suivi quantitatif peut aussi étre réalisé par spectrométrie
RMN sur le brut réactionnel : le déplacement chimique des protons phénoliques évolue de fagon
importante entre la forme carbonate et la forme phénolate libre, de plus dans une région du
spectre ol aucun autre pic ne se superpose, ce qui permet par intégration d’estimer facilement
les proportions relatives de réactif et de produit.

J’ai ainsi pu obtenir les synthons 27 et 28 de facon efficace & partir des alcools correspondants
(voir Figure 4.8).

1.3 Assemblage des synthons et obtention des complexes 19 et 20
1.3.1 Construction des ligands

La carbamylation de 22 a été réalisée a 1’aide des molécules 27 et 28 et de N,N’-diisopropyléthyl-
amine (DIPEA, Hiinig’s base ; voir Figure 4.9). A la fois la coloration du milieu réactionnel en jaune
et le déplacement des pics sur le spectre RMN attestent d’une conversion trés rapide. Cependant, la
consommation totale des synthons carbamylants (qui ici sont nos espéces limitantes, en raison du temps
plus important nécessaire a leur synthése et des quantités de matiére plus réduites dont on dispose)
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FIGURE 4.8 : Voie de synthése des carbonates activés 27 et 28.

n’est atteinte qu’aprés I'ajout de deux équivalents de 22 et d'un excés de DIPEA ; une température
plus élevée ou un temps de réaction plus long n’ont pas d’effets. Ce comportement a été observé de
fagon répétée et peut avoir deux origines :

— Une fraction du synthon 22 peut avoir réagi avec le dioxyde de carbone et ne pas étre disponible
pour la carbamylation désirée. Toutefois, la conservation sous vide, le chauffage préalable &
'utilisation en temps que réactif (la formation de carbonate par captation du COq est réversible a
haute température pour les amines)m@] et surtout ’emploi d’'une molécule fraichement préparée
permet de s’assurer que la dégradation est minime, méme s’il est malheureusement impossible
de le vérifier : aucune indication claire de la réaction de 22 avec le dioxyde de carbone n’a été
observée en spectroscopie RMN, de masse ou infrarouge.

— L’électrophilie du carbonate de p-nitrophényle n’est pas suffisante au vu de la faible nucléophilie
de I'amidine déprotonée par la DIPEA; un excés de carbonate est donc nécessaire afin de
déplacer I’équilibre dans le sens de la formation du carbamate. Cette hypothése me parait la
plus probable.
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FIGURE 4.9 : Voie de synthése des ligands issus de 27 et 28.
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Une fois 22 carbamylé, son alkylation sur le DPTACN a été réalisée. Elle doit s’effectuer in situ :
les amidines carbamylées ne sont pas isolables car elles sont trés sensibles a 'hydrolyse. Cependant,
alors que 'étape de carbamylation avait pu étre suivie facilement par des méthodes spectroscopiques,
I'avancement de cette réaction est beaucoup plus difficile & apprécier. En effet, afin de ne pas diminuer
le rendement, le DPTACN est ajouté en quantités stoechiométriques par rapport a la quantité totale de
synthon 22 utilisée, ce qui représente donc deux équivalents par rapport aux carbonates 27 et 28 ; afin
de garantir un excés de base, une quantité de DIPEA est aussi rajoutée. Comme le milieu réactionnel
comporte aussi des ions p-nitrophénolates issus de la carbamylation, un grand nombre d’espéces se
trouvent donc en solution, ce qui rend 'analyse difficile :

— Sur le spectre RMN, les protons du groupement méthyléne portant ’amidine carbamylée (en-

66



1. SYNTHESE DES COMPLEXES

tourés en rouge sur la Figure 4.9) sont difficilement identifiables, et ne semblent pas subir un
déplacement important entre les formes non-alkylées et la forme alkylées. Les autres protons
mis en jeu dans I'alkylation sont pour certains impossibles & attribuer clairement (c’est notam-
ment le cas de ceux du macrocycle TACN) et pour les autres demeurent trop peu impactés par
I’alkylation.

— L’analyse par spectrométrie de masse était trés prometteuse : elle nous permet souvent d’iden-
tifier facilement nos espéces macrocycliques dont le spectre RMN est délicat a interpréter en
raison des nombreuses conformations adoptées en solution. Cependant, les spectres de masse se
révelent relativement inutiles : sont identifiables le DPTACN et 23 (Figure 4.2), qui semblent
s’ioniser de fagon trés efficace, mais aucun pic pouvant correspondre au ligand désiré ou a un
produit de fragmentation n’a pu étre observé. Cette molécule peut avoir des difficultés a s’io-
niser, ou souffrir d’une instabilité trop importante dans la source. La seule information que
I’on peut tirer de ces spectres est donc la disparition du DPTACN et 'apparition de 23 au
cours du temps, ce qui permet d’intuiter par analogie I’avancement de I'alkylation de ’amidine
carbamylée, mais de fagon incertaine.

— Enfin, comme on 1’observe habituellement avec ces molécules trés polaires, il est peu évident de
suivre la réaction par chromatographie sur couche mince (CCM) : la migration est trés difficile
sur le gel de silice et s’effectue de maniére similaire pour les différentes espéces sur I’alumine
traitée.

A Tissue d’un temps de réaction raisonnable (une nuit en conditions anhydres et a la température
de 30°C), j’ai tenté d’isoler les ligands pour réaliser leur complexation dans des conditions favorables.
Toutefois, je ne suis pas parvenu & réaliser la purification : manifestement, le ligand cible n’est pas
identifiable de fagon certaine en solution (voir plus haut) et/ou n’est pas stable lors d’une extraction
ou d’une chromatographie sur colonne. Devant ces échecs, j’ai donc décidé de ne pas réaliser 1’isolation
des ligands pour réaliser I’étape de complexation directement avec le brut réactionnel.

1.3.2 Complexation du milieu réactionnel et purification

Apreés un changement de solvant en faveur de I’acétonitrile sec, capable a la fois de dissoudre tous les
réactifs et de stabiliser les complexes de coordination, et un dégazage du milieu, j’ai ajouté plusieurs
équivalents de sels de fer(II), sous forme de tétrafluoroborate de fer(II) hexahydraté. Ici encore, il
est difficile de suivre la réaction : alors que ’analyse par RMN est impossible du fait de la présence
d’espéces paramagnétiques et que les espéces en jeu sont retenues sur la ligne de base des CCM, la
spectrométrie de masse ne permet d’observer que la complexation de 23 (aucun pic correspondant a
29 ou a un de ses adduits ou produits de dégradation n’a pu étre observé).

J’ai alors réalisé la purification du trés complexe brut réactionnel par chromatographie en phase
inverse. Aprés avoir éliminé de grandes quantités d’espéces diverses peu retenues sur la colonne (sels de
fer, molécules organiques, complexes, etc...), j’ai pu a ma grande joie identifier dans certaines fractions
les complexes 20 et 29 (voir Figure 4.10). Néanmoins, 20 présente une rétention assez faible sur la
silice greffée : il sera difficile de I'isoler efficacement par cette voie. L’optimisation de protocoles de
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) pourrait permettre de préparer 20 de fagon
suffisamment pure pour réaliser la suite de I’étude dans de bonnes conditions; j’ai choisi de ne pas
réaliser ce travail car & ce moment 'appareil était trés utilisé, mais cela reste un objectif intéressant
pour I’équipe.

Le complexe 29 est quant a lui mieux retenu : la présence des unités apolaires terminales que
sont la chaine latérale isobutyle de la leucine et la chaine allyle du groupement protecteur assure
manifestement une interaction hydrophobe plus efficace que I'unité benzyle de 20. La purification de
29 étant (légérement) plus aisée, j’ai décidé de concentrer mes efforts sur la synthése ce ce complexe.
J’ai pu en obtenir jusqu’a 95 mg en une tentative, ce qui représente un rendement sur les trois derniéres
étapes (carbamylation, alkylation et complexation) de I'ordre de 10%. Cette valeur relativement faible
est tout de méme proche de celles rapportées pour la synthése des complexes Katritzky.!190: 193]
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FIGURE 4.10 : Structure du complexe 29, version protégée par un groupement Alloc de 19.
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1.3.3 Déprotection finale et obtention de 19

Il restait toutefois & mener la déprotection de 29 pour libérer ’amine terminale de la leucine et
permettre sa reconnaissance par la leucine aminopeptidase.

L’identification d’un groupement protecteur convenable n’a pas été simple. En effet, mes différents
essais ont montré que les complexes comportant une amidine carbamylée possédent plusieurs fonctions
trés sensibles 4 de nombreuses conditions classiques de déprotection des fonctions amines :

— Le complexe de fer(II) en lui-méme ne résiste pas a des conditions acides trop prononcées né-
cessaires pour le clivage d’un groupement ¢-butyloxycarbonyle (Boc), notamment avec I’emploi
de l'acide trifluoroacétique.

— Le lien carbamate entre I’amidine et ’espaceur est trés électrophile et peut étre détruit en mi-
lieu basique, y compris dans les solvants organiques, par exemple lors de 'utilisation de pipéri-
dine dans le diméthylformamide (DMF) pour déprotéger une unité 9-fluorénylméthoxycarbonyle
(Fmoc) ou de carbonate de potassium dans le méthanol pour retirer un trifluoroacétyle (Tfa).

— La liaison benzylique au sein de ’espaceur est sensible & 'hydrogénation catalytique, la méthode
de choix pour libérer une amine d’un groupe benzyloxycarbonyle (Cbz).

De plus, il est malheureusement impossible de s’affranchir de cette déprotection au niveau du
complexe. Etant donné que le ligand n’est que difficilement identifiable par les méthodes d’analyse
dont on dispose, la déprotection ne peut étre réalisée sur cet intermédiaire car il serait impossible de
la suivre. Un clivage plus en amont n’est pas envisageable non plus car la carbamylation et ’alkylation
pourraient alors avoir lieu sur ’amine primaire non protégée.

Je me suis tourné vers le groupement Alloc. Cette unité dont l'installation est facile (le chlorofor-
miate correspondant est commercial et d’usage facile) permet des conditions de clivage trés douces :
un complexe de palladium(0) introduit en quantité catalytique permet l'activation électrophile de la
chaine allyle via sa complexation sur le métal ; un nucléophile peut alors attaquer la chaine carbonée
et libérer I'ion carbamate, qui produit spontanément du dioxyde de carbone et 'amine (voir Figure
4.11A).[227] Le nucléophile joue le role d’allyl scavenger ; ce peut étre une amine, un ion carboxylate,
un hydrure (via 'utilisation de I’hydrure de tributylétain par exemple), ou une espéce beaucoup plus
sélective comme D'acide 1,3-diméthylbarbiturique (Figure 4.11B).[2287 229 Ce diimide agit comme un
acide tres faible (pKa ~ 8) : sous sa forme déprotonée, il est suffisamment nucléophile pour attaquer
la chaine allyle coordinée et s’alkyler, mais il est inoffensif vis & vis des électrophiles courants. De plus,
son utilisation en excés permet d’éviter ’allylation de ’amine tout juste déprotégée.
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FIGURE 4.11 : A. Mécanisme de déprotection du groupement Alloc & 'aide de palladium en quantité
catalytique et d’un nucléophile en exces. B. Structure de 'acide 1,3-diméthylbarbiturique.
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L’utilisation de plusieurs équivalents d’acide 1,3-diméthylbarbiturique et d'une quantité catalytique
de tétrakis(triphénylphosphine) de palladium(0) dans un solvant anhydre et dégazé a permis la dépro-
tection de 29 pour donner le complexe cible 19. La réaction peut étre suivie par spectrométrie de
masse en utilisant une méthode optimisée ot les conditions d’ionisation sont particuliérement douces.
Dans mes mains, elle s’est révélée assez capricieuse : elle semble mieux fonctionner avec de "grandes"
quantités (de 'ordre de 10 mg) et la quantité du complexe de palladium ajoutée ne doit étre ni trop
faible (pour que la réaction progresse), ni trop grande (j’assiste alors a la dégradation du complexe,
probablement par remplacement du fer(IT) par le palladium ou & cause de réactions parasites). De plus,
la quantité d’allyl scavenger utilisée doit étre bien choisie. Néanmoins, je n’ai pas observé la formation
d’amine allylée, signe que les conditions opératoires sont bonnes et que la difficulté de la déprotection
est due a la complexité et a la grande sensibilité de 19 et 29 (voir plus haut). Enfin, la purification
du milieu réactionnel peut étre réalisée par une nouvelle chromatographie en phase inverse et la cible
19 est obtenue, avec toutefois des rendements toujours faibles sur cette derniére étape (entre 0 et
30%). Disposant de seulement une dizaine de milligrammes de produit, je ne suis malheureusement
pas parvenu & en obtenir des monocristaux.

Au cours de cette partie, j’ai pu montrer que la synthése des complexes comportant une fonction
amidine et destinés a la détection in wvitro d’activités enzymatiques était assez complexe, notamment
si on la compare a la préparation des molécules précédemment étudiées dans I’équipe (8 et 10, 14 a
18). En particulier, I'identification difficile voire impossible des produits de réaction par les méthodes
spectroscopiques dont on dispose au laboratoire (RMN, spectrométrie de masse), la nécessité systéma-
tique de conditions anhydres et dégazées pour ne pas subir de dégradation et le caractére laborieux
des purifications rendent la synthése trés hasardeuse. Toutefois, j’ai pu isoler des quantités suffisantes
du complexe 19 pour réaliser une étude partielle des propriétés magnétogéniques.
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2 Etude du caractére magnétogénique du complexe 19

2.1 Confirmation de la structure et propriétés magnétiques en solution

Avant de vérifier le caractére magnétogénique de 19, il est important de s’assurer que 1’on dispose
bien de la molécule désirée. L’échantillon obtenu a été analysé & I'aide des spectrométries RMN et
de masse. Le spectre RMN présente des pics assez élargis, notamment dans la région ou les protons
du macrocycle sont habituellement observés. Ce comportement est observé pour tous les complexes
de fer(IT) diamagnétiques dont le ligand est basé sur le TACNI183, 190, 193, 197 - ] est principalement
dii aux multiples conformations que le macrocycle adopte en solution, ainsi qu’aux effets du léger
paramagnétisme résiduel (un faible moment magnétique subsiste en solution, comme je 1’ai déja précisé
a la page 42). Toutefois, il est possible d’identifier de nombreux pics caractéristiques, notamment dans
les régions de hauts déplacements chimiques (protons aromatiques de I'espaceur et des pyridines) et
de bas ppm (chaine isobutyle de la leucine). De plus, le spectre est contenu dans l'intervalle habituel
0 - 10 ppm, ce qui est un indice fort que 19 est diamagnétique. Quant au spectre de masse, il est peu
bruité et montre un certain nombre d’adduits qui attestent de la présence de la structure attendue;
il fait bien apparaitre la fragilité de la liaison benzylique et du carbamate que j’avais déja notée (voir
page 68).

Le moment magnétique de 19 en solution aqueuse a été mesuré grace a la méthode d’Evans!!99: 200]

et vaut 1,01 pp. Les échantillons microcristallins de complexes diamagnétiques étudiés auparavant,
comme 5,184 10197 ou 15[193] presentaient des valeurs légerement inférieures, de ordre de 0,9 pp ; le
faible écart peut s’expliquer par le caractére non cristallin de 19 et la présence d’impuretés paramagné-
tiques telles que des sels de fer résiduels. Le temps de relaxation longitudinale d’une solution de 19 & la
concentration de 4 mM est de 2,86 s, ce qui correspond & une valeur de relaxivité ry trés faible d’envi-
ron 0,006 mM~1.s™!, proche de celles mesurées habituellement pour nos composés diamagnétiques.[144]
Enfin, le spectre d’absorption UV-visible de 19 réalisé dans l’eau pure a température ambiante fait
apparaitre une bande MLCT similaire (en termes d’allure, de coefficient d’extinction molaire et de
longueur d’onde d’absorption maximale) & celle des autres complexes bas spin, et en particulier de 10.
Toutes ces indications prouvent que 19 est un complexe bas spin de fer(II).

Le remplacement du groupement nitro de 10 par une amine acylée n’a donc aucun effet sur les
propriétés magnétiques du complexe. Méme s’il est vrai que ces propriétés sont uniquement dues au
complexe macrocyclique de fer(II) qui est inchangé entre les deux molécules, cela confirme que 10
constitue une plateforme pour la conception de sondes magnétogénes et que la seule limitation pour la
conception de sondes enzymatiques est la capacité a synthétiser ces molécules complexes de maniére
efficace. Une grande variété de déclencheurs, donc de substrats enzymatiques, peut a priori étre utilisé,
ce qui constitue un avantage conséquent par rapport a la stratégie Katritzky (voir page 47).

2.2 Essais d’activation enzymatique de 19

J’ai ensuite tenté 'activation de 19 a 'aide de leucine aminopeptidase purifiée pour vérifier le
caractére magnétogénique de ce complexe. La réaction a été suivie par spectrométrie de masse : la
molécule 19, stable dans le PBS & 37°C pendant plusieurs heures, est hydrolysée pour donner I'aniline
10a, qui elle-méme subit I’auto-effondrement de ’espaceur pour donner 11 de la méme maniére qu’il
avait été rapporté pour 10 (voir page 48). Tous les intermédiaires observables, c¢’est-a-dire tous les pro-
duits indiqués sur la Figure 4.12 & ’exception du dioxyde de carbone, ont pu étre identifiés. Toutefois,
10b n’est pas directement reconnaissable : comme précédemment, une décarboxylation se produit dans
la source d’ionisation, y compris dans les conditions douces que I'on utilise, et ce complexe apparait
comme le complexe 11. Quant & ’étude en spectroscopie d’absorption UV-visible, elle a montré une
lente évolution de la bande MLCT.

La réduction importante du temps de relaxation longitudinale d’une solution millimolaire de sonde
aprés I'addition de I’enzyme et 'acidification du milieu constitue la preuve réelle du caractére magné-
togénique. J’ai pu réaliser deux tentatives de magnétogénése. Pour suivre la conversion enzymatique,
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FIGURE 4.12 : Mécanisme d’activation de 19, supposé d’aprés 'analyse par spectrométrie de masse.

j’ai effectué & intervalles réguliers des prises de petits volumes de milieu réactionnel que j’ai ensuite
diluées dans l’eau pour acquérir le spectre de masse (une concentration de 4 mM est beaucoup trop
importante pour la méthode d’analyse trés sensible qu’est la spectrométrie de masse). Toutefois, 1'aci-
dification du milieu, réalisée aprés avoir observé la fin de I’hydrolyse et laissé un délai permettant la
décarboxylation, n’a entrainé aucune évolution claire du 77 ou de la couleur de la solution (la magné-
togénése s’accompagne toujours d’une décoloration importante de 'orange foncé au jaune clair due a
la baisse d’intensité de la bande MLCT).

L’explication la plus simple est que la décarboxylation n’était pas achevée lorsque j’ai acidifié le
milieu réactionnel. Or, I’élimination du dioxyde de carbone de ’amidine est trés sensible au pH et
a la température : dans le cas de 10, alors que ce phénomeéne est rapide & un pH neutre (6,5) et a
température ambiante, il nécessite un chauffage & 100°C long de plus d’une heure lorsque le milieu
posséde un pH acide de 3.114%4 1971 1] egt possible que P'utilisation du PBS en lieu et place de l'eau
distillée employée pour les essais de 10 ralentisse la décarboxylation : les ions sodium et chlorure,
présents en grande proportion par rapport a la sonde (137 mM contre 4 mM), peuvent stabiliser 10b ;
de plus, des comportements magnétogéniques trés différents selon le tampon pH utilisé (phosphate,
citrate, HEPES, etc...) ont déja été rapportés pour d’autres complexes, dont 9 (voir page 47).

Afin de rationaliser ces comportements et d’identifier des conditions (délai avant I’acidification du
milieu, volume d’acide concentré & ajouter pour observer un basculement de pH et de 77 suffisant, voire
éventuellement ’emploi d’un tampon particulier) permettant de réaliser la magnétogénése de fagon cer-
taine et reproductible, de nouveaux essais de magnétogénése sont nécessaires. Toutefois, ces tentatives
requiérent chacune une quantité importante de sonde (environ 1,5 milligrammes). J’ai essayé plusieurs
fois de reproduire la synthése de 19 que j’ai décrite plus haut, afin de disposer d’une masse suffisante
pour mener tous les essais et, dans I'idéal, obtenir des monocristaux trés purs de 19; cependant, au-
cune tentative n’a abouti. J’ai décidé de remiser cet objectif pour le moment et d’entreprendre d’autres
projets d’apparence moins hasardeuse, mais je reste convaincu que I'objectif de concevoir des sondes
magnétogénes basées sur une fonction amidine et sensibles & une activité enzymatique est atteignable.
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3 Etude de la relaxivité des complexes de fer(II) en présence de bas
champs magnétiques

Les études des propriétés magnétiques de nos complexes ont été jusqu’a maintenant réalisées a 1’aide
des spectrométres RMN dont nous disposons au laboratoire : ces équipements générent un champ ma-
gnétique trés important, 7 T pour 'un (ce qui correspond & une fréquence de Larmor pour les protons
de 300 MHz) et 11,4 T pour lautre (500 MHz). Nous envisageons d’utiliser nos sondes magnétogénes
basées sur une amidine pour réaliser le diagnostic in vitro de pathologies; or, les équipements assurant
cette fonction profitent généralement d’un champ magnétique réduit, inférieur a 1 T (soit une fréquence
de Larmor inférieure a 40 MHz). Afin de nous assurer que nos molécules ont aussi des propriétés magné-
tiques intéressantes dans ces conditions, et d’approfondir par la méme occasion nos connaissances sur
ces complexes (la littérature ne comporte, & ma connaissance, aucune étude de relaxivité T} concernant
les complexes de coordination de fer(II)), nous avons donc décidé d’étudier les propriétés de relaxation
de nos sondes dans des conditions de bas champ magnétique. Etant donné que nous ne disposons pas
de I’équipement nécessaire au laboratoire, Jens Hasserodt m’a proposé de contacter le docteur Pas-
cal Fries, chercheur au CEA sur le site de Grenoble, pour réaliser les mesures dans ses locaux. C’est
donc avec un grand plaisir que j’ai pu me rendre le temps de deux aprés-midi & 'INAC, au ceeur du
foisonnant Polygone Scientifique de la capitale des Alpes.

La mesure de la relaxivité pour de faibles champs magnétiques nécessite notamment un équipement
spécial appelé relaxométre en champ cyclique. Elle permet d’obtenir le profil de dispersion de la réso-
nance magnétique nucléaire (Nuclear Magnetic Resonance Dispersion profile, abrégé en NMRD profile
ou profil NMRD), qui consiste en le tracé de la relaxivité pour différentes intensités de champ. Ce profil
permet de comprendre les phénoménes de relaxation mis en ceuvre et de concevoir des stratégies pour
optimiser ces processus et in fine augmenter la relaxivité.[149 2301 Avec Pascal Fries, nous avons acquis
le profil de deux complexes modéles : le Fe(TPTACN)?* 5, notre référence de complexe diamagnétique,
et la molécule 30 (voir Figure 4.14A), complexe paramagnétique analogue du Fe(DPTACN)?* 6 et
issu des travaux de la docteure Jinping Wang.[231l Alors que le premier est archétype d’une sonde
magnétogéne a 1’état non activé, le deuxiéme posséde des propriétés de relaxation a prior: similaires
aux sondes transformées par action enzymatique. Dans un premier temps, je présenterai briévement
le principe de ces mesures de relaxivité, puis j'exposerai les résultats que j’ai obtenus et les analyserai
succinctement.

3.1 Relaxométrie en champ cyclique

Toutes les mesures de temps de relaxation longitudinale que j’ai mentionnées jusqu’a maintenant ont
été réalisées grace a une séquence d’inversion-récupération (voir annexe A) en utilisant un spectrométre
RMN dont le champ magnétique est constant dans le temps. Si cette méthode convient parfaitement
pour des champs magnétiques supérieurs a 0,5 T, elle donne de trés mauvais résultats si elle est utilisée
pour des champs plus faibles.232] Ceci est da a un probléme de sensibilité de détection. En effet, la
valeur absolue de la magnétisation i (voir page 8) est proportionnelle & l'intensité du champ : dans
des champs peu intenses, p¢ sera petite et le signal électrique issu de la précession aprés basculement
dans le plan transverse sera de faible valeur et difficilement détectable. Il sera donc délicat, aprés la
réalisation de plusieurs séquences d’inversion-récupération avec différents délais 7, d’extraire la valeur
de T de facon fiable. Pour mesurer le temps de relaxation longitudinale dans des conditions de champ
faible, il est nécessaire d’adopter une autre stratégie.

La relaxométrie en champ cyclique permet de contourner cette limite de faible magnétisation en aug-
mentant artificiellement fugo¢.[23% 2331 La mesure ne s’effectue plus sous un champ magnétique constant :
au contraire, I’échantillon est soumis successivement & trois champs d’intensités différentes, ce qui forme
un cycle (voir Figure 4.13). Pour générer de tels champs pouvant changer rapidement, on emploie ha-
bituellement un électroaimant épaulé par un systéme de refroidissement performant.

L’échantillon est d’abord soumis & un champ magnétique intense (il vaut ici 0,8 T), appelé champ
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FIGURE 4.13 : Cycle de champ magnétique pour la mesure de la relaxivité en champ faible et
évolution de la magnétisation. Schéma inspiré de [233].

de polarisation B;Ol, durant un temps de 5 & 10 fois la valeur de 77 supposée. Ceci a pour effet de faire
croitre la magnétisation de fagcon importante (B, est grand) jusqu’a atteindre un plateau (le délai est
beaucoup plus long que T7).

Un deuxiéme champ, appelé champ de relaxation B:el, est alors appliqué : il s’agit du champ auquel
on souhaite mesurer la valeur de Ti. B¢ peut prendre des valeurs comprises entre By, (c’est le champ
le plus intense que I’appareil puisse générer sur un temps long) et 10~* T, l'ordre de grandeur du
champ magnétique terrestre (ce dernier n’est alors plus négligeable et peut perturber les mesures si le
relaxomeétre n’est pas correctement isolé). B;el est appliqué pendant un délai 7; pr va alors diminuer
en tendant, selon un processus exponentiel de temps caractéristique 17, vers la valeur a ’équilibre dans
le champ de relaxation. Néanmoins, & ce moment précis, ¢ est trés grande par rapport au cas ot
I’échantillon n’est soumis qu’a un champ B:el permanent.

Enfin, I’échantillon est soumis & un troisiéme champ appelé champ de détection B;et intense (il vaut
ici 0,5 T'), en méme temps qu’une impulsion radiofréquence est appliquée pour basculer la magnétisation
dans le plan transverse. La précession a alors lieu et le signal est acquis sous le champ B;et. La répétition
de ce cycle en faisant varier 7 permet de construire la courbe de s en fonction de 7, qui donne la
valeur de 717 de la méme maniére que dans le cas ot la séquence d’inversion-récupération est utilisée.

Il est ainsi possible, en connaissant la concentration de I’agent de contraste présent en solution, de
calculer la relaxivité r; pour une valeur de B,.¢;. La réalisation de cette séquence cyclique en balayant
différentes valeurs de B,..; permet d’obtenir le profil NMRD complet. Ce profil pour de faibles champs
est souvent complété par des mesures plus ponctuelles pour des champs magnétiques plus intenses,
obtenues a 'aide de spectrométres RMN supraconducteurs avec la méthode d’inversion-récupération
habituelle.[233]

3.2 Profils NMRD des complexes de fer(II) et conclusions

Les profils NMRD des deux complexes modéles 5 et 30 sont représentés a la Figure 4.14B. Dans le
cas de 5, nous n’avons mesuré r; que pour deux valeurs de champ magnétique : en effet, la relaxation
spin-réseau des solutions de 5 étant trés lente, chaque cycle de champ est trés long car ;¢ ne varie
que trés lentement. Nous avons privilégié ’étude de 30 qui est a la fois plus rapide et plus intéressante.

Les observations concernant 5 sont conformes & nos attentes : le complexe étant diamagnétique, il
ne posséde qu’une trés faible relaxivité (environ 0,1 mM~!.s™1) qui ne varie pas de facon importante en
valeur absolue avec le champ magnétique. Cette valeur est toutefois supérieure d’un ordre de grandeur
par rapport & la valeur mesurée a 7 T & I’aide du spectrométre RMN 300 MHz, 231 alors que 1’échantillon
utilisé est le méme. La mesure de valeurs de relaxivité aussi faibles n’est pas habituelle avec I’équipement
que nous avons utilisé!23% 235] : {] est tout a fait possible que les parameétres de mesure (notamment les
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FIGURE 4.14 : A. Structure de 30 en solution aqueuse.??!] B. Profils NMRD des complexes 5 et 30
R; représente la relaxivité absolue, soit 1/T} ; concentration : 4 mM ; température ambiante.

délais d’application des champs) ne convenaient pas. Aprés une optimisation, nous avons bon espoir
d’aboutir a des valeurs plus fiables.

30 présente un effet relaxateur beaucoup plus fort : la relaxivité est comprise entre 0,75 mM~1.s7!

pour un champ fort (1 T) et 1,3 mM~1.s7! dans une situation de champ faible (0,5 mT). r; croit a
mesure que le champ diminue, pour atteindre un plateau & partir d’environ 10 mT. Ce comportement
est aussi observé pour les chélates de gadolinium!239 ; il est da au fait que nos molécules fonctionnent
selon un mécanisme de relaxation électronique (la relaxation des spins nucléaires des protons de I'eau
a pour seule origine la relaxation du spin électronique de 'ion métallique). Une étude plus poussée,
notamment en réalisant plusieurs profils & des températures différentes et en mesurant r; pour des
champs magnétiques plus intenses, permettrait de déterminer les paramétres de la relaxation comme
par exemple le temps de relaxation électronique 77,1233 236 ; elle n’a pas été réalisée mais reste en projet.
Par ailleurs, il serait intéressant d’observer la magnétogénése d’une sonde en suivant la croissance de
la relaxivité par relaxométrie en champ cyclique.

Nos complexes présentent donc une relaxivité intéressante en présence de champs magnétiques peu
intenses, bien que les valeurs de r; restent bien inférieures & celles observées pour des complexes basés
sur un ion Gd®* (r; est alors généralement comprise entre 5 et 10 mM~'.s~1).123% Nos molécules
conviennent donc tout a fait pour des utilisations en présence de champ faible, et notamment dans le
cadre du diagnostic in vitro.
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4 Vers la détection in vitro d’activités enzymatiques pour le diagnos-
tic médical

Les sondes magnétogénes basées sur une fonction amidine ne peuvent, comme je ’ai dit plus haut,
étre utilisées que dans un cadre in vitro. Méme si cela constitue une limite évidente au vu de notre
intérét de réaliser 'imagerie moléculaire d’enzymes, il est trés désirable de détecter et quantifier des
activités enzymatiques dans un échantillon ex wvivo, notamment pour réaliser un diagnostic médical.
C’est pourquoi nous avons poursuivi ce but.

Je vais d’abord détailler les intéréts et enjeux du diagnostic assisté par résonance magnétique et
préciser pourquoi nos sondes peuvent constituer une solution novatrice pour accomplir cet objectif. Je
poursuivrai par la présentation de deux preuves de concept que nous avons ou sommes sur le point de
tenter.

4.1 Diagnostic médical assisté par résonance magnétique

Le diagnostic est une étape essentielle de la prise en charge des malades. Traditionnellement, il
est réalisé soit grace a l'examen du patient par un médecin (ce qui recouvre I'imagerie anatomique
et moléculaire dont j’ai parlé jusqu’a présent), soit par 'analyse de prélévements (issus de biopsies,
frottis ou de prises de sang par exemple) dans un laboratoire de biologie médicale. Toutefois, sont
maintenant privilégiées des méthodologies plus simples pouvant étre appliquées directement au chevet
du patient, voire par le patient lui-méme. Elles utilisent des dispositifs dits Point-of-care, a la fois
peu chers, d’usage facile et donnant fiablement et dans un temps court une information a partir d’un
échantillon facilement accessible (sang, urine, sperme, etc...).[237] Cela permet un diagnostic plus rapide
et moins cotliteux, que ce soit en termes d’achat et d’utilisation d’équipements et de réactifs, mais aussi
de mobilisation du personnel médical ; la qualité de soin est ainsi améliorée.

Comme je I'ai précisé dans l'introduction (voir page 19), le diagnostic de pathologies est de plus
en plus fréquemment réalisé par la détection et la quantification de biomarqueurs. Les équipements
de diagnostic Point-of-care visent donc & la mesure de la concentration de ces molécules; pour cela,
deux moyens sont couramment utilisés : soit une détection par voie électrochimique, soit une détection
optique.l?7l Par exemple, la mesure de la glycémie par les diabétiques est assurée le plus souvent par
ampérométrie lors de I'oxydation du glucose par la glucose déshydrogénase. Au contraire, les tests de
grossesse profitent de l'accumulation, en cas de présence de hCG (human Chorionic Gonadotropin,
une hormone produite uniquement par le foetus et le placenta) dans l'urine, de nanoparticules d’or
équipées d’anticorps anti-hCGQG, ce qui génére ’apparition d’une bande noire. Cependant, ces méthodes
présentent I'inconvénient que 1’échantillon doit le plus souvent étre préparé pour en retirer les éléments
qui peuvent interférer237l; en particulier, 'étude de biomarqueurs dans le sang requiert, avant 'usage
de sondes fluorescentes, plusieurs étapes de centrifugation et de lavage afin d’éliminer les nombreuses
espéces absorbantes. 238l

Une détection magnétique est donc trés intéressante car seule une trés faible proportion des mo-
lécules contenues dans les fluides corporels posséde un caractére magnétique et génére donc un bruit
de fond.[238] En effet, a exception de la désoxyhémoglobine (hémoglobine ne transportant pas de
dioxygéne) présente en concentration millimolaire dans le sang pauvre en dioxygene, 119 les especes
paramagnétiques et ferromagnétiques, qui sont toutes des métalloprotéines, ne se trouvent qu’a I’état de
traces. Des dispositifs de diagnostic reposant sur une lecture des propriétés magnétiques d’échantillons
biologiques ont ainsi été concus.[237: 2381 Te principe est le méme dans tous les cas : des nanoparti-
cules métalliques capables de reconnaitre le biomarqueur étudié sont incubées avec 1’échantillon, puis
les nanoparticules non liées sont éliminées par lavage, et enfin le magnétisme est mesuré. Différentes
techniques sont utilisées : mesure de la susceptibilité magnétique, de la magnétorésistance, du champ
magnétique induit par les nanoparticules, ou plus familiérement, mesure du temps de relaxation trans-
verse Ty des protons par des dispositifs de RMN en petit volume (appelés spectrométres microRMN
ou en abrégé pRMN). Ces derniers ont été de loin les plus utilisés.
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Plusieurs appareils de type pRMN ont été utilisés pour la mesure de 75 a des fins diagnostiques. (238!
L’équipe de Ralph Weissleder au Massachusetts General Hospital a congu des dispositifs spécifiquement
dédiés au diagnostic médical, qui se distinguent non par les performances intrinséques mais par une
grande facilité d’utilisation et un coftit réduit.1239241 Certains de ces appareils de diagnostic assisté par
résonance magnétique (Diagnostic Magnetic Resonance devices) sont présentés a la Figure 4.151242-244] .
la mesure du temps de relaxation transverse est réalisée a I'aide d’un solénoide et d’un aimant de taille
réduite, et permet & 'aide d’une calibration préalable de calculer la concentration dans I’échantillon
du biomarqueur d’intérét. Ces dispositifs ont été utilisés avec succés pour la caractérisation de cel-
lules cancéreuses,245 2461 14 détection de bactéries!247250 oy Iétude des propriétés de coagulation du
sang.[?"!] En particulier, des seuils de détection trés bas ont pu étre atteints, de Pordre de la dizaine
de cellules ou de bactéries par échantillon de 10 uL.

Embedded coil

FIGURE 4.15 : Schémas de dispositifs de type uRMN congus par I’équipe de Ralph Weissleder et
destinés au diagnostic médical. Images issues de [243] (A) et [244] (B).

Le diagnostic assisté par résonance magnétique est donc un domaine trés prometteur qui peut
mener a une investigation rapide et sensible de nombreuses pathologies.

4.2 Intérét des sondes magnétogénes pour la détection de biomarqueurs enzyma-
tiques

L’utilisation de nanoparticules pour coupler la présence d’'un biomarqueur a un signal mesurable
d’ordre magnétique permet de bénéficier d’une sensibilité importante. Cependant, la détection d’acti-
vités enzymatiques par cette voie est peu évidente. Trés peu d’exemples ont été réalisés(2°2l ; ils mettent
a profit I'agrégation des nanoparticules déclenchées par I'action enzymatique pour entrainer un abais-
sement local du T, proportionnel & la concentration en enzyme. Mais la sensibilité est toujours faible ;
de plus, les enzymes pouvant étre ciblées sont peu nombreuses et d’un intérét limité pour le diagnostic
de pathologies.

Or, la quantification efficace et sensible d’activités enzymatiques dans un échantillon biologique est
un objectif hautement intéressant d’un point de vue médical (voir page 19), et nos sondes magnétogénes
comportant une amidine sont un excellent outil pour y parvenir. En effet, grace a un bruit de fond
minimal et un écart maximal entre les formes non activée et activée par 'enzyme, elles permettent
une détection optimale : une simple incubation de la sonde avec ’échantillon suivie d’une acidification
du milieu et de la lecture directe de T rendrait accessible la concentration de ’enzyme ciblée. Aucune
étape supplémentaire de préparation de I’échantillon, de lavage, ou aucun autre réactif ne sont utiles,
ce qui simplifie grandement le protocole d’analyse par rapport aux stratégies décrites plus haut.

Avant d’envisager 'application de nos sondes pour accomplir le diagnostic de pathologies & I'aide
de dispositifs uRMN de type Point-of-care, il serait intéressant d’apporter une preuve de concept de
la détection d’une activité enzymatique dans un petit volume grace a 'utilisation de nos complexes.
Afin de simplifier la démarche, nous nous restreindrons d’abord au ciblage d’enzymes modéles dans
des milieux simples (par exemple de I'eau tamponnée ou du sérum). J’ai décrit plus haut (voir parties
1 et 2) la synthése et 'étude de sondes adaptées a cet objectif; en ce qui concerne 'appareillage, nous
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n’avons malheureusement identifié aucun dispositif commercial satisfaisant pour réaliser la mesure du
T1 dans un volume de l'ordre de la dizaine de plL. Il nous a donc fallu en imaginer un nous-méme et le
réaliser. Je vais maintenant présenter les deux tentatives que nous avons ou sommes en train de mener,
les équipements mis au point et les résultats obtenus.

4.3 Premiére tentative de preuve de concept

Pour réaliser la premiére preuve de concept de la détection in vitro d’'une enzyme dans un micro-
volume & l'aide de nos molécules, nous nous sommes tournés vers nos collaborateurs du laboratoire
CREATIS de 'INSA de Lyon. Spécialistes d’imagerie médicale, et en particulier d’IRM, ils réalisent les
images permettant de caractériser nos sondes depuis que 1’équipe a commencé & travailler sur ce projet
en 2006-2007. Ils disposent en effet d’un appareil d’IRM de recherche dédié au petit animal et de toutes
les facilités de traitement des données. Ils bénéficient de plus d’une expertise dans le développement
d’antennes IRM de tailles et formes variées pour réaliser I'imagerie d’éléments divers.

Nous avons demandé & ’équipe d’Olivier Beuf de réaliser un dispositif permettant la mesure du 7T
d’une solution aqueuse d’un volume de l'ordre de 50 pL et contenue dans un tube interchangeable. En
réponse, ils ont cong¢u une antenne émettrice-réceptrice installée sur un lit servant a coucher les souris
lors de leur examen (voir Figure 4.16A). L’antenne consiste en un solénoide en cuivre d’une longueur
d’environ 5 mm et de diamétre 1,2 mm lié & une électronique sommaire, et dans lequel un tube en
verre de diamétre 1 mm peut étre inséré (Figure 4.16B). La bobine permet I'imagerie d’un volume
long de quelques mm de la solution présente dans le tube. Ce dispositif est destiné a étre glissé dans le
conduit de I'appareil IRM et reli¢ & 'amplificateur par un cable coaxial (Figure 4.16C) ; une séquence
d’inversion-récupération permet alors 'acquisition du 7T7. L’intérét est de permettre la mesure pour de
petits volumes (le remplissage du tube requiert une quarantaine de microlitres pour éviter les effets de
bord sur l'image), mais sans avoir besoin de concevoir un microaimant spécifique et ’antenne adaptée,
ce qui aurait demandé un investissement beaucoup plus conséquent. De plus, le champ magnétique de
I'IRM étant de 4,7 T, il est relativement proche de celui avec lequel nos molécules ont été caractérisées
(7T).

Solénoide Tube Appareil IRM Conduit

Lit pour souris Antenne  Tube

A

FIGURE 4.16 : Antenne IRM congue au laboratoire CREATIS pour la mesure de 77 de microvolumes
a laide d’un appareil IRM dédié au petit animal. A. Vue générale. B. Agrandissement de la région du
solénoide et du tube contenant 1’échantillon. C. Appareil IRM utilisé.

Je me suis rendu a plusieurs reprises au laboratoire CREATIS pour réaliser les expériences avec les
ingénieurs Sophie Gaillard et Denis Grenier. Nous avons d’abord commencé par caractériser I’antenne :
le rapport signal sur bruit a été estimé en réalisant successivement 'image de deux tubes, I'un contenant
40 pL. d’eau distillée, 'autre contenant le méme volume d’une solution commerciale de nitrate de
fer(III), et en comparant les niveaux de gris des deux images. Avec un rapport de 56, notre dispositif
est trés sensible. Malheureusement il est délicat de comparer ce résultat avec ceux décrits dans la
littérature : les auteurs mentionnent rarement ce paramétre et ne le calculent pas tous de la méme
maniére.

Puis j’ai réalisé la mesure du 77 d’'un tampon phosphate pur ou de solutions de concentration 4 mM
du complexe paramagnétique 30 (voir Figure 4.14 page 74) dans ce tampon. Le protocole de mesure est
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le suivant : une image grossiére est d’abord acquise & ’aide d’une séquence de pondération T rapide,
afin de déterminer précisément la localisation du tube dans I'aimant. Puis une coupe trés précise
(quelques mm de largeur et de longueur pour une épaisseur de l'ordre de 100 pum) est sélectionnée
et une image est acquise avec une séquence de type inversion-récupération spécialement adaptée a la
mesure précise du T7. Enfin, la sélection d’une région d’intérét et le calcul des niveaux de gris des
pixels compris dans cette zone permet 'obtention de la valeur du temps de relaxation longitudinale de
I’échantillon (voir Figure 4.17). L’ensemble du processus nécessite environ 25 minutes, soit trois fois le
temps requis pour une mesure a ’aide du spectrométre RMN du laboratoire.

FIGURE 4.17 : Exemple d’image obtenue lors de 'utilisation d’une séquence de mesure du 77 ; 'ovale
jaune au centre de 'image délimite quels pixels sont utilisés. Les stries observées semblent
correspondre aux spires du solénoide.

Malheureusement, les résultats obtenus n’étaient pas du tout reproductibles : les valeurs oscillaient
pour le tampon pur entre 4,1 s (ce qui est I'ordre de grandeur attendu) et 154 ms, et entre 256 ms et
430 ms pour les solutions de 30. Or, si une variation de l'ordre de 10% est habituelle (les valeurs sont
trés dépendantes des fluctuations de température et de champ magnétique notamment), de tels écarts
ne peuvent s’expliquer que par un probléme d’instrumentation. Nous avons successivement identifié
plusieurs causes, et les moyens de les résoudre :

— La séquence d’acquisition des images utilisée n’était pas optimisée pour la mesure de 77, mais
pour 'obtention d’images nettes. En effet, la mesure absolue du 7T} n’intéresse pas la majorité
des utilisateurs de la plateforme IRM, qui recherchent quant & eux des images bien définies. En
modifiant les paramétres d’acquisition pour obtenir une mesure plus précise de T7 au détriment
de la qualité de I'image, nous avons pu réduire cette premiére source d’erreur.

— La mesure du 77 a partir des images obtenues doit se faire rigoureusement & partir des mémes
régions d’un tube a l'autre, car les variations de niveau de gris au sein du tube sont grandes.
Une zone d’intérét a ainsi été définie et employée pour tous les tubes. De plus, nous avons veillé
a sélectionner dans chaque cas la méme coupe transverse. Cependant, comme le solénoide n’est
pas totalement fixé par rapport au lit supportant 'antenne (il subsiste toujours un degré de
liberté de l'ordre d’'un mm dans les trois directions de l'espace) et que le lit n’est pas inséré
exactement de la méme maniére pour chaque expérience, il est délicat avec notre dispositif de
garantir un positionnement identique du tube au cours d’acquisitions répétées.

— La mesure est plus fiable si le tube est disposé le long d’un gradient de champ, c’est-a-dire dans
notre cas s’il est placé rigoureusement a ’horizontale.

A T'issue de ces optimisations, nous avons pu obtenir des valeurs de T} relativement reproductibles.
Cependant, le fait que, d’'une mesure a ’autre, I’échantillon ne soit pas fixé par rapport & ’aimant et
aux gradients de champ est clairement un handicap.

Avant de tenter une expérience de magnétogénése a l'aide de 19, j’ai tenu a réaliser une gamme de
solutions de concentration en complexe 30 croissante pour vérifier la linéarité de la relaxivité absolue
Ry = 1/T). En effet, comme il apparait dans I’équation présentée a la page 32, R; est normalement
proportionnelle & la concentration en agent de contraste; un écart a la linéarité proviendrait donc
d’un probléme d’équipement. Les mesures seraient alors imprécises et rendraient la quantification de
I'activité enzymatique ciblée impossible.

Les résultats sont présentés a la Figure 4.18; le coefficient de corrélation 2 indique une relative
linéarité qui n’est pas satisfaisante. De plus, la valeur de r; obtenue (0,696 mM~!.s7!) est assez
éloignée de celle qui avait été mesurée de fagon trés satisfaisante avec le méme appareil IRM et une
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antenne éprouvée (0,59 mM_l.S_l).[%ll Nous avons alors cherché I'origine du probléme : il apparait que
I'amplificateur n’est pas adapté pour notre antenne spécifique. Ses caractéristiques sont optimisées pour
I'imagerie de souris entiéres : la puissance émise est forte (de larges zones doivent étre couvertes dans
toute leur profondeur), et le signal acquis est faible, donc nécessite d’étre amplifié de fagon importante.
Dans notre situation, les besoins sont inverses : comme 1’échantillon et la bobine, qui ne sont séparés
que par une trés fine épaisseur de plastique, sont trés proches, seule une trés faible puissance d’émission
est nécessaire et le signal acquis a une amplitude telle qu’il ne requiert que peu d’amplification. La
conséquence directe est une saturation a la fois de I’échantillon (’excitation est trop forte et inadaptée)
et de 'unité de détection, ce qui résulte en des images dont les niveaux de gris sont anormaux et en
une mesure faussée du 717.

3
52
)
<
1
0 1 2 3 4

Concentration (mM)
FIGURE 4.18 : Relaxivité absolue de solutions de 30 de différentes concentrations mesurée a ’aide de
I’antenne présentée ici et régression linéaire.

Malgré une optimisation des paramétres de ’amplificateur, il est malheureusement impossible de
I'utiliser de facon satisfaisante avec notre antenne ; il faudrait en concevoir un nouveau qui corresponde
spécifiquement & nos besoins. Cette difficulté s’ajoute aux problémes de positionnement de I’échantillon
dans I'appareil IRM dont j’ai parlé plus haut. Au final, les nombreux obstacles techniques que nous
avons rencontrés et qui semblent difficilement surmontables nous font douter de la capacité & mesurer
le T de facon fiable avec ces équipements.

4.4 Deuxiéme tentative de preuve de concept

Notre premiére preuve de concept s’est soldée par un échec pour une raison matérielle : notre
nouvelle antenne, spécialement conc¢ue pour I'imagerie de petits volumes, n’est pas adaptée a la fois a
l'aimant et a 'amplificateur radiofréquence de 'appareil IRM dédié au petit animal. Afin de parvenir
a des mesures de T7 fiables, nous avons besoin d’un dispositif dont tous les éléments sont entiérement
compatibles. En particulier, il est primordial qu’au sein du systéme retenu ’échantillon et le solénoide
de I'antenne soient toujours positionnés au méme endroit par rapport a I’aimant. C’est d’ailleurs le cas
pour les appareils DMR que j’ai présentés plus haut (voir Figure 4.15).

Nous avons consulté les docteurs Michel Bardet, Matthieu le Prado et Jacques Reverdy, chercheurs
spécialistes des équipements de mesure magnétique travaillant au Laboratoire d’Electronique et de
Technologie de I'Information (LETI) du CEA de Grenoble. Ils nous ont orientés vers deux équipes
allemandes pouvant nous apporter leur expertise technique. L’équipe de Bernhard Bliimich travaillant
a Aix-la-Chapelle est reconnue pour la conception de microaimants/213: 2141 ils g’intéressent a 1’élabo-
ration de spectrométres RMN miniaturisés. Le groupe de Jan Korvink établi & Karlsruhe est quant
a lui spécialiste de la réalisation d’antennes de petite taille pour la RMN. Ces deux équipes de haut
niveau ont accepté notre idée d’'une collaboration pour concevoir un dispositif de type Point-of-Care

pour la mesure de 77 au sein de petits échantillons. Au cours d’une réunion & Karlsruhe, nous avons
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défini le cahier des charges de 'appareil :

— L’aimant doit permettre de générer un champ magnétique d’environ 1 T sur un volume cy-
lindrique d’une hauteur de 5 mm et de diamétre de 'ordre du mm. L’homogénéité du champ
n’est pas un critére essentiel car nous ne recherchons pas une grande résolution spectrale (le
seul signal attendu est celui, trés massif et élargi, des protons de ’eau). L’aimant doit étre assez
compact et bon marché pour une utilisation Point-of-Care.

— L’antenne doit étre adaptable au champ (tuning et matching) et permettre un réglage fin pour
chaque échantillon (shimming). Seule la bobine devra étre insérée dans I’aimant, le reste de
I’électronique sera déporté sur une carte annexe.

— L’aimant doit pouvoir contenir le solénoide de ’antenne dans lequel I’échantillon aura été glissé,
et I’échantillon doit étre toujours positionné au méme endroit par rapport a I’aimant.

Nous avons choisi d’utiliser un aimant de type Halbach[?13l : ces assemblages de barres ferroma-
gnétiques hexagonales en nid d’abeille simples & construire et peu onéreux permettent généralement
d’obtenir des champs magnétiques satisfaisants dans la région centrale. Le diamétre externe retenu
pour les tubes contenant ’échantillon est 2 mm, ce qui rend la conception de 'aimant et de la bobine
plus aisée. Le volume mesuré sera d’environ 50 pL, dans le méme ordre de grandeur que précédemment.

Un premier prototype d’aimant a été réalisé par Christian Rehorn, doctorant dans 1’équipe de
Bernhard Bliimich; il est présenté a la Figure 4.19 (une couverture est prévue pour protéger ’aimant
mais a été enlevée ici pour montrer la structure). Une simulation réalisée a I'aide du logiciel COMSOL
(Figure 4.19F) montre que le champ généré est trés homogeéne dans la zone de mesure, ot il vaut environ
1 T. Ce dispositif a été envoyé a Karlsruhe ou I’antenne est réalisée et ou les premiéres mesures de T
seront menées trés prochainement. Si les résultats sont satisfaisants, nous envisageons la conception
d’un deuxiéme dispositif doté d’instruments de microfluidique, ce qui permettra de simplifier I'analyse :
I’échantillon ne devra plus étre introduit dans un tube, ce qui est toujours une opération délicate, mais
pourra étre déposé sur une surface puis aspiré directement par ’appareil.

FIGURE 4.19 : Aimant réalisé par I’équipe de Bernhard Bliimich pour réaliser la mesure de T} dans
de petits volumes. Schémas vus de coté (A) et de dessus (B), photographies vues de c6té (C et D) et
de dessus (E); les unités sont des millimétres. F. Simulation du champ magnétique généré vu de
dessus réalisée a l'aide du logiciel COMSOL.

La preuve de concept d’'une mesure efficace de 17 dans un petit volume reste donc toujours a
accomplir, mais je suis trés optimiste pour qu’elle soit réalisée dans un court délai a ’aide de ce nouvel
appareil de pointe. En effet, il résout tous les problémes que nous avons rencontrés avec l’antenne
congue & CREATIS; les cas de saturation du signal devraient ainsi étre évités et la reproductibilité
ameéliorée.
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Chapitre 5

Nouveaux complexes comportant une
guanidine pour 'imagerie d’enzymes n
VIVO0

Au cours du chapitre précédent, j’ai présenté la synthése et la caractérisation de complexes de
fer(IT) comportant une fonction amidine. Ces molécules sont des sondes magnétogénes qui nécessitent,
aprés leur activation en conditions physiologiques, une acidification du milieu jusqu’a un pH acide afin
de changer d’état de spin et générer une relaxivité importante. Comme je 'ai déja précisé (voir page
49), méme si ces sondes conviennent tout a fait pour une utilisation in vitro, par exemple pour réaliser
le diagnostic de pathologies au moyen de dispositifs de type Point-Of-Care, elles ne peuvent servir pour
Iimagerie in vivo ou il est impossible de modifier artificiellement le pH du milieu.

En effet, la basicité de la fonction amidine dans le complexe 11 (voir Figure 2.10 page 48) n’est
pas suffisante pour que cette base soit protonée de fagon quantitative dans un contexte biologique. Le
pKa étant d’environ 4,5,[14% 197 seule une infime partie (environ 1/1000) des complexes est sous forme
paramagnétique dans un milieu de pH 7,4. Dans ces conditions, pour qu'un complexe soit présent
majoritairement sous une forme protonée et posséde un caractére magnétogénique intéressant, il est
nécessaire que son pKa soit au moins égal & 8,5 (soit une unité au-dessus du pH physiologique).[179]

Ainsi, afin de pouvoir réaliser 'imagerie d’enzymes in vivo, nous devons concevoir un complexe
analogue & 11 mais présentant une plus grande basicité. Ce complexe pourra étre adapté en une sonde
magnétogéne de la méme maniére que 11 a servi de modéle pour réaliser les complexes 10 et 19-21
(Figures 2.10 et 4.1).

1 Identification des molécules cibles

Jens Hasserodt a eu l'idée de remplacer la fonction amidine de 11 par une base similaire mais
plus forte : une guanidine. Les guanidines sont des bases azotées assez répandues puisqu’elles sont
présentes dans la chaine latérale d’'un acide aminé, l'arginine. Formées d’atomes d’azote séparés par
un atome de carbone d’hybridation sp?, et possédant des électrons m délocalisés (voir Figure 5.1),
elles sont structurellement trés proches des amidines; toutefois, dotées de 3 azotes au lieu de 2, elles
possédent un plus grand pKa. La forme protonée est en effet plus stabilisée du fait d’une plus grande
délocalisation. Les valeurs de pKa mesurées dans ’eau sont de 1'ordre de 13,6, soit 1,5 unités au-dessus
de celles rencontrées pour les amidines.[253] Par ailleurs, il est possible de diminuer de facon importante
la basicité des guanidines en acylant ou carbamylant un des atomes d’azote, tout comme il avait été
observé pour les amidines.[19%: 196] T,eg guanidines apparaissent donc comme une solution idéale pour
concevoir un complexe capable de magnétogénése in vivo : en remplagant dans 11 la fonction amidine
par une guanidine, il devrait étre possible d’élaborer de maniére analogue des sondes opérant dans le
milieu biologique.
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FIGURE 5.1 : Structure d’une guanidine et d’une amidine et formules mésomeéres des formes protonées.

Les guanidines n’ont été utilisées que tardivement en tant que ligand au sein de complexes de
coordination.[254-257) Toutefois, parmi les exemples rapportés dans la littérature, certains sont d'un
grand intérét pour nous (voir Figure 5.2) :

— Les complexes de cuivre(II) 31al258] et 32al2%9] ont été préparés et étudiés par 1'équipe de Leone
Spiccia, qui était déja a lorigine du complexe paramagnétique modéle 618! (voir page 42). Basés
sur un macrocycle TACN, ils comprennent une (cas de 31a) ou deux (cas de 32a) fonctions
guanidine, liées au macrocycle a I'aide d’une chaine éthyle. Une étude spectrophotométrique de
solutions aqueuses de pH différents a montré qu’au sein de 31a et 32a, la fonction guanidine
est capable de se coordiner de fagon intramoléculaire et via un atome d’azote sur le centre
métallique ; un cycle chélate comprenant 5 atomes est alors formé.

— Les complexes 31b[258] et 32b.[29] de structure analogue mais au sein desquels la/les guanidines
sont liées via une chaine propyle, n’ont démontré quant a eux aucune coordination dans des
milieux de pH inférieur a 12.

— La guanidine du complexe 33, un chélate de zinc(II) doté d’un ligand cycléne (1,4,7,10-tétraaza-
cyclododécane) et d’un lien éthyle, est capable de se coordiner & I'ion métallique en solution
aqueusel200! ; cependant, sur la foi de la structure a 'état solide, le cycle chélate qui se forme

comporte 7 atomes et non 5 comme dans le cas de 31a et 32a.

— Au sein des complexes 34a-c,[261 ou P'unité guanidine est plus éloignée encore du macrocycle
que dans le cas de 31b et 32b, la formation du cycle n’est pas non plus observée.

— Les pKa de coordination de la fonction guanidine pour 31a, 32a et 33 sont trés proches : les
valeurs sont comprises entre 5,6 et 5,9.1258260 De plus, I’azote coordiné est toujours de type
imine (voir page 42).

En conclusion, lorsque la guanidine est liée au macrocycle par un lien éthyle, sa déprotonation
accompagnée de sa coordination sur le centre métallique est suffisamment favorable pour étre observée
en milieu aqueux. Le pKa associé, de 'ordre de 6, est supérieur d’environ 1,5 unité a celui du complexe
11 possédant une amidine.71 L’écart de pKa est proche de celui entre une amidine et une guanidine
libres en solution. Ce comportement était attendu : le motif de coordination de la base azotée, déterminé
par la géométrie et le type d’atome d’azote impliqué, est identique. En revanche, lorsque le lien entre
macrocycle et guanidine est allongé, la formation d’un cycle chélate devient trop peu avantageuse et
la coordination intramoléculaire n’est pas observée, méme en conditions basiques.

A partir de ces données, il est possible de prévoir le comportement des complexes 35a et 35b (voir
Figure 5.3). 35a devrait présenter, tout comme 31a, 32a et 33, une coordination intramoléculaire de la
guanidine avec un pKa de I'ordre de 6. Cette valeur, bien que supérieure a celle observée pour 11, reste
inférieure au seuil de 8,5. Toutefois, le fait que 35a posséde a la fois un ion fer(II) en lieu et place du
cuivre(II) et deux ligands pyridine en supplément va trés probablement influer sur la valeur du pKa en
stabilisant ou déstabilisant la forme ol la guanidine est coordinée. Par ailleurs, le lien propyle de 35b
devrait empécher la coordination de la guanidine en milieu aqueux, ce qui constitue le comportement
recherché (35b serait présent uniquement sous sa forme paramagnétique en conditions physiologiques).
Il sera donc utile de synthétiser puis étudier ces deux complexes pour vérifier nos suppositions.
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Complexe | pKa
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FIGURE 5.2 : Complexes 31-34 décrits dans la littérature et présentant (A) ou non (B) une
coordination du ligand guanidine en solution aqueuse.[28-2611 C. pKa de coordination de la guanidine.
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FIGURE 5.3 : Cibles moléculaires 35a, 35b, 36a et 36b. Les états de coordination et de spin les plus
probables en milieu physiologique ont été représentés, a I'exception de 36b ot les deux motifs sont
écrits.

Toutefois, pour que les complexes 35a ou 35b

constituent une plateforme utile pour la conception

de sondes magnétogénes, il est nécessaire que leurs analogues carbamylés, c’est-a-dire les molécules
n’ayant pas subi d’activation, soient présents dans le milieu biologique sous une forme diamagnétique.

C’est le comportement qu’adopte le complexe 10

(voir Figure 2.10 page 48).1'97 Ici, il nous faut donc

nous assurer que 36a et/ou 36b adoptent bien un état diamagnétique. Il semble trés probable que la
guanidine carbamylée de 36a soit coordinée au pH physiologique, comme ’amidine carbamylée de 10.

Néanmoins, il n’est pas facile de prédire si dans le

cas de 36b la coordination désirée aura lieu et dans

quelles conditions. En effet, méme s’il est certain que la carbamylation diminuera le pKa de la guanidine

par rapport 4 35b, ce qui rendra sa coordination
si cette mesure suffira & garantir la coordination

plus favorable, il est a priori impossible d’anticiper
dans le milieu biologique. La formation d’un cycle

chélate a 6 atomes pourrait ainsi étre tellement cotiteuse en énergie que méme la carbamylation de la
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guanidine ne permettra pas sa coordination. Il nous faudra préparer puis étudier 36a et surtout 36b
pour vérifier leur comportement en solution.

Nos premiéres cibles moléculaires sont donc les complexes 35a a 36b. Si une plateforme conve-
nable est identifiée, il sera alors intéressant de remplacer le groupe p-nitrobenzyle par un déclencheur
enzymatique pour disposer d’une sonde magnétogéne utilisable dans le cadre de I'imagerie moléculaire.

2 Synthése et étude des complexes 35a et 35b contenant une guani-
dine simple

J’ai préparé les complexes de fer(I) 35a et 35b. Bien que les guanidines soient des unités de plus
en plus présentes au sein des nouveaux composés destinés a une utilisation thérapeutique,262 263l Jeyr
synthése demeure relativement exotique, en particulier lorsqu’elles sont acylées ou carbamylées. Je
présenterai d’abord briévement les méthodes habituelles de préparation des fonctions guanidines, afin
d’identifier lesquelles conviennent dans notre situation. Je détaillerai ensuite la voie de synthése de 35a
et 35b et I’étude que j’ai pu mener sur ces molécules.

2.1 Meéthodes de synthése des guanidines incluses dans des molécules organiques

La guanidine la plus simple (Figure 5.1) pourrait, en tant que base azotée, théoriquement étre
substituée par alkylation et acylation afin d’obtenir des molécules plus complexes. Cependant, cette
approche est le plus souvent inapplicable pour deux raisons/264 :

— La guanidine est une base forte ; elle est donc habituellement présente sous forme protonée, ce
qui limite considérablement sa réactivité.

— La guanidine posséde trois atomes d’azote rigoureusement équivalents ; sa substitution de fagon
asymétrique pose des problémes de régiosélectivité.

Une autre stratégie est ainsi utilisée : la préparation du motif guanidine substituée directement au
sein de la molécule organique cible. Elle a lieu par la réaction entre la fonction amine primaire d’un
précurseur d’une part, et un synthon appelé réactif de guanidinylation d’autre part.[265 Ce synthon
comprend trois éléments :

/\ H
_ R4N NR5R3 N NR-R GP : groupement partant
_NH,  + Y —— R a
(GP NR R : groupements alkyles, acyles,
1

carbamyles, etc...

3

S SMe N NTf
R5R1N NR3R4 R1N¢I\NRZR3 R1N)\NR2R3 RoR4N NR3R4
Thiourées S-méthylisothiourées  1H-pyrazole-1-carboxamidines Triflylguanidines

FIGURE 5.4 : Synthése de fonctions guanidines substituées par guanidinylation d’amines primaires, et
exemples de réactifs de guanidinylation.

— Un motif de type amidine, soit deux atomes d’azote liés & un méme atome de carbone d’hybri-
dation sp?.

— Les motifs de substitution désirés sur les deux atomes d’azote : groupements alkyles, acyles,
carbamyles, sulfonyles, etc...

— Un groupement de type nucléofuge porté par le carbone central de ’amidine. Il permet la forma-
tion de la guanidine via une réaction de type substitution nucléophile, ot ’amine primaire joue le
role de nucléophile. A cette fin, le nucléofuge est toujours relativement mou au sens de la théorie
HSAB (Hard and Soft Acids and Bases) : il s’agit habituellement d’un atome de soufre (cas des
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thiourées), d’une molécule de méthanethiol (cas des S-méthylisothiourées), d’'un pyrazole (cas
des 1H-pyrazole-1-carboxamidines) ou d’'un triflamide (cas des N-triflylguanidines).[262; 264-266]

La formation de la guanidine peut étre une étape délicate et de faible rendement ; ainsi, il est souvent
nécessaire d’ajouter un excés de base et de réactif de guanidinylation pour améliorer I’avancement. De
plus, lorsque le nucléofuge est soufré comme dans le cas des thiourées simples et dérivées, 'usage
d’'un métal mou tel que le chlorure de mercure(Il) en quantité stoechiométrique est obligatoire, ce
qui est bien str problématique vis & vis de la santé et de lenvironnement.?64 Pour cette raison,
des solutions alternatives sont activement recherchées. Des séquences réactionnelles trés prometteuses
utilisant des carbodiimides et des quantités catalytiques de métaux moins toxiques ont été mises au
point ; toutefois, les substituants tolérés sur les atomes d’azote sont encore trop peu nombreux et
inadaptés & nos besoins.[266: 2671 Je me restreindrai donc aux méthodes "historiques" de synthése des
guanidines.

La réactivité des réactifs de guanidinylation dépend des groupements substituants sur les atomes
d’azote. L’ordre observé de réactivité en fonction de 'acylation (ou de la carbamylation) est le suivant :
les réactifs doublement acylés sont plus réactifs que les réactifs non acylés, qui eux-mémes réagissent
plus vite que les réactifs acylés une seule fois.[268] Ce comportement peut s’expliquer par les différences
d’électrophilie du carbone central et de basicité du réactif de guanidinylation : plus les atomes d’azote
portent des groupements électroattracteurs, plus le carbone central est électrophile, et moins le réactif
est basique. Muni de ces conclusions, je pourrai déterminer quel type de réactif utiliser selon les besoins.

2.2 Synthése des complexes 35a et 35b

Je me suis inspiré de la voie de synthése de 31a pour préparer les complexes (voir Figure 5.5). Dans
mon cas, aprés avoir obtenu le DPTACN par disubstitution directe du trichlorhydrate du TACN (voir
page 62), j’ai installé la fonction 2-aminoéthyle (cas de 38a) ou 3-aminopropyle (cas de 38b) via une
séquence en deux étapes : 'alkylation de ’amine secondaire par le N-(2-bromoéthyl)phthalimide ou le
N-(3-bromopropyl)phthalimide pour donner 37a et 37b est suivie de la déprotection du groupement
protecteur a I'aide de conditions classiques d’hydrazinolyse. Si la déprotection est efficace, avec a la fois
un trés bon rendement d’environ 80% et des conditions opératoires simples, la premiére étape est dans
les deux cas plus délicate. Les rendements moyens ont deux origines : d’une part, ’alkylation de ’amine
secondaire est difficile car cette derniére est trés encombrée et 1’électrophile est peu activé (notamment
si on le compare au synthon 22 présenté a la page 61), d’autre part, le réactif DPTACN n’est, malgré
mes efforts, pas exempt d’impuretés qui réduisent le rendement d’alkylation. Néanmoins, j’ai pu obtenir
38a et 38b en quantités relativement importantes (jusqu’a 500 mg en une seule tentative).

Pour la suite de la synthése, je disposais de deux stratégies pour former I'unité guanidine de
40a et 40b. La premiére consiste & transformer directement les amines primaires en guanidines via
un réactif de carbamylation ne comportant pas de groupements acyles, comme le chlorhydrate de la
1 H-pyrazole-1-carboxamidine. La seconde approche met & profit un réactif de guanidinylation compor-
tant deux groupements protecteurs des amines, tel que la N, N’-di-(¢-butyloxycarbonyl)-1H-pyrazole-
1-carboxamidine, ce qui permet I'obtention de I'unité guanidine simple en deux étapes : la guanidine
est formée dans un premier temps sous une forme doublement protégée par des groupements Boc
pour donner 39a et 39b, puis la déprotection est réalisée. Dans la littérature, les deux stratégies sont
utilisées, 1208261, 268-270] 1y)4ig 1o deuxiéme est souvent préférée car elle posséde deux avantages :

— Le rendement global est généralement meilleur : les réactifs de guanidinylation di-carbamylés
sont tres activés, et la double déprotection des fonctions couramment utilisées, Boc ou Cbz, est
quasi-quantitative. [261, 268]

— Les guanidines non carbamylées étant trés fortement basiques, ces molécules sont difficiles & pu-
rifier par les méthodes habituelles de chromatographie. Au contraire, les guanidines doublement
carbamylées n’ont pas de caractére basique et se comportent comme des molécules organiques
classiques du point de vue des purifications. Elles sont donc des intermédiaires trés intéressants.
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FIGURE 5.5 : Voie de synthése des complexes 35a et 35b.

J’ai testé les deux voies de synthése & partir de 38a. La premiére stratégie m’a permis d’obtenir le
produit 40a, toutefois sa pureté n’était pas suffisante et complexation de ce ligand s’est montrée difficile
a suivre. La deuxiéme approche a donné d’excellents résultats, si ’on ne tient pas compte du rendement.
En effet, ’étape de guanidinylation est peu efficace. J’ai essayé d’optimiser les conditions réactionnelles :
s’il est possible de parvenir & une conversion totale de 38a et 38b au regard des spectres de masse,
seule une faible quantité de produit est isolée aprés chromatographie sur colonne. Il est possible que ces
intermédiaires, qui sont des composés trés polaires pouvant former de nombreuses liaisons hydrogéne
et possédant plusieurs fonctions basiques faibles, soient retenus sur les gels de silice et alumine de
fagon trés importante, ou qu’ils se dégradent dans les conditions de purification. De plus, I’étape de
déprotection des groupements Boc est loin d’étre quantitative : une proportion non négligeable des
ligands sous forme de chlorhydrate ne précipite pas, ce qui peut s’expliquer par la grande solubilité
de ces molécules polyamines trés polaires dans les solvants organiques. Des rendements réduits avaient
aussi été obtenus pour des molécules similaires.[258: 259, 2611 Neanmoins, 40a et 40b ont tout de méme
pu étre obtenus en quantités suffisantes (de 'ordre de 200 mg) pour mener la suite de la synthése.

J’ai alors réalisé la complexation des ligands en conditions dégazées a ’aide de perchlorate de fer(II)
hydraté. Le contre-ion perchlorate, qui avait déja été employé pour la synthése de 10,197 est de grande
taille, ce qui facilitera la cristallisation du complexe. La DIPEA a été utilisée pour déprotoner le ligand
et permettre la chélation de 'ion fer. La conversion des ligands en complexes de fer(II) 35a et 35b a
été observée par spectrométrie de masse : dans les deux cas, les pics attribués au ligand disparaissent
totalement au profit de nouveaux pics correspondant au complexe désiré. Dans le cas de 35a, j’ai observé
un assombrissement de la solution : une espéce absorbant fortement a donc été formée. J’ai supposé
qu’il s’agissait du complexe dans lequel la guanidine était coordinée sur I'ion métallique; en effet, la
coordination d'un ligand de type imine sur le complexe Fe(DPTACN)?* méne selon toute vraisemblance
a la formation d’un complexe diamagnétique possédant une absorption importante autour de 400 nm
(voir page 46). L’assombrissement n’a pas été observé pour 35b; de plus, la solution initialement jaune
claire se colore progressivement en rouge si on ne la maintient pas sous atmosphére inerte : on pourrait
étre en présence d’'un complexe au sein duquel la guanidine ne parvient pas & se coordiner, ce qui rend
la sphére de coordination ouverte et 'oxydation du fer(II) en fer(III) possible.

86



2. SYNTHESE ET ETUDE DES COMPLEXES 35A ET 35B CONTENANT UNE GUANIDINE
SIMPLE

Le complexe 35a a pu étre isolé et méme cristallisé en petites quantités (moins de 10 mg). Le
rendement de la derniére étape est alors de l'ordre de 10%, mais en ’absence de certitudes sur la
pureté de ’échantillon, il est impossible de donner une valeur exacte. Malheureusement, je n’ai pas
réussi a isoler 35b : son oxydation partielle en un complexe de fer(III) au cours de la cristallisation
est envisageable. Afin de résoudre ce probléme, il serait intéressant de travailler en environnement
strictement anaérobie et anhydre, dans une boite & gants par exemple.

2.3 Etude du caractére magnétogénique du complexe 35a

La structure de 35a a I’état solide a été obtenue par diffractométrie par rayons X sur un monocristal.
Elle est présentée a la Figure 5.6A ; la guanidine est coordinée a l'ion fer(II) en formant un cycle chélate
a 5 atomes, tout comme dans les complexes 31a et 32a.125% 2591 Les 6 ligands azotés adoptent une
géométrie quasi-octaédrique et les 6 liaisons fer-azote ont une longueur moyenne de 2,00 A : 35a est
donc, par analogie avec 5, 8, 15 et 18 (voir pages 42 et 53), un complexe diamagnétique a I’état solide.
Afin de minimiser ’encombrement stérique, la guanidine subit une trés légére torsion (I’angle diedre
est de 8 degrés) mais reste trés proche de la planéiteé.

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbance

0
250 300 350 400 450 500 550 600
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FIGURE 5.6 : A. Structure a I’état solide de 35a obtenue par diffractométrie par rayons X sur un
monocristal ; les atomes d’hydrogéne du macrocycle et des groupements picolyles ainsi que les
contre-ions perchlorate ne sont pas mentionnés pour faciliter la visualisation. B. Spectre d’absorption
UV-visible de 35a; solvant : eau distillée (pH neutre) ; concentration : 0,2 mM ; température : 37°C.

La spectroscopie d’absorption UV-visible d’une solution aqueuse de 35a de pH neutre fait apparaitre
une bande de transfert de charge métal-ligand double avec deux maxima d’absorption & respectivement
423 nm et 453 nm (Figure 5.6B). Le coefficient d’absorption molaire maximal, atteint & la longueur
d’onde de 423 nm, est d’environ 3000 M~!.cm™!. Le spectre a une allure proche de celle du spectre du
complexe 11, qui présentait aussi un épaulement sur la bande MLCT ainsi que des longueurs d’onde
d’absorption maximale et coefficients d’absorption molaires similaires.['97 35a adopte manifestement
un état diamagnétique pour un pH neutre : la guanidine est coordinée sur l'ion fer(II) central.

Le comportement magnétogénique de 35a a été étudié, tout d’abord par spectrophotométrie : une
titration pH suivie par absorption UV-visible a été réalisée (voir Figure 5.7). Comme je I’ai observé
pour le complexe 35b (voir ci-dessus), ces chélates de fer(II) semblent subir une oxydation rapide du
centre métallique en fer(IIT) lorsque la sphére de coordination est ouverte; afin de préserver l'inté-
grité du complexe lors du passage en milieu acide, j’ai donc essayé de me placer dans des conditions
anaérobies en faisant buller de I'argon dans la cuve entre chaque mesure. Lorsque le pH de la solution
est élevé (au-dessus de 7,5), 'absorption a 423 nm est maximale ; la guanidine est coordinée sur 'ion
fer(IT) de fagon quantitative et le complexe est présent sous une forme diamagnétique. La diminution
du pH s’accompagne d’une réduction de ’absorption : la décoordination de la guanidine se produit
progressivement pour donner 35a’ (voir Figure 5.8) et s’accompagne du changement d’état de spin, a
Porigine de la disparition de I'intense bande MLCT. Un palier est atteint a partir d’'un pH d’environ 4,5.
La variation de I’absorbance est d’amplitude telle qu’elle peut étre vue & ’ceil nu : la solution contenue
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dans la cuve de spectroscopie se décolore, passant du jaune-orangé au jaune ténu; la méme évolution
avait eu lieu lors de Iactivation de la molécule 8.114% 190 Enfin, la présence d’un point isobestique pour
la longueur d’onde 365 nm atteste de la transformation de 35a en 35a’ sans qu’aucune autre espéce
absorbante ne soit formée.

Lors de 'ajout d’hydroxyde de sodium pour revenir en conditions neutres, la coordination a été
observée a nouveau par le retour a une absorption importante : le systéme est réversible. Un nouveau
palier est atteint & partir d’'un pH de 7,5.
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Fi1GuRE 5.7 : Titration pH d’une solution de 35a suivie par spectrométrie d’absorption UV-visible.

A. Spectres mesurés pour différents pH au fur et & mesure de 'acidification de la solution. B. Tracé

de I'absorbance maximale normalisée (A4 = 423 nm) en fonction du pH au cours de l'acidification
puis de la basification. Solvant : eau distillée ; concentration : 0,2 mM ; température ambiante.
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FIGURE 5.8 : Equilibre de coordination de la guanidine de 35a observé par spectrométrie UV-visible
(ligne du haut ; le pKa estimé est d’environ 6,1) et dégradation potentielle par oxydation du
complexe 35a’ en milieu acide.

A partir des valeurs mesurées, le pKa de coordination peut étre estimé a 6,1 ; cette valeur est 1lége-
rement supérieure, quoique trés proche, des valeurs de 5,9 rapportées pour les complexes 31a, 32a et
33 et mesurées elles aussi par spectrophotométrie (voir Figure 5.2). Le remplacement du cation métal-
lique Cu?* ou Zn?* par un ion fer(II) et la coordination de deux groupements picolyles supplémentaires
semblent donc déstabiliser légérement la formation du cycle chélate. Parmi les raisons possibles (une

88



2. SYNTHESE ET ETUDE DES COMPLEXES 35A ET 35B CONTENANT UNE GUANIDINE
SIMPLE

moins grande affinité du fer(II) pour le ligand guanidine, une influence défavorable du champ de ligand
important exercé par les pyridines, une géne stérique entre la guanidine et les pyridines), je privilégie
la derniére. En effet, la torsion de la guanidine coordinée dans la structure & 1’état solide est dans notre
cas de 8, a comparer aux seulement 2° au sein du complexe 31a2%8! : la coordination de la base au
sein de 35a nécessite une torsion plus importante, ce qui entraine un plus grand colit énergétique.

J’ai pu observer la coordination et la décoordination de la guanidine en fonction du pH pour une
solution de concentration 0,2 mM. Toutefois, il est essentiel de vérifier si la coordination a bien lieu
aussi pour les concentrations auxquelles les sondes magnétogénes sont utilisées; la faible sensibilité de
I'IRM oblige en effet a disposer de solutions millimolaires afin d’obtenir une variation suffisante du
temps de relaxation longitudinale. Le comportement de 11 avait été étudié par le suivi du 77 d’une
solution aqueuse & 4 mM en fonction du pH (voir Figure 2.10B) : I'acidification s’accompagnait d’une
diminution drastique du 77 de 2,2 secondes environ (valeur habituelle pour une solution de molécules
diamagnétiques) a 330 ms.[197 Cette variation importante, due au changement quantitatif d’état de
spin du complexe, avait été attribuée a la décoordination de ’amidine suite & sa protonation.

Jai réalisé un suivi du 77 d’une solution de 35a en fonction du pH (voir Figure 5.9), pour un
champ magnétique de 7 T et une concentration de 4 mM. Ici aussi, j’al essayé de priver le milieu
de dioxygéne en dégazant la solution entre chaque mesure. En conditions légérement basiques, le T
vaut environ 2 s, un résultat proche de celui de 11 : la guanidine est coordinée et le complexe est
diamagnétique. Cependant, I'acidification de la solution ne s’accompagne pas d’une baisse du T} aussi
importante qu’attendue : le temps de relaxation longitudinale ne descend pas en-dessous de 1 seconde,
méme en conditions trés acides (pH de l'ordre de 3); la solution reste dans un état de transition de
spin et n’atteint pas I’état paramagnétique désiré (peg ~ 5 pup). De plus, la solution a l'origine orange
soutenue ne se décolore pas, comme lors de la titration par spectrophotométrie, mais tourne au rouge
clair. Ce comportement a été observé de fagon répétée; d’aprés ces observations, la protonation et la
décoordination de la guanidine ont lieu, mais 'ouverture de la sphére de coordination s’accompagne
d’une dégradation du complexe 35a’.

20 ¢t

151

0.5}
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FIGURE 5.9 : Titration pH d’une solution de 35a suivie par relaxométrie. Solvant : eau distillée ;
concentration : 4 mM ; champ magnétique : 7 T'; température ambiante ; les deux courbes
correspondent & deux expériences indépendantes.

J’avais noté précédemment que le retour & un pH neutre entrainait la fermeture de la sphére de
coordination et la restauration d’un état diamagnétique. Cette situation ne se produit pas ici : la
basification du milieu ne modifie ni le 77, qui demeure autour de 1 seconde, ni la couleur de la solution,
qui reste rouge vive. Il apparait ainsi que le complexe 35a’ n’est pas stable en milieu aqueux acide a
la concentration de 4 mM, et que son produit de dégradation n’est pas capable de revenir & un état
diamagnétique lorsque le pH est réhaussé.

89



CHAPITRE 5 : NOUVEAUX COMPLEXES COMPORTANT UNE GUANIDINE POUR
L'IMAGERIE D’ENZYMES IN VIVO

Ce comportement n’est pas en soi problématique : dans le cadre d’une utilisation "normale", le
complexe 35a sera produit par activation puis auto-effondrement d’une sonde magnétogéne, et trans-
formé en 35a’ par acidification du milieu pour abaisser le T7 et "révéler" la conversion de la sonde.
Augmenter a nouveau le pH de la solution ne présente dans ce cadre aucune utilité puisque cela cor-
respond & "masquer" le signal. Toutefois, il est tout de méme intéressant de comprendre pourquoi et
comment 35a’ se dégrade & haute concentration. En effet, cette dégradation pourrait s’accompagner
d’une toxicité in vivo, limitant l'usage des sondes magnétogénes possédant une guanidine (méme si
35a en tant que telle ne peut étre utilisée car son pKa n’est pas assez élevé). Par ailleurs, 1’évolution
de 35a’ occasionne une réponse magnétogénique moins intéressante qu’attendue puisque les complexes
restent dans un état de transition de spin.

L’analyse par spectrométrie de masse d’une solution de 35a en milieu acide montre la présence du
complexe 35a”, forme oxydée de 35a’ ou un ion hydroxyde coordine le cation métallique fer(III). De
plus, I'ajout d’une petite quantité d’ascorbate de sodium, un réducteur communément utilisé comme
conservateur alimentaire, entraine un changement de couleur immédiat de la solution du rouge clair au
jaune clair, ainsi qu’'une disparition de 'espéce fer(III) sur le spectre de masse. Il semble donc qu’en
milieu acide, le cation métallique fer(II) du complexe 35a’, dont la sphére de coordination est ouverte,
s’oxyde en fer(III), par exemple du fait de la présence de dioxygéne dissous dans 1’eau. L’oxydation de
35a’ en 35a” peut rendre le retour & un état bas spin impossible pour deux raisons :

— Le passage du fer(II) au fer(III) modifie les propriétés de coordination de la guanidine. En effet,
l'ion fer(III) est connu pour étre trés oxophile ; de nombreux complexes de fer(IIT) comportant
des ligands oxygénés, comme des anions oxalates ou acétylacétonates, sont décrits et utilisés
comme références en chimie de coordination.'11 De plus, un ion hydroxyde est coordiné sur le
cation fer(III) ; ce ligand bénéficie d’une interaction électrostatique favorable.[?™ La coordina-
tion de la guanidine nécessite de déplacer ce ligand, ce qui est plus difficile que le remplacement
d’une molécule d’eau électroneutre. Ainsi, la coordination de la guanidine au fer(III) peut étre
beaucoup plus délicate que dans le cas d’un complexe de fer(II), voire ne jamais se produire en
solution aqueuse.

— L’oxydation du centre métallique change 1’état de spin du complexe. Les complexe
Fe(TPTACN)3* et [Fe(DPTACN)CI** sont tous deux paramagnétiques en solution, avec un
moment magnétique peg égal & 2,71 pup pour le premier!!® et 358 ©p pour le second. 272
L’écart entre ces deux complexes de fer(III) est donc beaucoup plus faible qu’entre les deux
équivalents fer(II). La coordination de la guanidine au sein de 35a” pour donner 35a”’ (Figure
5.8), si elle a lieu, peut donc n’entrainer qu'un faible changement d’état de spin et non le retour
attendu & un état diamagnétique.

Il est possible que la dégradation ait été observée lors de la titration pH par relaxométrie, et non
pendant 1’étude par spectrophotométrie, car le temps nécessaire & chaque mesure est beaucoup plus
long dans le premier cas que dans le second (environ huit minutes pour le suivi par 77, seulement une
pour le suivi par absorption UV-visible). Malheureusement, il est matériellement impossible de réaliser
les mesures de 717 plus rapidement. Une solution pourrait étre de réaliser la titration en présence d’'un
réducteur, afin de maintenir I'ion métallique sous forme de fer(IT). Ce réducteur doit respecter le cahier
des charges suivant :

— il doit étre soluble dans ’eau et stable dans le milieu aqueux & tous les pH étudiés et durant
tout le temps que durera ’analyse;

— il ne doit pas mener a la dégradation du complexe;

— il ne doit pas se coordiner au centre métallique;

— enfin, il ne doit pas présenter un caractére paramagnétique sous ses formes oxydée et /ou réduite

pour ne pas interférer avec la mesure de 77 .

La tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP) pourrait convenir. Cette molécule utilisée pour la ré-
duction des ponts disulfures ne s’oxyde que lentement dans I'eau, méme en conditions acides27!; son
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atome de phosphore encombré et ses trois fonctions carboxylate ne devraient pas endommager le com-
plexe, ni se coordiner sur le fer(II). De plus, aussi bien la TCEP que son oxyde sont des molécules
organiques diamagnétiques. La titration pH de 35a suivie par relaxométrie en présence d’un excés de
TCEP devrait permettre de freiner 'oxydation du fer(II) en milieu acide et de caractériser de fagon
satisfaisante le caractére magnétogénique de ce complexe.

2.4 Conclusions

J’ai préparé les complexes 35a et 35b; si 35b n’a pas pu étre isolé, j’ai obtenu des monocristaux
de 35a, ce qui m’a permis de mener une étude plus poussée de ce complexe.

Les deux complexes présentent en solution un comportement trés similaire a celui des complexes
3laet 31b (Figure 5.2) dont ils sont proches structurellement. La guanidine de 35a, liée au macrocycle
selon un lien éthyle, est capable de se coordiner au cation métallique selon un processus réversible de
pKa de l'ordre de 6 (Figures 5.7 et 5.8). Cette coordination est aussi présente a 1’état solide (Figure
5.6A). Au contraire, au sein du complexe 35b, aucune coordination de la guanidine n’a été observée.

Ces résultats sont conformes & nos prévisions : ils indiquent que 35a ne pourra pas servir de
plateforme pour la conception de sondes magnétogénes opérant en milieu physiologique, car le pKa de
décoordination de la guanidine n’est pas assez élevé. Le caractére paramagnétique de 35b en solution
aqueuse quel que soit le pH, s’il venait a étre vérifié, est par contre trés intéressant. Il faudra toutefois
confirmer si son analogue 36b, muni d’un déclencheur, adopte quant a lui un état diamagnétique en
solution aqueuse, ce qui ferait de la paire 35b/36b une référence pour I’élaboration de sondes pour
I'imagerie in vivo. Enfin, il est plaisant de constater que 35a posséde une réponse magnétogénique
similaire au complexe 11 (voir Figure 2.10), simplement modifiée dans les proportions prévues (le pKa
de coordination augmente de 1,5 unité) par le remplacement de ’amidine en une guanidine.

Si les propriétés de coordination de la guanidine sont trés proches au sein de 3la-b et 35a-b,
les complexes différent par contre par leur capacité & s’oxyder en solution aqueuse. Les complexes
de cuivre(III) sont en effet trés rares dans le milieu aqueux, ™9 ce qui explique qu’aucune oxydation
de 31a-b n’ait été observée.[?®! En revanche, le maintien d’un complexe de fer(II) sous ce degré
d’oxydation, dans I’eau et en présence de dioxygéne dissous, est habituellement difficile, en particulier
lorsque la spheére de coordination est ouverte.l201l Ainsi, 35a’ et 35b s’oxydent de facon notable, ce qui
a pour effet de modifier leur état de spin et potentiellement d’entrainer la production de radicaux libres
toxiques pour le milieu biologique. Avant d’envisager 1'utilisation in vivo de complexes comportant une
fonction guanidine, il sera primordial d’évaluer les effets de ces complexes sur les cellules et de vérifier
que leur toxicité est réduite.

On peut se demander pourquoi les complexes comportant une guanidine s’oxydent avec une telle
facilité dans des conditions aqueuses dégazées, alors que 11 n’avait pas démontré cette aptitude a
s’oxyder lors de la titration. Méme si Faycgal Touti n’a pas rapporté 'oxydation du complexe 11’ en
milieu acide, il a noté en revanche la décoordination en milieu basique prononcé (pH > 11) de 'amidine
au profit d'un ion hydroxyde pour donner 11”, qui méne a 'oxydation du fer(II) en fer(IIl) et a la
formation de 11” (voir Figure 5.10).[144] Il est d’ailleurs possible que le méme comportement se produise
pour 35a’, quoique & un pH différent. 11° est donc tout de méme capable de s’oxyder, mais ce processus
est plus difficile que dans le cas de 35a’. La différence peut provenir de la capacité de la guanidine
protonée a promouvoir 'oxydation du centre métallique fer(IT) par rapport a 'amidine cyclique : avec
ses nombreux sites disponibles pour des liaisons hydrogéne dus a ’absence de substituants, la guanidine
de 35a’ peut stabiliser la coordination de nombreuses espéces sur le fer(II), dont des oxydants comme
le dioxygéne. Au contraire, I’amidine protonée de 11’ est beaucoup moins capable d’interagir avec
d’autres molécules environnantes et n’a donc pas une grande influence vis & vis du centre métallique.
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FIGURE 5.10 : Oxydation de 11’ en milieu basique, telle que rapportée par Faycal Touti.[144

3 Synthése des complexes 36a et 36b contenant une guanidine carba-
mylée

Au vu des résultats intéressants que présentent les complexes 35a et 35b, il est intéressant de
préparer et étudier leurs analogues 36a et 36b, au sein desquels la fonction guanidine est carbamylée
par un groupement déclencheur. Je détaillerai tout d’abord une premiére synthése des deux ligands
correspondants, puis les essais de complexation que j’ai menés et qui ne m’ont pas permis d’isoler les
complexes cibles. J’exposerai enfin une nouvelle voie de synthése qui je ’espére donnera accés a 36a et
36b, et nous laissera conclure sur 'intérét des guanidines pour la conception de sondes magnétogénes
destinées a I'imagerie in vivo.

3.1 Premiére voie de synthése des ligands

Les complexes 36a et 36b ont une structure identique a celle de 35a et 35b, & 'exception du
groupement p-nitrobenzyloxycarbonyle substituant la guanidine. Leur synthése sera donc a priori trés
proche et ne différera que par la voie de formation de la guanidine carbamylée. En premier lieu, je vais
discuter la synthése de cette unité basique substituée; je présenterai ensuite la synthése des ligands
45a et 45b (voir Figure 5.11).

pNZ-Cl SMe  Boc,0  TSMe Mel S
DIPEA 2\ -— o or=—
SMe O / BocN® “NH, 64% H,N~ “NH, quant. H,N~ “NH,
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FIGURE 5.11 : Voie de synthése des complexes 36a et 36b.
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3.1.1 Préparation de la fonction guanidine mono-carbamylée

Deux stratégies sont possibles pour la préparation de guanidines substituées par un seul groupement
carbamyle et incluses dans une molécule organique (voir page 85) :

— La transformation directe de ’amine primaire correspondante en guanidine mono-carbamylée
au moyen d’un réactif de guanidinylation mono-substitué ; cependant, ces unités sont habituel-
lement de trés mauvais électrophiles.2681 Or, la synthése de guanidines di-carbamylées, comme
39a et 39b (Figure 5.5), est déja difficile alors que cette réaction est supposée étre trés efficace.
Le risque est donc grand que 'utilisation d’un réactif de guanidinylation mono-substitué se
solde par de trés faibles rendements.

— La synthése en deux étapes de la guanidine mono-carbamylée en passant par un intermédiaire
di-substitué. Un réactif de guanidinylation asymétrique comportant le groupe carbamyle d’in-
térét et un groupement protecteur est d’abord mis a réagir avec l'amine primaire ; cette étape
devrait étre facile. Dans un deuxiéme temps, le groupement protecteur est retiré. Cette sé-
quence réactionnelle est la plus couramment utilisée dans la littératurel262: 274 2751+ ¢lle permet

une préparation efficace de la fonction désirée.

J’ai choisi d’utiliser la seconde stratégie. Elle requiert de préparer un réactif de guanidinylation sub-
stitué par un Boc, qui jouera le role de groupement partant, et une fonction p-nitrobenzyloxycarbonyle.
Parmi les différents groupements partants que ’on peut envisager (Figure 5.4), les plus courants sont
le 1H-pyrazole et le méthanethiol ; toutefois, il a été rapporté que les 1H-pyrazole-1-carboxamidine
di-substituées de fagon asymétrique sont assez instables, ce qui rend leur isolement délicat et réduit
leur efficacité pour la suite de la syntheése.2™ Les S-méthylisothiourées sont quant & elles stables et
de préparation plus aisée; ce sont elles que j'utiliserai.

3.1.2 Synthése des ligands 45a et 45b

J’ai mené la synthése des ligands 45a et 45b de maniére analogue & celle des molécules 40a et 40b
(voir Figure 5.11). Le réactif de guanidinylation 43 a été obtenu a partir de la thiourée en trois étapes
et avec de bons rendements. La thiourée est d’abord alkylée par I'iodométhane pour donner 41, puis
mono-protégée par le di-carbonate de di-tert-butyle en 42 ; la carbamylation & ’aide du chloroformiate
de p-nitrobenzyle fournit 43. Ce synthon a été mis & réagir avec les amines primaires 38a et 38b,
dont j’ai décrit la synthése précédemment (Figure 5.5). Les guanidines di-carbamylées 44a et 44b sont
obtenues avec des rendements moyens, quoique supérieurs a ceux de la synthése de 39a et 39b. Enfin,
la déprotection du groupement Boc a été réalisée a 1’aide de conditions habituelles pour donner les
ligands 45a et 45b de facon trés efficace.

3.2 Tentatives de complexation et discussion sur la structure des ligands

Muni du ligand 45b, j’ai tenté sa complexation dans les mémes conditions que j'avais utilisées
pour 40a et 40b. Aprés avoir dissout le ligand dans de I’éthanol anhydre, j'ai dégazé la solution et
ajouté successivement un équivalent de perchlorate de fer(II) hydraté puis une base azotée, la DIPEA.
Comme précédemment, la conversion de 45b en 36b a été observée par spectrométrie de masse : les
pics attribués au ligand disparaissent totalement au profit de nouveaux pics correspondant au complexe
désiré. Toutefois, le complexe présente le méme comportement que 40b : la solution de 36b est jaune
claire et devient rouge claire si on ne la préserve pas du dioxygéne. J’ai supposé que la guanidine
carbamylée n’était pas coordinée sur lion fer(II), rendant le complexe paramagnétique, et que la
sphére de coordination ouverte permet I’oxydation du complexe, comme je I’ai observé précédemment.
L’ajout d’une petite quantité d’acétonitrile s’accompagne d’un assombrissement de la solution : la
coordination de ce ligand exergant un champ important stabilise le complexe sous sa forme Fe(II) et
entraine le basculement vers un état diamagnétique. J’ai alors pu isoler 36b. Malheureusement, les
tentatives de cristallisation ont toutes été infructueuses.
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L’étude de 36b en solution aqueuse a été menée. On s’attend au rapide déplacement de ’acétonitrile
par une molécule d’eau, plus compétitive car présente en plus grande concentration (55 M), ou par la
guanidine carbamylée, car la formation d’un cycle chélate a six atomes est trés favorable. La solution
adopte rapidement une couleur rouge claire en conditions acides ou neutres : la sphére de coordination
est manifestement ouverte et le cation métallique s’oxyde en fer(IIl), de la méme maniére qu’au sein
de 35a’ (voir ci-dessus). Le passage en milieu basique s’accompagne d’un faible assombrissement de la
solution, mais la couleur rouge prédomine toujours. 36b semble donc étre dans un état paramagnétique
en solution et le fer y est au degré d’oxydation +III : la guanidine carbamylée ne parvient pas a se
coordiner sur le centre métallique, ou sa coordination ne permet pas ’adoption d’un état diamagnétique.

Le comportement de 36b en solution n’était pas facilement prévisible : la guanidine de 35b étant
décoordinée dans le milieu aqueux quel que soit le pH, il était impossible de savoir si sa carbamylation
suffisait pour permettre sa coordination en conditions neutres. Au contraire, on s’attend & ce que
la spheére de coordination de 36a soit fermée dans le milieu aqueux (voir ci-dessus). J'ai décidé de
préparer ce complexe de la méme maniére que 36b pour étre en mesure de comparer les deux molécules
fiablement.

Or, a ma grande surprise, 36a présente le méme état de spin que 36b en toutes circonstances, aussi
bien lors de la complexation en solvant organique que dans le milieu aqueux. Je me suis donc interrogé
sur la structure de ces complexes, et notamment sur la capacité de la guanidine carbamylée & coordiner
I'ion fer(II) et a rendre le complexe diamagnétique.

Au sein des complexes 31a et 32a (Figure 5.2), la guanidine se coordine a 'ion cuivre(II) via un
atome d’azote de type imino. Pour notre complexe 35a, la longueur de la liaison fer-azote dans la
structure a I'état solide (Figure 5.6) suggére le méme motif de coordination. La guanidine protonée,
dans laquelle les trois atomes d’azote sont équivalents et les électrons 7 tous délocalisés, subit donc
une réorganisation électronique lors de sa coordination. L’azote N1, qui est I’atome qui se coordine
(afin que se forme un cycle chélate a cingq atomes plus favorable), adopte un caractére imino, les deux
atomes d’azote restants prennent quant a eux un caractére amino (voir Figure 5.12A).

Nous avions implicitement fait 'hypothése que le méme phénomeéne allait se produire pour les
complexes 36a et 36b. Nous supposions que quelle que soit 'organisation des électrons 7w au sein
de la guanidine carbamylée protonée, la coordination sur le cation métallique via ’atome d’azote N1
(pour former un cycle chélate a cing ou six atomes) allait entrainer un réarrangement électronique
menant & un caractére imino au niveau de N1 et amino au niveau de N2 et N3 (voir Figure 5.12B).
Or, sous sa forme libre, une guanidine mono-carbamylée a une répartition des électrons 7 bien définie :
I’atome d’azote carbamylé est celui qui posséde le caractére imino, car la double liaison carbone-azote
ainsi formée permet une délocalisation de la double liaison carbone-oxygéne adjacente du carbonyle
et sa stabilisation. Il est donc malheureusement probable que la coordination de la guanidine mono-
carbamylée au fer(II) ne modifiera pas cette répartition électronique (cas du haut). La coordination ne
permettra alors pas un changement d’état de spin :

— si la coordination a lieu via I’atome d’azote N1, celui-ci étant de caractére amino, il n’exerce
pas un champ de ligand suffisant pour que le complexe adopte un état diamagnétique (cas du
milieu).

— si la coordination a lieu via 'atome d’azote N3, le cycle chélate formé comporte alors 7 (cas
de 36a) ou 8 atomes (cas de 36b); méme si N3 a un caractére imino, le champ de ligand qu’il
exerce alors n’est pas assez grand pour permettre le basculement vers un état bas spin (cas du
bas). De plus, une géne stérique importante peut alors avoir lieu entre le groupement carbamyle
et le reste du complexe, notamment au niveau d’une des pyridines, ce qui rend ce motif de
coordination improbable.

Afin que la coordination de la guanidine carbamylée au fer(II) puisse se produire et rendre le
complexe diamagnétique, il faut ainsi "obliger" I'azote N1 a adopter un caractére imino, et N2 comme
N3 a prendre un caractére amino. Il est donc indispensable de synthétiser de nouveaux ligands au sein
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FIGURE 5.12 : Motifs de coordination d’une guanidine simple (A) et mono-carbamylée (B) et
conséquence sur ’état de spin du complexe de fer(II); R désigne un groupement alkyle.

desquels les atomes d’azote de la guanidine ont précisément cette répartition.

3.3 Nouvelle voie de synthése des ligands

Aprés avoir compris pourquoi les ligands 45a et 45b ne permettent pas la coordination de la
guanidine carbamylée selon le motif désiré, j’ai cherché a concevoir de nouveaux ligands pour lesquels
la coordination devrait avoir lieu de facon satisfaisante. J’ai identifié les critéres suivants :

— Le seul moyen de garantir un caractére amino pour ’azote N3 est de le substituer par un
groupement alkyle; la formation d’une double liaison au niveau de cet atome obligerait alors
I’azote & étre chargé positivement, ce qui est trés défavorable.

— L’atome d’azote N2 devrait porter dans I'idéal deux substituants, 1 aussi pour rendre son ca-
ractére amino certain. Toutefois, cette double substitution n’est peut-étre pas indispensable :
les électrons 7 étant délocalisés seulement entre N1 et N2 qui sont deux atomes d’azotes équi-
valents, la coordination de la guanidine au niveau de N1 pourrait suffire & établir un caractere
imino sur N1 sans qu’il soit nécessaire de le forcer en di-substituant N2.

Cette problématique de coordination via un azote de type imino avait déja été rencontré pour la
molécule 10 (Figure 2.10A) : la substitution, via le cycle pyrimidine de ’amidine, de I’azote portant le
carbamyle oblige 'autre atome d’azote & adopter un caractére imino; c’est ce dernier qui se coordine
sur 'ion fer(IT). Néanmoins, la présence de trois atomes d’azote dans notre cas complexifie la situation.
Par analogie avec le complexe 10, j’ai proposé deux nouvelles structures et leur voie de synthése (voir
Figure 5.13).

La premiére guanidine posséde un cycle imidazolidine ; 'atome d’azote N3 est ainsi di-substitué,
mais N2 ne ’est qu’une seule fois. La voie de synthése est directe : ’amine primaire est mise a réagir avec
la thiourée asymétrique (préparée en deux étapes depuis la 2-imidazolidinethione), puis le groupement
protecteur est déprotégé. La seconde guanidine présente la méme structure, a ’exception du substituant
méthyle.

Si la premiére cible devrait étre préparée de fagon efficace, car cette séquence réactionnelle a déja fait
ses preuves pour la synthése de 45a et 45b, il n’est pas certain que la coordination via ’atome d’azote
N1 ait lieu de fagon satisfaisante (voir ci-dessus). Au contraire, la deuxiéme cible devrait présenter le
motif de coordination désiré, a condition toutefois que le groupement méthyle ne génére pas de géne

95



CHAPITRE 5 : NOUVEAUX COMPLEXES COMPORTANT UNE GUANIDINE POUR
L'IMAGERIE D’ENZYMES IN VIVO

F1GURE 5.13 : Nouvelles guanidines carbamylées, et leur voie de synthése, proposées pour permettre
I'adoption d’un état diamagnétique lors de la coordination au sein d’un complexe de fer(II).

stérique trop importante vis & vis d’'une des deux pyridines ; cependant, sa synthése risque d’étre plus
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délicate car elle fait intervenir une thiourée mono-carbamylée.

J’ai débuté la synthése de ces deux cibles en menant tout d’abord des essais avec une amine simple,
la butylamine. Si je n’ai pas encore réussi a préparer la thiourée di-substituée de fagon asymétrique ou
les deux guanidines, il s’agit & mon avis d’un objectif atteignable rapidement. Néanmoins, les thiourées
sont décrites dans la littérature comme moins réactives que les S-méthylisothiourées : je devrai peut-
étre employer des conditions réactionnelles plus dures que pour la synthése de 44a-b afin de mener
cette séquence a terme. Notamment, 'usage de sels métalliques comme le chlorure de mercure(II)
ou le chlorure de cuivre(II) risque d’étre indispensable. Une fois les ligands obtenus, il sera alors trés
intéressant de réaliser leur complexation afin d’observer quel motif de coordination adopte la guanidine

et sous quel état de spin sont présents les complexes.
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Conclusion sur les sondes magnétogénes

Au cours de mes trois années de thése, j’ai travaillé sur la conception de nouvelles sondes magnéto-
génes pour visualiser des activités enzymatiques par IRM. J’ai poursuivi les deux stratégies qui avaient
été initiées dans I’équipe : la magnétogénése par rupture d’une liaison covalente d’une part, dont pro-
fitent les complexes adoptant une architecture Katritzky, et la génération d’un moment magnétique
par protonation d’un ligand d’autre part, qui était illustrée par les complexes comportant une amidine.
J’al essayé de rapprocher ces deux approches du monde biologique, notamment en préparant puis étu-
diant des molécules utilisables dans un contexte in vivo et/ou apportant des informations concrétes
sur le vivant. Par ailleurs, j’ai tenté d’approfondir les connaissances de ’équipe sur nos molécules en
m’intéressant a des caractéristiques que nous n’avions pas encore examinées, afin de mieux saisir les
forces et faiblesses de nos complexes et de réfléchir & des solutions pour les rendre plus efficaces.

Un premier aspect de mon travail a été la synthése puis 1’évaluation de nouveaux complexes basés
sur ’architecture Katritzky. M’appuyant sur les résultats préliminaires obtenus par Faycgal Touti, j’ai
pu développer une nouvelle gamme de molécules dérivées des composés parents. J’ai ensuite investigué
leurs propriétés physico-chimiques, et notamment leur capacité a acquérir un moment magnétique en
réponse & un stimulus chimique, I’hydrogénation catalytique. J’ai pu identifier un complexe, 16, dont
la magnétogénése a lieu de fagon plus rapide que la molécule de référence 8. En poursuivant ’étude de
la fragmentation de cette sonde, j’ai mis au jour un processus d’oxydation du ligand qui n’avait pas
été rapporté précédemment. Si 'adaptation de ce complexe en une molécule répondeuse a une activité
engymatique sera difficile, il pourra étre employé pour I'imagerie de cellules hypoxyques et constituer
ainsi un outil pour la caractérisation des environnements tumoraux.

Le deuxiéme volet de mes travaux a porté sur la valorisation des complexes comportant une amidine
pour leur usage dans un cadre in vitro. Si ’étude de la molécule 10 s’était avérée décevante pour I’équipe
car la sonde ne peut fonctionner in vivo, ce complexe robuste doté d’une réponse magnétogénique
marquée et originale a ouvert la voie & de nouveaux édifices utiles pour le diagnostic in wvitro de
pathologies. J’ai travaillé a I’élaboration d’une famille de sondes répondant a des activités enzymatiques,
et congu la premiére molécule magnétogéne sensible & une peptidase, 19. Ce complexe, dont la synthése
est délicate, a démontré une fragmentation rapide en présence de la leucine aminopeptidase. Je me suis
ensuite intéressé a l'application de ces molécules pour la détection d’activités enzymatiques modéles
dans des micro-volumes, prélude essentiel a la quantification de biomarqueurs enzymatiques & des fins
diagnostiques. Afin de connaitre le comportement de nos structures en présence de faibles champs
magnétiques, ce qui sera le contexte dans lequel ces sondes seront utilisées, j’ai réalisé des mesures de
relaxométrie en champ cyclique et constaté que nos complexes avaient une bonne réponse. J’ai ensuite
participé & I’élaboration et & ’évaluation de deux dispositifs de mesure de la relaxivité de micro-
échantillons, 'un basé sur un imageur IRM dédié & la souris, I’autre reposant sur un mini-aimant. Si
de multiples mises au point restent & effectuer, notre objectif de réaliser un dispositif de type Point-
of-Care, permettant le diagnostic facile et peu cotiteux de maladies par la quantification d’activités
enzymatiques via la relaxométrie longitudinale, semble plus atteignable que jamais.

La troisiéme partie de mon travail consistait & identifier une nouvelle architecture de sondes pouvant
opérer en conditions physiologiques. J’ai préparé de nouveaux complexes inspirés de 10, mais compor-
tant une fonction guanidine. Ces molécules, dont la synthése doit encore étre maitrisée, s’oxydent
dans le milieu aqueux mais sont prometteuses pour parvenir & des sondes compatibles avec le milieu
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biologique. Toutefois, compte tenu du temps conséquent que j’ai consacré & synthétiser et étudier ces
molécules, j'aurais souhaité que ce projet débouche sur des applications biologiques concrétes, ce dont
nous sommes malheureusement toujours assez éloignés.

Les résultats que j’ai obtenus sont de bon augure mais m’interrogent a double titre sur la réalisabilité
d’une imagerie moléculaire efficace a I'aide de nos sondes. En premier lieu, la synthése des nouvelles
molécules magnétogénes s’est avérée beaucoup plus laborieuse que celle des sondes modéles préparées
auparavant. Bien que j’ai consacré beaucoup de temps & améliorer les rendements et optimiser les
purifications, j’ai le sentiment qu’un travail d’ampleur est nécessaire pour que des complexes utiles
dans un contexte biologique soient obtenus en grandes quantités, ce qui est une condition sine qua non
compte tenu de la faible sensibilité de 'IRM.

J’ai aussi observé une tendance de nos molécules a s’oxyder, surtout en ce qui concerne les complexes
a sphere de coordination ouverte. Sil’oxydation de complexes de fer(II) en fer(IIT) dans le milieu aqueux
est largement rapportée et découle naturellement du comportement en solution du fer non chélaté, j’ai
été surpris car nos systémes avaient été explicitement choisis pour minimiser ce phénomeéne. De plus,
je n’ai pu trouver que peu d’information sur I'oxydation des molécules étudiées avant mon arrivée dans
I’équipe. Ce phénoméne est pourtant particuliérement handicapant pour notre projet : le passage du
fer(II) en fer(IIT) au sein d’une sonde magnétogéne activée entraine non seulement une réduction du
moment magnétique, et donc du signal généré, mais aussi une dégradation du complexe pouvant mener
& une importante toxicité via la déchélation du fer et la génération de stress oxydant. J’ai ainsi supposé
que des mesures particuliéres (privation du milieu en dioxygeéne, ajout d’un réducteur par exemple)
avaient été prises pour s’affranchir de 'oxydation et obtenir les résultats trés satisfaisants des molécules
8 et 10.

Afin de mieux comprendre les phénomeénes d’oxydation de nos molécules, j’ai préparé le complexe
30’ (voir Figure 5.14), analogue de 30 présenté plus haut (voir la page 74), et réalisé une étude
électrochimique préliminaire avec 'aide du docteur Christophe Bucher. J’ai observé la susceptibilité
a l'oxydation de ce complexe dans le milieu aqueux non dégazé et sa grande affinité pour les ions
chlorure. La coordination d’un ion chlorure semble de plus promouvoir 'oxydation du complexe en
abaissant son potentiel d’oxydoréduction, ce qui est possiblement une importante limitation in wvivo
ou ces ions sont présents en concentration trés importante par rapport a nos complexes. Toutefois, le
caractére réducteur du milieu intracellulaire pourrait rendre tout processus d’oxydation impossible en
favorisant ’état d’oxydation +II.

FIGURE 5.14 : 30’, modéle de sonde magnétogénique activée utilisé pour des caractérisations
électrochimiques. A. Représentation théorique en solution. B. Structure a I’état solide obtenue par
diffractométrie par rayons X sur un monocristal ; les atomes d’hydrogéne du macrocycle et des
groupements picolyles ainsi que le contre-ion tétrafluoroborate ne sont pas mentionnés pour faciliter
la visualisation.

Malgré les doutes que j’émets sur une concréte application in vivo de nos sondes, je reste convaincu
de la capacité de I’équipe a relever les différents défis et admiratif de la beauté de ce projet trés original.
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Chapitre 6

Contexte : sondes fluorogéenes
précipitantes pour la visualisation n
cellulo d’activités enzymatiques

Dans les cinq chapitres précédents, j’ai présenté mes résultats sur la conception et I’étude de sondes
magnétogénes pour I'imagerie d’enzymes par résonance magnétique. Au cours de ce travail de thése,
j’al aussi travaillé sur la réalisation de nouvelles molécules fluorogénes. Ce projet trés prometteur était
en suspens depuis le départ du docteur Maxime Prost en septembre 2014 ; or, Jens Hasserodt désirait
que le projet se poursuive méme en ’absence d’un doctorant dédié. J’ai donc commencé en juin 2015,
a la fin de ma deuxiéme année de thése, mes travaux sur la visualisation d’activités enzymatiques
par fluorescence, en paralléle de mes activités sur les sondes magnétogénes. Ici, aprés avoir décrit
le contexte bibliographique dans lequel ce sujet s’inscrit, et rappelé les réalisations précédentes des
chercheurs du laboratoire, je détaillerai les résultats que j’ai obtenus concernant de nouvelles sondes
fluorogénes précipitantes pour les glycosidases.

La conception de sondes fluorogénes répond a des objectifs différents de 1’élaboration de molécules
magnétogénes. Comme je ’ai présenté au cours du chapitre 1, trés peu de sondes pour 'IRM sensibles
& une activité enzymatique permettent réellement une localisation efficace des processus étudiés. Et
méme si les sondes magnétogénes sont théoriquement les outils idéaux pour accomplir ce but (voir le
chapitre 2), dans la pratique, aucune des molécules congues jusqu’a ce jour n’a encore prouvé son bon
fonctionnement dans le contexte biologique.

Le tableau est beaucoup plus réjouissant du coté de 'imagerie par fluorescence : de trés nombreuses
sondes fluorogénes sensibles & des activités enzymatiques diverses ont été préparées et utilisées avec suc-
cés non seulement in cellulo, mais aussi in vivo dans plusieurs organismes vivants, dont la souris.[114; 276]
L’élaboration et ’évaluation de nouvelles molécules permettant une localisation des enzymes toujours
plus sensible, précise et rapide constitue de nos jours un domaine de recherche florissant. (29 561 Afin
de participer a cette compétition dans les meilleures dispositions, il nous faut réfléchir aux moyens de
concevoir des molécules originales permettant, par leurs caractéristiques exceptionnelles, des applica-
tions nouvelles et audacieuses.

L’utilisation in vivo de sondes fluorogénes fait apparaitre deux limites majeures de ces molécules.
La premiére est la sensibilité parfois trop faible de la détection des activités enzymatiques, qui empéche
de visualiser des processus mettant en jeu une quantité d’enzyme réduite.%? 14 La seconde est 1'im-
possibilité de localiser précisément la cible : la diffusion, au sein du milieu biologique, des fluorophores
résultant de 'activation diminue le rapport signal sur bruit.[% 15 Or, aussi bien la sensibilité que la
rétention du signal sont essentiels a 1’élaboration d’une sonde efficace (voir page 23). Lever ces deux
difficultés permettrait a la fois une visualisation précise et sensible des activités enzymatiques dans tous
les contextes, ce qui augmenterait considérablement les potentialités offertes par I'imagerie moléculaire
par fluorescence.[94 99
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Des solutions moléculaires ont été développées pour surmonter ces deux écueils; elles ont mené a
I'obtention de fluorophores aux propriétés spectrales et de rétention trés intéressantes. Je vais présenter
ces stratégies dans les deux prochaines parties.

1 Stratégies pour améliorer la sensibilité

Comme je l'ai précisé dans l'introduction (voir page 18), le seuil de détection d’un fluorophore
dépend principalement de ses propriétés spectrales, et notamment de sa brillance €.¢ et de ses longueurs
d’onde d’excitation A, et d’émission Agyp,.[25 ™ En effet, un décalage vers le rouge de A., et Ay, réduit
I’absorption des photons par les tissus.[8% 85 Par ailleurs, un grand déplacement de Stokes permet de
s’affranchir des phénomeénes d’autofluorescence et de réabsorption (absorption par un fluorophore d’un
photon émis par un fluorophore voisin) qui diminuent considérablement le signal d’ensemble détecté. 183l
La conception de molécules garantissant une excellente sensibilité requiert donc d’optimiser ces deux
parametres.

Le décalage bathochrome des propriétés spectrales est le plus souvent réalisé par ’extension du
systéme 7 de fluorophores connus.[™ L’augmentation du nombre d’orbitales atomiques impliquées dans
la conjugaison diminue ’écart d’énergie entre les orbitales moléculaires plus haute occupée (HO) et
plus basse vacante (BV), ce qui correspond a une augmentation a la fois de A¢; et de Mgy, Cette mesure
a pour effet de diminuer le rendement quantique : I’abaissement de I’énergie de transition rend plus
facile la désexcitation non-radiative, notamment par des collisions moléculaires.!5 Le développement
de nouveaux fluorophores dont I’excitation et ’émission sont décalées vers le rouge est poursuivi dans
I'équipe pour améliorer la capacité de nos sondes a étre utilisées in vivo.[277l Toutefois, n’ayant pas
travaillé sur cet aspect et par souci de concision, je n’en parlerai pas davantage.

L’allongement du déplacement de Stokes requiert quant a lui de diminuer 1’énergie de la désexcita-
tion radiative, sans modifier les propriétés d’absorption. Il est alors nécessaire d’augmenter la quantité
d’énergie dissipée avant que la fluorescence ne se produise. Pour cela, on peut profiter d’'un réarrange-
ment moléculaire & ’état excité au sein du fluorophore : I'intermédiaire plus stable qui se forme alors
est celui qui émettra le photon (voir Figure 6.1A). Ce comportement est couramment rencontré lorsque
le fluorophore posséde une architecture de type donneur-accepteur ol un systéme 7 relie ces deux élé-
ments (on parle de structure dite donneur-m-accepteur ou D-m-A).[" Selon la nature du donneur et
de 'accepteur et le type de réarrangement, on distingue deux phénomeénes :

— Le transfert de charge intramoléculaire (ICT, ou Intramolecular Charge Transfer) fait intervenir
un donneur et un accepteur d’électrons. La répartition des charges établie & I’état fondamental
est modifiée une fois que le fluorophore a été excité : le réarrangement induit une augmentation
de la polarité, ce qui stabilise cet intermédiaire dans un solvant polaire comme Ieau.[2™ Ce
comportement est rencontré par exemple pour la cyanine 5 K (voir Figure 18 page 17), le
groupement amine jouant le role de donneur et I'iminium agissant comme accepteur.

— Le transfert de proton intramoléculaire a 1'état excité (ESIPT, ou Ezcited-State Intramolecular
Proton Transfer) nécessite un donneur et un accepteur de liaison hydrogéne pouvant établir une
liaison H intramoléculaire.27% 2801 A 1'état fondamental, la forme énol est la plus stable (voir
Figure 6.1B). Mais a I'état excité, la situation s’inverse : c’est la forme céto qui est stabilisée,
ce qui entraine un transfert du proton et un réarrangement du systéme m pour adopter cette
configuration. La désexcitation radiative a alors lieu depuis cet état beaucoup moins haut en
énergie; elle est suivie du réarrangement inverse pour donner I’état fondamental. Quelques
exemples de fluorophores seront donnés plus loin (voir Figure 6.5).

L’ESIPT permet d’atteindre des déplacements de Stokes trés grands, souvent supérieurs & 150
nml280: 281 . 15 différence d’énergie entre formes céto et énol de I’état excité est trés importante. Pour
rappel, le déplacement de Stokes des fluorophores endogénes est en moyenne de 80 nm!®3 : 'écart est
tel que les fluorophores ESIPT permettent de s’affranchir totalement de 'autofluorescence. Les espéces
profitant d’un ICT ont aussi un grand déplacement de Stokes, mais tout de méme plus réduit car la
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FIGURE 6.1 : Augmentation du déplacement de Stokes par réarrangement intramoléculaire & ’état
excité.l™ A. Principe. B. Cas du transfert de proton (ESIPT).

stabilisation de I’état excité est moins importante.2™ En utilisant ces effets de transfert de charge ou
de proton a I’état excité, il est ainsi possible de concevoir des fluorophores garantissant une trés bonne
sensibilité.83]

Par ailleurs, les fluorophores bénéficiant de I'ICT ou de 'ESIPT peuvent étre exploités trés fa-
cilement pour élaborer des sondes fluorogénes sensibles & une activité enzymatique. En effet, leurs
propriétés de fluorescence dépendent fondamentalement du caractére donneur d’une des extrémités :
si ce caractére donneur est inhibé, par une fonctionnalisation par exemple, I’émission de la molécule
devient négligeable.[74] On peut alors réaliser des sondes selon une architecture de type pro-médicament
(voir page 24). Cette stratégie a été utilisée pour la conception de nombreuses molécules destinées a la
détection d’enzymes.[114 282]

2 Stratégies pour réduire la diffusion du signal

Un autre aspect prépondérant pour une imagerie in vivo efficace est la limitation de la diffusion des
fluorophores. Si les sondes doivent pouvoir circuler librement afin d’accéder a leur cible enzymatique
(premier critére de notre cahier des charges, voir page 23), il est au contraire essentiel que le fluorophore
résultant de l'activation enzymatique reste le plus prés possible de son lieu de production afin de
marquer précisément les processus étudiés.[9% 1151 Toutefois, la rétention d’une molécule soluble dans
un milieu liquide est trés difficile. Différentes stratégies ont ainsi été mises au point pour améliorer la
rétention du signal issu d’une sonde fluorogéne.

2.1 Rétention par la création d’une liaison covalente

Une premiére solution consiste & concevoir des sondes qui, aprés leur activation, sont capables
de se lier de fagon covalente & ’enzyme qui vient de les transformer. La diffusion du signal est ainsi
minimale car c’est 'enzyme elle-méme qui est marquée par des fluorophores. Ces sondes sont appelées
qABP, pour quenched Activity-Based Probes; elles possédent une architecture de type double pro-
médicament et contiennent a la fois un fluorophore et un quencheur (voir Figure 6.2).[283’285] Sous la
forme non-activée, les propriétés de fluorescence sont quenchées selon le mécanisme de FRET (voir page
23). La transformation enzymatique méne a 'effondrement de l’espaceur éliminant et a la libération
du quencheur, ce qui restaure la fluorescence. L’intermédiaire de type quinone méthide, auquel le
fluorophore est toujours attaché, va diffuser jusqu’a rencontrer un site nucléophile en périphérie de
Ienzyme (la chaine latérale d’un résidu lysine, thréonine, sérine, etc...) et se lier & lui. Des sondes pour
la ﬂ—galactosidase[%ﬁ] et plusieurs caspases!?87l ont ainsi été préparées et se sont avérées efficaces a la
fois in vitro et in cellulo.
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FIGURE 6.2 : Structure et fonctionnement des sondes qABP.
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Les qABP présentent néanmoins trois inconvénients qui limitent leur utilisation :

— Ces sondes exploitent le principe du FRET; or, comme je I’ai mentionné précédemment (voir
page 23), les sondes fluorogénes basées sur le FRET souffrent généralement d’une faible sensi-
bilité et d’un accés synthétique difficile da a leur complexite.[114l

— Les qABP profitent de la diffusion puis de la réaction d’une quinone méthide avec un nucléophile
pour contenir le signal dans une zone restreinte. Le caractére électrophile de ces intermédiaires
peut étre modulé par les substituants sur le cycle aromatiquel’3L: 132l ; en théorie, on peut conce-
voir des espéces pouvant diffuser sur une distance choisie, comme l’intervalle entre le site actif
de 'enzyme et les acides aminés périphériques. Cependant, il est délicat de prévoir le compor-
tement des quinones méthides in vivo compte tenu de la complexité du milieu biologique.[233l Si
la diffusion a lieu sur une trop grande distance, le signal n’est pas suffisamment retenu et cette
stratégie perd de son intérét.

— Les quinones méthides peuvent présenter une grande toxicité car ce sont d’excellents agents
alkylants.[%& 289 Sj la diffusion n’a pas lieu a une distance suffisante, intermédiaire risque
d’alkyler le site actif de ’enzyme, ce qui réduit son efficacité catalytique et I’empéche d’accomplir
son role dans la cellule. Au contraire, une quinone méthide diffusant a trés grande distance peut
alkyler ’ADN et causer une mutagéneése.

2.2 Rétention par précipitation

Une deuxiéme solution consiste & profiter de la précipitation d’un fluorophore insoluble. Produite
par Penzyme & partir d’une sonde fluorogéne hydrosoluble, la molécule signalante précipite dés sa
formation et marque ainsi la localisation de I’enzyme avec précision.

Cette approche a été développée a lorigine pour des sondes chromogeénes. Par exemple, le X-
Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-galactopyranoside ; voir Figure 6.3) est une construction ou 1’hy-
droxyle phénolique d’un noyau indoxyle est glycosylé par le galactosel290 291 . son hydrolyse par la -
galactosidase libére I'indoxyle, qui dimérise en présence d’un oxydant (le dioxygéne par exemple) pour
donner le bleu indigo trés insoluble en milieu aqueux. Cette sonde est employée quotidiennement en
microbiologie pour marquer les bactéries exprimant ’enzyme cible sur les boites de Pétril292l : contrai-
rement & d’autres chromophores qui diffusent dans la gélose, le bleu indigo reste précisément au niveau
de la bactérie qui I’a produit. Le X-Gal est utilisé dans de nombreux contextes, comme la recherche
en biologie moléculaire (ou la B-galactosidase est trés souvent utilisée comme géne rapporteur)[m et
la détection de certaines souches bactériennes lors de controles qualité d’équipements stériles.[292]

La précipitation de fluorophores pour retenir le signal issu d’une activité enzymatique est plus
difficile & mettre en ceuvre. En effet, I'agrégation des fluorophores organiques usuels s’accompagne
d’une réduction de la fluorescence émise.l™ Ce phénomeéne appelé quenching causé par I'agrégation
ou ACQ (Aggregation-Caused Quenching) est di a 'augmentation de la désexcitation non radiative
lorsque les fluorophores ne sont plus dilués en solution, mais agrégés et en interaction étroite via -
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FIGURE 6.3 : Structure et activation du X-Gal, sonde chromogéne précipitante pour l'activité
[B-galactosidase.

stacking.?%3] Afin de conserver une fluorescence acceptable tout en bénéficiant de la bonne localisation
permise par la précipitation, il est nécessaire de développer de nouvelles molécules.

On distingue deux types de fluorophores organiques permettant d’obtenir une fluorescence a 1’état
solide suffisante pour des applications en imagerie moléculaire. Une premiére famille regroupe les mo-
lécules non-fluorescentes en solution, mais dont ’agrégation entraine ’apparition d’une fluorescence
importante : ce phénoméne est appelé émission induite par 'agrégation, ou AIE (Aggregation-Induced
Emission).[29% 29 Les fluorophores AIE ont un fonctionnement inverse des fluorophores habituels :
les nombreux cycles aromatiques qu’ils contiennent sont capables de tourner librement en solution, ce
qui occasionne une importante désexcitation non-radiative et limite grandement I’émission de photons.
L’agrégation va quant a elle figer les degrés de liberté de rotation des cycles et induire une fluorescence
intense en limitant considérablement les autres voies de désexcitation.

La liaison du fluorophore avec un substrat enzymatique polaire permet 'élaboration de sondes
fluorogénes de facon simple. La molécule initiale est hydrosoluble et ne peut s’agréger, elle est donc
non-émissive ; le retrait du substrat par ’enzyme cible libére le fluorophore AIE insoluble qui s’agrége et
fluoresce. Cette approche a été abondamment utilisée récemment, notamment par ’équipe du professeur
Ben Zhong Tang & l'université de Hong-Kong, pour concevoir de nombreuses sondes répondant & des
activités trés variées (voir Figure 6.4).[177’ 296, 297 Gj elle permet une fluorescence forte aprés activation
et d’excellents rapports signal sur bruit, la réalisation de sondes fluorogénes est souvent handicapée par
la grande taille et le caractére apolaire des fluorophores AIE. Afin de faciliter 'approche de I’enzyme
du substrat et de garantir une solubilité suffisante, les sondes doivent comporter de longs espaceurs et
des unités hydrosolubilisantes, ce qui rend leur synthése délicate et cotiteuse.[297]
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FIGURE 6.4 : Exemple de sonde pour la caspase-3 basée sur PAIE.[177]

Une deuxiéme famille de fluorophores est constituée des molécules fluorescentes en solution, mais
dont les propriétés spectrales évoluent lors de leur précipitation. Pour garantir un rapport signal sur
bruit acceptable, 1’émission du fluorophore en solution doit étre minimale et la précipitation doit
s’accompagner d’'un changement de la fluorescence aussi marqué que possible. Quelques molécules
possédant ces propriétés ont été développées ; citons par exemple 46[298 et 47.[299]

Les fluorophores précipitants présentent I’avantage de garantir une trés bonne localisation du
signal 19 1151 tout en générant moins de toxicité que les gABP. Cependant, les sondes fluorogenes
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FIGURE 6.5 : Quelques fluorophores précipitants dont la fluorescence a 'état solide est intense.[298: 299

basées sur des molécules précipitantes souffrent de deux inconvénients majeurs. La précipitation d’une
espéce soluble étant un équilibre, il faut que la concentration atteigne un certain seuil de solubilité
pour qu’'un précipité apparaisse ; dans l'intervalle, le fluorophore peut diffuser et ainsi diluer le signal.
Par ailleurs, 'obtention de fluorophores trés peu hydrosolubles requiert d’optimiser les propriétés de
précipitation au détriment des propriétés spectrales.[30% 301 Aingi; les fluorophores précipitants les
plus couramment utilisés possédent des longueurs d’onde d’émission et d’absorption peu intéressantes
car décalées vers le bleu, et il est trés délicat d’améliorer ces propriétés (en substituant les noyaux
aromatiques notamment) sans nuire au caractére précipitant.

3 Utilisation de 'ELF®-97 pour la conception de sondes fluorogénes
précipitantes

La visualisation d’activités enzymatiques au moyen de sondes fluorogénes nécessite des molécules
qui garantissent a la fois une grande sensibilité et une forte rétention du signal prés de son lieu d’ap-
parition. Pour parvenir a des fluorophores performants, plusieurs stratégies ont été développées afin
d’améliorer les propriétés spectrales et de limiter la diffusion ; toutefois, seules peu d’espéces présentent
des caractéristiques satisfaisantes pour tous les aspects essentiels a la conception d’une sonde fluoro-
gene.

3.1 L’ELF®-97, un fluorophore trés performant

Une équipe de recherche de la société Molecular Probes (qui fait maintenant partie du géant de
la fourniture des laboratoires Thermo Fisher Scientific) a travaillé au début des années 1990 sur des
sondes fluorogénes précipitantes destinées & marquer des activités enzymatiques; le projet s’appelait
Enzyme-Labeled Fluorescence (ELF). Les chercheurs ont préparé différents fluorophores ; 'objectif était
d’identifier des molécules disposant d’une trés faible hydrosolubilité et de propriétés spectrales adaptées
a une détection in vitro (dans le cadre de Western Blots et d’ELISA notamment) et in cellulo.? Les
meilleurs résultats ont été obtenus avec le fluorophore dichloro-HPQ (son nom complet est 2-(5’-chloro-
2-hydroxyphényl)-6-chloro-4(3 H )-quinazolinone), baptisé par les auteurs ELF®-97 alcool (voir Figure
6.6A).1"18] Dans la suite de ce manuscrit, jutiliserai le nom raccourci ELF®-97,
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FIGURE 6.6 : Le fluorophore ELF®-97. A. Structure. B. Dimérisation par liaisons hydrogéne
intermoléculaires. (C) Résistance au photoblanchiment.[3%3] u. a. : unités arbitraires
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Ce fluorophore posséde des caractéristiques trés intéressantes :

— 11 manifeste un phénomeéne d’ESIPT, ce qui lui confére un déplacement de Stokes colossal de
170 nm (Aez = 360 nm, ey, = 530 nm).[304

— Il bénéficie d’une trés grande brillance grace a son rendement quantique de l'ordre de
50%1303: 3041 . combinée avec le déplacement de Stokes, cela fait de PELF®-97 un fluorophore au
seuil de détection trés faible. Il est important de noter que les propriétés spectrales présentées
sont celles du fluorophore a I’état agrégé : ainsi, méme si la molécule souffrait d’ACQ), la fluo-
rescence résiduelle reste satisfaisante. Par ailleurs, I’émission de la forme soluble est négligeable

et décalée vers le bleu.!303l

— Ses trés bonnes propriétés de fluorescence sont conservées longtemps : comparé a la fluorescéine,
il est trés résistant au photoblanchiment (capacité & conserver la brillance méme aprés un long
temps d’excitation lumineuse ; voir Figure 6.6C).[303]

— Il est trés insoluble dans le milieu aqueux : les deux atomes de chlore substituant le noyau HPQ
assurent & 'ELF®-97 un logP calculé de grande valeur, de l'ordre de 4,2 ("THPQ non substitué
dispose d’une valeur de seulement 2,8), ce qui lui confére une solubilité théorique d’environ 15
,uM.“457 302, 305] 1] est également capable de former de fortes liaisons hydrogene intermoléculaires
(voir Figure 6.6B), ce qui favorise son agrégation puis sa précipitation.lgm]

— Comme tout fluorophore ESIPT (voir plus haut), la fonctionnalisation de 1’oxygéne phénolique
de 'ELF®-97 inhibe la fluorescence : accés a des sondes fluorogenes est facilité. 392!

L’ELF®-97 ne semble souffrir & ce stade que d'une excitation et d’une émission trés décalées vers
le bleu. L’excitation est dans le domaine ultraviolet, ce qui d’une part est toxique pour les cellules (de
nombreuses réactions de dégradation de PADN sont photoinduites par des photons & cette longueur
d’onde) et d’autre part limite considérablement la profondeur de pénétration car 'absorption des tissus
est alors trés grande.[™ 84 85 T’émission a lieu quant a elle dans le vert, une région ou absorption
est moindre mais tout de méme élevée. Cependant, dans le cadre d’utilisations in wvitro et in cellulo,
la limitation est moins importante. Enfin, A, et Agp, sont telles que 'observation au microscope et
par cytométrie en flux nécessite un filtre spécifique, ce qui rend l'utilisation de ce fluorophore cotiteuse
pour un laboratoire.

3.2 Premiéres sondes fluorogénes basées sur TELF®-97

Aprés avoir identifié "ELF®-97 comme un fluorophore trés performant, les chercheurs de Molecular
Probes ont travaillé & I'inclusion de cette molécule au sein de sondes fluorogénes ciblant des activi-
tés enzymatiques. La fonctionnalisation directe de la fonction hydroxyle phénolique par des substrats
simples (phosphoryle, glycosides, esters d’acides gras notamment) a mené a I'obtention et la commer-
cialisation d’une grande variété de sondes,[300: 302, 305-311] qont quelques exemples sont présentés a la
Figure 6.7. Le fluorophore est donc une plateforme trés versatile pour la détection d’enzymes diverses
dans de nombreux contextes.
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cl alcaline 3-glucuronidase ol Lipase

FIGURE 6.7 : Exemples de sondes fluorogénes basées sur 'ELF®-97 et sensibles & des activités
enzymatiques.[?m’ 308]

La sonde ciblant la phosphatase alcaline (nommée ELF®-97-phosphate), une enzyme modéle utili-
sée comme entité signalante lors d’expériences d’immunocytochimie (voir Figure 4 page 5), de Western
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Blot, I’ELISA ou de cytométrie, 118306, 312] 5 ¢t6 employée pour I'imagerie de nombreux objets bio-
logiques : des cellules mammiféres, 303 3061 deg bactéries, 313 314l des phytoplanctons[315’ 316] ot meme
des embryons de poissons zébres.[304 317, 318 T4 résolution atteinte permet méme parfois d’observer
la répartition subcellulaire, ce qui est habituellement impossible.[% L’ELF®-97 semble donc remplir
parfaitement son réle de marqueur précis de la localisation d’enzymes.

Toutefois, seule cette sonde ELF®-97-phosphate est toujours disponible & la vente. Les autres
constructions ont été progressivement retirées du marché dans les années 2000. De plus, la molécule est
maintenant vendue sous forme de kit avec un dispositif de filtration ; le manuel indique que la solution
de sonde doit étre filtrée immédiatement avant usage afin de garantir une détection efficace.!'8 Nous
pensons que ce retrait inhabituel et cette obligation de filtration sont dus & 'instabilité des sondes :
leur structure simple, ol le déclencheur enzymatique est directement lié au phénol, ne suffit pas a
empécher I'hydrolyse et la libération du fluorophore. L’'ELF®-97 est en effet un excellent nucléofuge :
les deux atomes de chlore exercent un fort effet électroattracteur qui rend le phénol trés acide (son
pKa théorique est d’environ 7,3, contre 8,1 pour 'HPQ non substitué).[145]

Pour parvenir a une imagerie moléculaire d’enzymes trés efficace, la réalisation de nouvelles sondes
fluorogénes basées sur 'ELF®-97 semble donc trés prometteuse. Ces molécules devront toutefois pré-
senter une plus grande stabilité que les sondes précédemment développées.

4 Sondes fluorogénes mises au point dans 1’équipe

En complément de 'activité de recherche sur les sondes magnétogénes, I’équipe de Jens Hasserodt
travaille depuis 2008 & la conception de sondes fluorogénes. L’objectif est le méme : la visualisation
précise et sensible d’activités enzymatiques directement dans un contexte in vivo, avec en ligne de mire
dans le cas présent une localisation subcellulaire lors de l'observation par microscopie.

Cependant, 'effort a fournir est différent. Dans le cas des molécules magnétogénes, la revue de
la littérature a montré qu’aucune plateforme satisfaisante n’avait été développée jusqu’a présent : il
était nécessaire de concevoir des complexes de coordination modéles présentant les propriétés magné-
togéniques désirées, puis d’adapter ces complexes afin d’élaborer des sondes sensibles & des activités
enzymatiques. La situation est différente ici : "ELF®-97 et les exemples de sondes réalisées par les cher-
cheurs de Molecular Probes constituent une base solide pour réaliser des sondes fluorogénes répondant
aux buts que nous avons définis. Ainsi, plutét que de travailler sur le coeur des sondes en préparant
et évaluant de nouvelles unités signalantes, ’effort consiste ici & adapter un fluorophore existant & des
substrats enzymatiques de maniére a obtenir des molécules finales plus performantes que celles décrites
jusqu’a maintenant. Ce défi n’est pas plus simple, bien au contraire : pour qu'une sonde posséde les
propriétés de distribution et d’activation enzymatique désirées, il est nécessaire d’ajuster finement la
structure globale de la molécule en prenant en compte de trés nombreux paramétres (hydrosolubilité,
accessibilité de enzyme, cinétique d’effondrement de I'espaceur auto-effondrable, etc...).

L’objectif premier était la conception d’une sonde précipitante, stable, répondant rapidement a ’ac-
tivité de la leucine aminopeptidase (LAP), et fonctionnant dans un contexte in cellulo. La LAP est une
exopeptidase qui clive un seul acide aminé a Uextrémité N-terminale d’une chaine peptidiquel39 3201 .
cet acide aminé est préférentiellement une leucine, mais d’autres résidus comportant une chaine apolaire
(isoleucine et valine notamment) peuvent aussi étre retirés. Elle a été choisie comme cible enzymatique
modéle pour plusieurs raisons : d’abord, d’'un point de vue de synthése chimique, son substrat (une
L-leucine donc) est simple, disponible commercialement, et facilement incorporable au sein d’une mo-
lécule plus complexe, ce qui permet d’élaborer des sondes plus facilement. Le caractére salin au pH
physiologique garanti par la fonction amine primaire terminale apporte par ailleurs une hydrosolubilité
appréciable au vu de l'insolubilité importance du fluorophore. D’un point de vue biologique, la LAP
est rencontrée dans de nombreuses espéces de mammiféres, de bactéries et de plantes, 319! et serait sur-
exprimée dans certaines tumeurs32l : cette enzyme est présente en grande quantité dans des contextes
divers et potentiellement intéressante a étudier. Enfin, elle est vendue sous forme purifiée pour un prix
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relativement modéré (moins de 200 euros les 50 unités enzymatiques chez Sigma Aldrich), ce qui est
utile pour réaliser les nombreux essais de mise au point & moindre cofit.

Une sonde efficace pour la LAP doit comporter un espaceur entre le déclencheur enzymatique et le
fluorophore pour deux raisons :

— Les sondes congues par Molecular Probes, d’architecture trés simple, souffraient a priori d’un
manque de stabilité dans 1’eau; un espaceur permettra de limiter ’hydrolyse spontanée et la
génération de faux signal positif.

— L’acylation directe du fluorophore via sa fonction hydroxyle ménerait & un ester phénolique.
Or, la LAP clive par définition une liaison peptidique et non une fonction ester.

Une premiére famille de sondes a été préparée par les docteurs Xiao-bing Zhang et Michael Waibel
en 2009.3221 Les molécules 48a et 48b comportent I’'HPQ en tant que fluorophore et deux espaceurs en
tandem (voir Figure 6.8A) : le premier est capable de cyclisation, et bénéficie (cas de 48a) ou non (cas
de 48b) d’une préorganisation par effet gem-diméthyl; le second est de type ester acétoxyméthylique
et peut s’éliminer. Les sondes sont non-fluorescentes et hydrosolubles a la concentration considérée (38
uL) : la fonctionnalisation du phénol par un espaceur permet d’inhiber la fluorescence, et le caractére
salin de la molécule garantit sa solubilité. L’activation enzymatique in vitro a l'aide d’enzyme purifiée
a mené a l'apparition d’une fluorescence dans un délai d’une heure (Figure 6.8B). Le processus est
plus rapide pour 48a : la cyclisation du premier espaceur est en effet favorisée car celui-ci est préorga-
nisé. Toutefois, si 48a et 48b sont bien des sondes fluorogénes, leur stabilité n’est pas satisfaisante :
en I'absence d’enzyme, 3000 secondes suffisent pour observer une fluorescence notable dans les deux
situations. Un autre espaceur, ou systéme d’espaceurs, est donc requis pour parvenir & une sonde a la

fois plus stable et capable de générer un signal plus rapidement.
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FIGURE 6.8 : Premiéres sondes fluorogénes pour la LAP. A. Structures. B. Fluorescence mesurée en
fonction du temps (e = 365 nm, Ae,, = 495 nm) : solvant : PBS; concentration : 38 uM;
température : 37°C; enzyme ajoutée : 0.002 U.[322l

Une deuxiéme famille de sondes a ensuite été préparée par les docteurs Monica Vargas-Sanchez,
Oliver Thorn-Seshold et Sean McKeon en 2010-2011 (voir Figure 6.9A).1323, 324 Le systéme d’espaceurs
en tandem est remplacé par un seul espaceur cyclisant de type diamine; la liaison au niveau du
fluorophore consiste en un carbamate tertiaire, qui constitue le lien le plus stable lorsque 1’alcool utilisé
est un phénol pauvre en électrons.['?9 La diamine de 49a présente un groupement gem-diméthyl, déja
utilisé dans la sonde 48a. Celle de 49b contient un cycle aliphatique & 6 atomes, la pipéridine : cet
espaceur bénéficie d’une préorganisation bien supérieure car plusieurs degrés de liberté de rotation sont

fortement contraints par la présence du cycle.
L’évaluation in wvitro montre une activation trés rapide de 49b a la concentration 100 uM (Fi-

gure 6.9B). Comme dans le cas précédent, I’espaceur le plus pré-organisé assure la meilleure cinétique.
Cependant, la stabilité est ici optimale : aucune génération de signal n’a pu étre détectée aprés 10
heures d’incubation & 37°C. Le lien carbamate tertiaire est donc essentiel & la stabilisation du fluoro-
phore. Ces tentatives d’activation enzymatique fructueuses ont été poursuivies par des tests in cellulo ;
malheureusement, aucun signal n’a pu étre détecté aprés incubation de 49b dans des cellules.[145]

109



CHAPITRE 6 : CONTEXTE : SONDES FLUOROGENES PRECIPITANTES POUR LA
VISUALISATION IN CELLULO D’ACTIVITES ENZYMATIQUES

| 378 uM —— 4923
(0] N o E 100 M | e 49b
49a H " 32 M

2 18 UM

I \/R | | = 1
N (0] - - -
49b H 0 200 400 600
A B Temps (min)

FIGURE 6.9 : Deuxiéme génération de sondes fluorogénes pour la LAP. A. Structures. B. Fluorescence
mesurée en fonction du temps (e, = 355 nm, Aep, = 510 nm) : solvant : PBS; température : 30°C;
enzyme ajoutée : 0.01 U.1323l
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Sur la base de ces résultats, le docteur Maxime Prost a envisagé que l'absence de génération de
fluorescence in vivo était due au seuil de précipitation trop faible de PHPQ.I'5] 11 a alors préparé
la sonde 50 (voir Figure 6.10A) ou le fluorophore est PTELF®-97, plus insoluble que 'HPQ (voir ci-
dessus).pog] Cette molécule présente, a I'instar de 49b, une grande stabilité et une cinétique de réponse
trés rapide (Figure 6.10B). De plus, elle est capable de générer une fluorescence importante dans des
cellules HeLa apreés seulement 26 minutes d’incubation a 22°C (Figure 6.10C). Devant ce succes, de
nombreuses autres propriétés ont été évaluées, comme la sélectivité de la sonde vis & vis d’autres
peptidases, sa toxicité et sa stabilité a différents pH : le comportement est satisfaisant dans tous les
cas et consacre 50 comme une sonde fluorogéne efficace pour la détection de la LAP.
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FIGURE 6.10 : 50, troisiéme génération de sondes fluorogénes pour la LAP. A. Structure. B.
Fluorescence mesurée en fonction du temps (e, = 355 nm, A¢pp, = 530 nm) : solvant : PBS;
température : 37°C; enzyme ajoutée : 0.007 U. C. Cellules Hela vivantes incubées avec 50 et
observées au microscope a épifluorescence ; superposition des canaux de fluorescence (en vert) et de
champ clair (niveaux de gris) ; concentration : 10 uM ; temps d’incubation : 2 heures. [145, 209]

A ce stade, il est intéressant de se demander si un espaceur éliminant plus classique ne pourrait
pas étre utilisé pour I’élaboration d’une sonde. En effet, les espaceurs aromatiques de type PABA
garantissent souvent une cinétique plus intéressante que leurs homologues cyclisants aliphatiques. Ceci
est di & la nature de la liaison clivée par 'enzyme : une liaison peptidique impliquant une aniline sera
plus facile & rompre qu’'une liaison ou ’amine est aliphatique. La molécule 51 a ainsi été préparée
et évaluée in vitro (voir Figure 6.11). Si elle profite d'une cinétique d’activation plus intéressante, sa
stabilité est aussi beaucoup plus réduite : au contraire du carbamate tertiaire de 50, le lien éther
benzylique ne résiste pas a I’hydrolyse spontanée. La méme observation avait été faite pour des sondes
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comportant des fluorophores également appauvris en électronsl3?? : le caractére électro-attracteur
prononcé accentue 1’électrophilie de la position benzylique et permet une attaque nucléophile d’une
molécule d’eau. Toutefois, ’équipe du professeur Nicolas Winssinger de I'université de Geneve a utilisé
trés récemment 'ELF®-97 couplé a un espaceur de type PABA dans deux sondes moléculaires. [326: 327]
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FIGURE 6.11 : A. Structure de 51, sonde moléculaire pour la LAP basée sur TELF®-97 et un
espaceur éliminant PABA. B. Fluorescence mesurée en fonction du temps (Aez = 355 nm, ¢, = 530
nm) : solvant : PBS; température : 37°C; concentration : 50 uM ; enzyme ajoutée : 0.007 U.[145]

Le succés de la molécule 50 a inspiré la préparation par Maxime Prost de nombreuses sondes ciblant
des activités enzymatiques variées.45 3281 Notamment, la molécule 52 destinée a la détection de la
B-galactosidase a été congue et étudiée (voir Figure 6.12)[211] : elle génére une fluorescence importante
aprés activation dans un délai de quelques heures. Ce temps est beaucoup plus long que celui observé
dans le cas de la molécule 50; de plus, la molécule est instable. Les tests in cellulo avec des cellules
C17.2 (une lignée cancéreuse de neurones de souris exprimant de fagon constitutive et importante la
B-galactosidase) ont montré I'apparition d’un signal fluorescent, mais seulement aprés une incubation
de 24 heures et de maniére a priori peu spécifique et reproductible, ce qui limite malheureusement
I'utilité de la sonde 52.
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FIGURE 6.12 : 52, sonde moléculaire pour la -galactosidase. A. Structure. B. Fluorescence mesurée
en fonction du temps (Ae; = 355 nm, A¢p, = 530 nm) : solvant : PBS; température : 37°C ; enzyme
ajoutée : 20 pM.[145, 211]
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Chapitre 7

Nouvelles sondes fluorogénes sensibles
une activité glycosidase

Les molécules 50, 51 et 52 préparées et étudiées par Maxime Prost sont des sondes fluorogénes
prometteuses ; toutefois il est possible d’améliorer leurs caractéristiques. Il serait notamment intéres-
sant, pour cibler la leucine aminopeptidase, de disposer d’une sonde bénéficiant a la fois de la cinétique
de génération du signal de 51 et de la stabilité de 50. Par ailleurs, une molécule répondant a la
(B-galactosidase plus rapidement que 52 pourrait s’avérer efficace in cellulo.

1 Leucine aminopeptidase et espaceur éliminant : un mariage impos-
sible

L’étude des sondes 50 et 51 suggére une approche plutét simple pour concevoir une molécule répon-
dant trés rapidement a la LAP. La sonde 53a (voir Figure 7.1) comprenant deux espaceurs en tandem,
I'un éliminant et l'autre cyclisant, devrait présenter a la fois une excellente cinétique de fragmentation
et une grande stabilité. En effet, 'amine impliquée dans la liaison peptidique est le PABA : la coupure
enzymatique devrait étre rapide. De méme, le lien carbamate tertiaire entre I’espaceur pipéridine et
I'ELF®-97 n’est a priori pas sensible a I’hydrolyse spontanée. Enfin, I’effondrement du second espaceur
se produit dans un temps trés court : le temps de demi-vie n’est que de 7 secondes dans le PBS.[209]
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FIGURE 7.1 : Nouvelles sondes fluorogénes 53a-b répondant a la LAP et comportant un tandem
d’espaceurs, et leur mécanisme de fragmentation supposé.
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CHAPITRE 7 : NOUVELLES SONDES FLUOROGENES SENSIBLES A UNE ACTIVITE
GLYCOSIDASE

S’il est nécessaire, pour que l’enzyme reconnaisse son substrat, que l'amine impliquée dans la
fonction amide soit une amine primaire, il n’y a pas de contrainte particuliére sur la substitution du
second espaceur. Ainsi, la molécule 53b pourra étre préparée et étudiée. Le lien carbamate tertiaire
entre les deux espaceurs devrait étre plus stable que son équivalent carbamate secondaire dans 53a.
De plus, I'urée cyclique finale sera plus substituée, donc plus stable, ce qui rendra potentiellement la
cyclisation encore plus rapide.

1.1 Premiére synthése d’'une sonde comportant un tandem d’espaceurs

Une premiére voie de synthése du composé 53a a été essayée en 2014 par Roman Fedoryshchak,
alors stagiaire de M2 encadré par Maxime Prost ; elle est détaillée & la Figure 7.2. La méthodologie
g’inspire directement de celle utilisée pour préparer la molécule 50299 : e couplage peptidique de la 2-
aminométhylpipéridine et de la leucine protégée avait lieu de facon régiosélective sur ’amine primaire,
la moins encombrée. La carbamylation de ’amine secondaire & ’aide du fluorophore chloroformylé 54,
suivie de la déprotection de I’amine terminale, menait & 50 aprés seulement 4 étapes au total.
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FIGURE 7.2 : Voie de synthése de la sonde 50[209] (en haut) et premiére tentative de préparation de
53a par Roman Fedoryshchak (en bas).
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Ici, la 2-aminométhylpipéridine a été carbamylée a l’aide du synthon 55 comportant la leucine
protégée et ’espaceur éliminant. La synthése a été poursuivie comme précédemment pour aboutir a
la sonde finale. Cependant, des essais d’incubation in vitro de la molécule dans le PBS ont montré
sa grande instabilité. L’équipe a alors supposé que la carbamylation de la 2-aminométhylpipéridine
n’avait pas la méme régiosélectivité que son acylation : en lieu et place de 56a, c’est son isomére 56a’
qui est formé. Le composé final 53a’ posséde un lien carbamate secondaire au niveau du fluorophore,
qui lui est sensible a ’hydrolyse spontanée contrairement au carbamate tertiaire de 50 : un mécanisme
de type E1CB menant a la libération de 'ELF®-97 est en effet possible. Une autre stratégie est donc
nécessaire pour parvenir au produit désiré.

1.2 Nouvelle voie de préparation des sondes a deux espaceurs

Afin que la carbamylation avec le synthon 55 ait lieu sur 'amine en bout de chaine et non sur
I’hétérocycle, on peut utiliser, au lieu de la 2-aminométhylpipéridine, un analogue protégé sélectivement
sur son amine secondaire, puis réaliser la déprotection de la pipéridine avant son couplage avec le
fluorophore chloroformylé 54. La méthylation de 'amine primaire permettra d’obtenir 53b en plus de
53a. C’est cette approche que j’ai poursuivie et que je vais maintenant présenter.

La protection sélective de la 2-aminométhylpipéridine requiert de discriminer les deux amines, I’une
étant primaire et peu encombrée, 'autre secondaire et moins facile d’accés. Toutefois, elles présentent
toutes deux une réactivité proche qui rend délicate I'obtention d’une régiosélectivité particuliére. De
plus, I'identification des deux régioisomeéres est difficile, voire impossible, avec les méthodes d’analyse
spectroscopique habituelles. C’est pourquoi j’ai choisi une stratégie qui, si elle n’est stirement pas la
plus efficace, ne laisse place & aucune ambiguité quant au produit formé.

J’ai d’abord réalisé la protection de la 2-aminométhylpipéridine sous forme de phthalimide (voir
Figure 7.3). L’anhydride phthalique réagissant exclusivement avec des fonctions amines primaires, seule
la monoprotection de I’amine en bout de chaine a lieu. L’'intermédiaire formé est ensuite alkylé in situ
par le bromure d’allyle; les deux produits d’alkylation peuvent étre séparés facilement car seul I'un
d’eux est chargé positivement, ce qui permet d’isoler la molécule 58 avec un rendement de 38% sur les
deux premiéres étapes. La retrait du phthalimide selon une méthodologie décrite mais peu commune
(voir ci-dessous) a mené au composé 59a, protégé uniquement sur I’hétérocycle comme je le souhaitais.

o) o (\
H H Bromure d'allyle N
HZN/\O Anhydride phthalique N/\O KaCOg, EtOH N/U
Et3N, toluene o 38% sur 2 étapes o 58

1) NaBH,4 (exces)
2)HCI (pH 1)
iPrOH/H0 5/1 viv
quant.

N O N oMo N

N i N N
MeHN/  2HCI LiAlH4 THF Meo)l\” K,CO3, DCM HZN/ . 2HCI
59b quant. 90% 59a

FIGURE 7.3 : Synthése des intermédiaires 59a-b, analogues protégés de la 2-aminométhylpipéridine.

Le choix du groupement protecteur de 'amine secondaire était dicté par plusieurs impératifs : il
devait étre orthogonal & la fois au phthalimide de I’amine primaire, au benzyloxycarbonyle porté par la
leucine et & la fonction benzylique de ’espaceur éliminant. Méme si en théorie plusieurs groupements
de type carbamate comme le Fmoc ou I’Alloc pouvaient convenir, 227l j’ai observé qu’ils ne résistaient
pas a la déprotection du phthalimide : 'amine primaire nouvellement libérée va attaquer le carbonyle
adjacent pour former une urée cyclique, thermodynamiquement plus stable que le carbamate. Je me suis
donc tourné vers un groupement allyle : cette chaine carbonée n’est pas électrophile, et sa déprotection
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n’interfére a priori pas avec le reste de la molécule. De plus, j’ai pu mettre & profit mon expérience
acquise avec la synthése des sondes magnétogénes. Toutefois, le retrait du groupement phthalimide
par les conditions classiques d’hydrazinolyse occasionnait une réduction partielle de la double liaison.
J’ai dii recourir & une séquence en deux étapes : la réduction douce du phthalimide par le borohydrure
de sodium est suivie d’une hydrolyse acide,[32% 330 ce qui préserve lintégrité de la fonction allyle et
permet d’obtenir 59 de maniére quasi-quantitative.

La fin de la synthese s’est déroulée sans encombres et est présentée & la Figure 7.4 : la carbamylation
de 59a avec le synthon 55, suivie de la déprotection de I’hétérocycle selon les conditions que j’avais
mises au point pour la molécule 29 (voir page 68), a mené efficacement a l'intermédiaire 56a. Le
couplage avec 54 et la libération de I'extrémité N-terminale m’ont permis d’isoler la cible 53a.

K\ 55
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RHN » 2HCI BocHN Y ~TN
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HCl in Et,0 ~ R =Me, R"=Boc: 57b
74% R=Me, R =H:53b

FIGURE 7.4 : Deuxiéme synthése des sondes 53a-b comportant un tandem d’espaceurs.

Afin d’obtenir la molécule 53b, il est possible de remplacer 59a par son analogue monométhylé
59b. Parmi les différentes voies de synthése que j’ai envisagées, celle qui a donné les meilleurs résultats
est présentée a la Figure 7.3 : 59a a été transformé en deux étapes en 59b de fagon tres efficace. Le
passage par un carbamate permet de s’affranchir de la di- et triméthylation que j’ai observées a la fois
avec l'alkylation directe par I'iodométhane ou lors de I'amination réductrice avec du formaldéhyde et
différents réducteurs.33! Par ailleurs, la réduction de ce carbamate a l'aide de conditions controlées
préserve le groupement allyle. 59b est ensuite transformé de la méme maniére que 59a pour donner
in fine la cible 53b.

1.3 Etude des sondes et mise en évidence de leur instabilité

J’ai réalisé avec Damien Curton, ingénieur d’études biologiste dans I’équipe, des essais d’activation
in vitro de la molécule 53a (voir Figure 7.5A). On observe un bruit de fond trés important : la fluores-
cence de la molécule initiale était déja trés grande avant méme d’ajouter ’enzyme. Ce comportement
était parfaitement reproductible. J’ai alors analysé 1’échantillon de 53a dont je disposais : alors que la
molécule 50 se présente sous la forme d’une poudre grise non-fluorescente, 53a était une poudre blanc
cassée qui fluorescait de la méme maniére, quoique moins intensément, que 'ELF®-97. Le composé 53a
est donc instable & ’état solide, méme stocké sous forme de poudre & -20°C a ’abri de I’humidité et de
la lumiére : une fraction se dégrade et libére le fluorophore en I'absence de tout stimulus enzymatique.
En purifiant a nouveau la molécule, j’ai pu obtenir quelques milligrammes de produit non-fluorescent
a I’état solide; toutefois, aprés quelques jours, la fluorescence verte était revenue, ce qui est la preuve
d’une dégradation et non d’une purification insuffisante.

Ce constat est trés surprenant : les liens carbamate et amide de la molécule ne devraient présenter
aucune susceptibilité & ’hydrolyse spontanée, étant donné qu’ils sont robustes dans les sondes 50 et
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FIGURE 7.5 : A. Fluorescence des sondes 50, 53a et 53b mesurée en fonction du temps (Aez = 355
nm, e, = 530 nm) : concentration : 10 uM ; solvant : PBS; température : 37°C ; enzyme ajoutée :
0.007 U. B. Structure de la molécule 53c comportant le fluorophore 4-méthylumbelliférone.

51. De plus, la dégradation a lieu a I’état solide : les seules molécules d’eau de ’atmosphére suffisent
pour que la molécule 53a libére une fluorescence spontanément, alors que les échantillons des sondes
précédentes, méme vieux de plusieurs années, montrent une stabilité totale.

Nous avons étudié la molécule 53b, possédant un carbamate tertiaire comme lien entre la PABA
et la 2-aminométhylpipéridine. Les mémes observations ont été effectuées (Figure 7.5A) : 53b présente
la méme capacité a générer de la fluorescence spontanément & 1’état solide que 53a. L’instabilité des
sondes ne provient donc pas du lien entre les deux espaceurs. Nous avons alors envisagé que le caractére
trés fortement électroattracteur du fluorophore provoquait la dégradation. Toutefois, la molécule 53¢
(Figure 7.5B), analogue de 53a comprenant la 4-méthylumbelliférone en lieu et place de 'ELF®-97,
montre aussi une capacité a générer de la fluorescence en I’absence d’enzyme. A ce jour, la fragmentation
des sondes répondant & la LAP et comportant un tandem d’espaceurs reste inexpliquée.

Méme si la mesure de fluorescence est parasitée par la grande instabilité, on peut constater sur la
Figure 7.5A que le gain en vitesse de fragmentation de 53a et 53b par rapport & 50 n’est manifestement
pas conséquent. Le remplacement d’un simple espaceur par un tandem d’unités auto-effondrables ne
suffit pas a justifier le coiit synthétique plus important et la perte en stabilité. Ainsi, j’ai décidé de ne
pas poursuivre les investigations sur 1'utilisation de deux espaceurs pour concevoir une sonde ciblant la
LAP. La génération de fluorescence par la molécule 50 était de toute maniére trés rapide et permettait
déja un marquage in cellulo trés efficace.
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2 Synthése de nouvelles sondes répondant a des activités glycosidases

L’utilisation d’un tandem d’espaceurs n’a pas donné de résultats intéressants pour la réalisation de
sondes moléculaires servant & détecter la leucine aminopeptidase. Toutefois, cette stratégie pourrait se
révéler efficace pour la conception de molécules fluorogénes répondant a une activité glycosidase.

La molécule 52 avait montré une fragmentation trés lente comparativement & 50. La raison pourrait
provenir de la structure de la molécule : la cyclisation de ’espaceur méne & un carbamate, ce qui
constitue une force motrice beaucoup moins grande que dans le cas de la sonde 50 ol une urée est
formée. Intercaler un espaceur éliminant entre I'unité osidique et I’espaceur cyclisant permettrait de
bénéficier de la libération d’une urée cyclique. De plus, la liaison glycosidique ferait alors intervenir un
alcool aromatique et serait plus facile & cliver par ’enzyme cible que son analogue dans 52.

La sonde 62a (voir Figure 7.6) pourrait ainsi étre une sonde moléculaire efficace. L’alcool 4-
hydroxy-3-nitrobenzylique a été employé pour la conception de nombreuses molécules répondant a
la ﬁ—galactosidase[?’?’z’ 333] ot la ,B—glucuronidase[135’ 224, 225, 334-336] otamment. Le groupement nitro,
grace a l'effet électroattracteur trés important qu’il exerce en position ortho par rapport a 'hydroxyle,
accélere fortement la cinétique d’effondrement menant a la quinone méthide.33”l Comme précédem-
ment, la molécule 62b comportant un carbamate tertiaire sera intéressante a étudier compte tenu de
ses propriétés potentiellement plus avantageuses.

Si les sondes ciblant la 5-galactosidase sont trés utiles car cette enzyme est a la fois surexprimée dans
les cellules sénescentes!338! et trés largement employée comme gene rapporteur,?39 la conception de
sondes pour la détection de la cellulase est aussi un de nos objectifs. En effet, I’équipe du docteur Gagl
Yvert du Laboratoire de Biologie et de Modélisation de la Cellule & 'ENS de Lyon désire quantifier
l'activité de cette enzyme dans le cadre d’'un projet de recherche en bioénergétique, sur lequel je
reviendrai dans la quatriéme partie de ce chapitre (voir page 126). La cellulase est une glycosidase
clivant une unité cellobiose (ou [-D-glucopyranosyl(1—4)D-glucopyranose) en bout de chaine; les
sondes 63a et 63b (Figure 7.6) pourront convenir pour évaluer cette activité enzymatique.

2.1 Préparation des sondes

J’ai préparé les molécules 62a-b et 63a-b selon la méme méthodologie que 53a-b. J’ai obtenu les
intermédiaires carbonates de p-nitrophényle 60 et 61 a partir des glycosides protégés et activés sur
le carbone anomérique. Leur réaction avec les amines 59a-b, suivi de la déprotection des fonctions
allyles, du couplage avec 'ELF®-97 chloroformylé et de la déprotection des glycosides a mené aux
cibles désirées. Les rendements sont comparables & ceux de la synthése des sondes précédentes 53a-
b. Certaines des étapes ont été réalisées par Mathieu Bordy durant son stage de Master 2 sous ma
responsabilité ; il poursuivra ce travail durant sa thése.

Pour vérifier la supériorité de la stratégie de tandem d’espaceurs par rapport a I'utilisation d’une
seule unité auto-effondrable cyclisante, j’ai & nouveau préparé la sonde 52 selon la voie de synthése
mise au point par Maxime Prost (voir Figure 7.7 ).[145’ 211 Une importante fluorescence a temps nul
avait été observée (Figure 6.12B); pour m’affranchir de ce bruit de fond, j’ai ajouté une étape de
purification finale par chromatographie liquide & haute performance (HPLC), qui permet d’éliminer la
quasi-intégralité de PELF®-97 résiduel, comme je I'avais fait pour les molécules 62a-b et 63a-b.

2.2 Etude in vitro de la réponse enzymatique

Les sondes 62a-b et 52 ont été testées dans les mémes conditions par Damien Curton (voir Figure
7.8). Les nouvelles molécules montrent une grande stabilité : aucune génération de fluorescence n’a
lieu, méme aprés plusieurs heures d’incubation. De plus, aucune dégradation n’a été observée a ’état
solide : contrairement au cas des sondes 53a et 53b, intercaler un espaceur éliminant entre le substrat
enzymatique et ’espaceur cyclisant n’engendre pas d’instabilité.
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FIGURE 7.6 : Structure et voie de synthése des sondes 62a-b et 63a-b comportant un tandem
d’espaceurs et répondant & une activité -galactosidase ou cellulase.
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FIGURE 7.7 : Synthése de la sonde 52 comportant un seul espaceur ; les rendements indiqués sont
ceux donnés dans la littérature.[14%> 211]

La fragmentation de 62a est beaucoup plus rapide que celle de 52 (Figure 7.8A) : alors que la
fluorescence générée par la sonde d’ancienne génération croit trés lentement, un plateau de fluorescence
est atteint en environ 50 minutes avec la nouvelle molécule. Cette valeur est du méme ordre de grandeur
que celle obtenue avec la sonde 50 sensible & la LAP : notre objectif d’obtenir des cinétiques aussi
intéressantes que précédemment, mais pour la détection de la [-galactosidase, est atteint. Il faut
toutefois noter que lorsque 0,007 U d’enzyme étaient ajoutées lors de I’étude de 50, pas moins d’1 U de
(B-galactosidase est nécessaire ici; cependant, la comparaison de 'activité enzymatique d’une famille
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FIGURE 7.8 : Fluorescence des sondes 52 et 62a (A), 62a et 62b (B), mesurée en fonction du temps :
concentration : 10 pM ; solvant : PBS; température : 37°C; enzyme ajoutée : 1 U.

d’enzyme & une autre est trés délicate.

L’incubation simultanée de 62a et 62b montre que ces deux sondes présentent une cinétique équiva-
lente (Figure 7.8B) : comme je I’avais observé pour les sondes 53a et 53b, la présence d’un groupement
méthyle supplémentaire sur 'espaceur cyclisant n’accélére pas l'effondrement de fagon suffisamment
grande pour justifier le cotit synthétique plus important.

Les mémes constats ont été réalisés pour la sonde 63a répondant a la cellulase (voir Figure 7.9).
L’incubation in wvitro avec I’enzyme purifiée a montré & la fois une grande stabilité dans le milieu et
une réponse rapide. Les temps de demi-activation sont plus longs ici que pour les sondes ciblant la
(B-galactosidase, toutefois le nombre d’unités d’enzyme ajoutées est aussi trois fois plus réduit.
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FIGURE 7.9 : Fluorescence de la sonde 63a mesurée en fonction du temps : solvant : PBS;
température : 37°C; enzyme ajoutée : 0,32 U.

Les sondes nouvellement préparées bénéficient donc toutes d’une fragmentation trés rapide. Leur
excellent comportement in vitro laisse espérer de nombreuses applications dans des contextes biolo-
giques réels; je vais les décrire dans les deux prochaines parties.
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3 Applications in cellulo de la sonde ciblant la g-galactosidase

La sonde 62a a été employée pour des essais de marquage in cellulo de l'activité S-galactosidase.
Avec Damien Curton, nous avons réalisé des expériences de microscopie par épifluorescence en culture
cellulaire et de cytométrie en flux (FACS, ou Fluorescence-Activated Cell Sorting) afin d’évaluer la
capacité de la molécule & générer un signal en présence de I’enzyme cible. Plusieurs lignées cellulaires
ont été testées : les HeLa (cellules humaines du cancer du col de l'utérus), les HEK 293 (cellules
humaines de rein) et les C17.2. Les deux premiéres n’expriment habituellement pas I'enzyme cible.

3.1 Expériences de microscopie en culture cellulaire

Une premiére tentative a été menée avec les lignées Hela et C17.2, qui serviront respectivement de
controle négatif et positif. Maxime Prost avait observé que la molécule 52 est capable de marquer les
cellules C17.2, mais seulement aprés un long délai (24 heures) ; aucun signal n’avait été détecté dans
les cellules HeLa. 119l

Ici, aprés 24 heures d’incubation en présence de 62a, 'immense majorité des cellules C17.2 contient
un précipité fluorescent (voir Figure 7.10A). La molécule semble donc capable de traverser la membrane
plasmique puis d’étre transformée par la [-galactosidase; le fluorophore produit précipite alors au
sein de la cellule. Le marquage est beaucoup plus efficace qu’avec la sonde 52, ce qui confirme la
supériorité de la stratégie de tandem d’espaceurs pour concevoir des molécules ciblant les activités
glycosidases. Toutefois, seules des expériences de cytométrie en flux permettent de quantifier avec
précision la proportion de cellules fluorescentes ; elles seront décrites ci-aprés.

FIGURE 7.10 : Images de microscopie de fluorescence de cellules C17.2 (A) ou HeLa (B) aprées 24
heures d’incubation de 62a & 50 pM ; superposition de I'image directe par contraste de phase et de
I'image de fluorescence (Ae; = 355 nm, Aep, = 530 nm).

On peut noter la présence de quelques précipités extracellulaires de petite taille ; ils peuvent avoir
plusieurs origines :

— La sonde peut étre instable dans le milieu extracellulaire, ce qui entraine la libération de fluo-
rophore en I'absence de I’enzyme. Cependant, les essais in vitro avaient prouvé une absence de
dégradation de 62a, méme aprés un tres long délai. Si le milieu de culture complet, qui est
utilisé pour cultiver les cellules, est plus complexe que le PBS, il reste néanmoins peu probable
que la sonde ne soit pas stable dans ces conditions.

— La sonde peut étre transformée dans le milieu extracellulaire par la S-galactosidase ; néanmoins,
cela supposerait que ’enzyme soit sécrétée par ces cellules, ce qui n’a pas été mis en évidence.

— Les précipités peuvent provenir de ’éclatement de cellules marquées ; cette hypothése me parait
étre la plus vraisemblable. L’explosion peut étre due & I’accumulation d’agrégats de fluorophore,
ou a la mort de la cellule du fait de la toxicité de la sonde ou du fluorophore précipité, voire a

121



CHAPITRE 7 : NOUVELLES SONDES FLUOROGENES SENSIBLES A UNE ACTIVITE
GLYCOSIDASE

la conjonction de plusieurs de ces phénomeénes. J’ai donc étudié la viabilité cellulaire en réponse
a la présence de la sonde; j’y reviendrai ci-apres.

Si 'observation d’une fluorescence intracellulaire importante avec les cellules C17.2 est un résultat
satisfaisant, il est important de vérifier que les cellules Hela, qui n’expriment habituellement pas la
[B-galactosidase, ne sont pas marquées par la sonde 62a. Malheureusement, I'incubation de la sonde
dans les mémes conditions que précédemment a mené a une fluorescence non négligeable dans les
cellules HeLa (Figure 7.10). Il semblerait qu’une faible activité enzymatique subsiste, ce qui méne a
un marquage partiel, quoique bien moins important que celui des cellules C17.2. Le fait qu’aucune
fluorescence n’avait été observée avec 52 confirme que 62a est une sonde beaucoup plus sensible.
Toutefois, le controle négatif n’en est pas un. Il serait tout de méme intéressant de s’assurer que seule
la transformation enzymatique de la sonde est responsable de la génération de fluorescence, et que le
signal ne provient pas d’une instabilité de la molécule in cellulo.

Pour ce faire, il est nécessaire d’identifier de nouvelles conditions d’étude, et en particulier de
quantifier plus précisément la proportion de cellules marquées dans un échantillon donné. Nous avons
ainsi mené des expériences de cytométrie en flux; pour des raisons de délais et d’accessibilité des
équipements, Damien Curton a réalisé seul les manipulations, mais j’ai participé comme toute I’équipe
a I'analyse des données.

Des expériences de time-lapse (prise de clichés d’une région définie & un intervalle fixe) pourraient
également nous renseigner sur le délai d’apparition de la fluorescence et la maniére dont les précipités
se forment. Le suivi de la transformation de 50 avait ainsi montré que 26 minutes seulement étaient
nécessaires pour observer un signal au sein de cellules HelLa placées a température ambiante (22°C).[209]
Toutefois, les tentatives que nous avons menées se sont révélées infructueuses. En particulier, aucune
fluorescence n’est observée a température ambiante. Une température de 37°C, idéale pour I'’enzyme
comme pour les cellules, est manifestement indispensable ; cependant, maintenir ces conditions sur un
temps long est beaucoup plus délicat a réaliser.

3.2 Expériences de cytométrie en flux (FACS)

La cytométrie en flux consiste en la mesure de propriétés physiques de cellules individuellement
et sur une grande population (les analyses couvrent généralement plusieurs dizaines de milliers de
cellules). Sont quantifiées précisément la diffraction dans le sens du faisceau incident (FSC ou Forward
Scattering), proportionnelle a la taille de la cellule, la diffraction perpendiculairement au faisceau (SSC
ou Side Scattering), liée a la granularité, et la fluorescence pour différentes longueurs d’onde d’excitation
et d’émission. Il est ainsi possible, en définissant un seuil de fluorescence au-dessus duquel on considére
qu’une cellule est marquée, de calculer la proportion exacte de cellules marquées dans un échantillon,
et ce avec une statistique trés fiable et de maniére reproductible entre différentes expériences. Les
résultats sont présentés sous forme de courbes de point, ou dot plots, avec les deux axes représentant
deux grandeurs mesurées et chaque cellule étant figurée par un point. Ce type d’expériences est utilisé
en routine en infectiologie pour caractériser I’expression de plusieurs marqueurs simultanément au sein
d’une population de cellules. [l

L’analyse d’une population de C17.2 incubées pendant 24 heures avec 62a montre que ces cellules
ont un caractére granuleux plus prononcé que celles d’'une population témoin (voir Figure 7.11). Cela
confirme les observations réalisées au microscope : la conversion de la sonde et la précipitation du
fluorophore & I'intérieur des cellules entrainent un gonflement de celles-ci, qui peut mener dans certains
cas a leur éclatement et a la libération de précipités fluorescents dans le milieu extracellulaire.

Nous avons évalué le marquage de cellules HeLa et C17.2 par les sondes 52 et 62a apreés différents
délais (45 minutes, 6, 12 et 24 heures); les résultats sont représentés a la Figure 7.12. La sonde
comportant un tandem d’espaceurs est ici aussi plus efficace : alors qu’avec la molécule d’ancienne
génération, le taux de marquage est quasi-nul méme aprés 24 heures d’incubation, 62a engendre une
importante fluorescence intracellulaire & partir de quelques heures. Plus de 90% des cellules C17.2 sont
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FIGURE 7.11 : Dot plot de cellules C17.2 aprés 24 heures d’incubation de 62a a 50 uM (B) ou non
(A), acquis par cytométrie en flux. Les points rouges représentent les cellules non-fluorescentes et les
points verts les cellules fluorescentes.

ainsi marquées au bout d’un jour, ce qui est cohérent avec les précédentes observations au microscope
(voir ci-dessus).

Les cellules HeLa ne sont pas non plus marquées par la sonde 52 ; toutefois, en présence de 62a,
environ un quart des cellules sont fluorescentes au bout de 24 heures. On retrouve ici le méme com-
portement que lors des expériences de microscopie : la faible activité S-galactosidase des cellules HeLa
suffit & transformer suffisamment de sonde pour qu’une partie non négligeable des cellules devienne
fluorescente.

100
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B HeLa et 62a
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FIGURE 7.12 : Quantification par cytométrie en flux du nombre de cellules marquées pour 'activité
[-galactosidase aprés incubation avec 50 M de sonde.

Le faible différentiel de marquage entre les cellules HeLa et C17.2 nous a poussé a identifier un
autre couple de lignées cellulaires comme controles négatif et positif. Damien Curton a alors proposé
d’utiliser les cellules HEK 293, qui sont reconnues pour leur capacité a étre transfectées facilement. La
transfection d’un plasmide contenant le géne de la $-galactosidase permet en effet d’obtenir des cellules
exprimant ’enzyme en trés grande quantité, faisant de ces cellules notre nouveau contréle positif. Des
cellules HEK 293 non transfectées constitueront le controle négatif. La comparaison sera ainsi plus
directe car les deux controles seront des cellules identiques, a la transfection prés.

Une nouvelle expérience de cytométrie en flux a été menée pour évaluer le marquage par la sonde
62a de cellules HEK 293 transfectées ou non. Les résultats sont présentés a la Figure 7.13. Si un taux de
marquage important des cellules transfectées est atteint trés rapidement (plus de 50% en seulement 90
minutes), les cellules non transfectées présentent aussi une fluorescence non négligeable et réguliérement
croissante (& ’exception d’une valeur aberrante pour un délai de 3 heures). Néanmoins, I’écart observé
pour des temps d’incubation courts (moins de quelques heures) est trés grand, surtout si on le compare
a celui entre cellules C17.2 et HeLa (Figure 7.12). Ces résultats sont encourageants : en diminuant la
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concentration de sonde utilisée, et en quantifiant le marquage des cellules aprés une incubation rapide,
nous avons bon espoir d’obtenir un réel controle négatif, nécessaire pour marquer efficacement une
faible proportion de cellules positives au sein d’une population de cellules négatives.

80 B HEK 293 non transfectées
B HEK 293 transfectées
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=
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FIGURE 7.13 : Quantification par cytométrie en flux du nombre de cellules HEK 293 marquées pour
I’activité S-galactosidase aprés incubation avec 50 pM de sonde 62a.

Les expériences de cytométrie en flux nous ont permis de rationaliser les observations que nous
avions menées en microscopie, et de confirmer la grande sensibilité de la sonde 62a pour visualiser
lactivité B-galactosidase. Il reste toutefois & identifier des conditions permettant de s’affranchir le plus
possible d’une fluorescence résiduelle.

3.3 Etude de la toxicité vis a vis des cellules

Les images de microscopie sur culture cellulaire ont montré I'existence de précipités fluorescents
extracellulaires aprés 24 heures d’incubation avec 62a. Ils pourraient provenir de I’éclatement de cellules
marquées, en réponse & une toxicité de la sonde. J’ai ainsi évalué la viabilité de cellules HEK 293 au
contact de la molécule au moyen d’un test de toxicité utilisé couramment en biologie cellulaire, le test
MTS.

Ce test consiste a incuber le composé d’intérét avec les cellules choisies durant une durée définie,
24 heures dans notre cas, puis & quantifier le nombre de cellules qui demeurent en vie (ou qui du moins
bénéficient d'une activité métabolique normale) aprés ce traitement. Pour ce faire, un réactif est ajouté,
le 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2 H-tétrazolium ou MTS
(voir Figure 7.14A) ; il est transformé par les réductases mitochondriales en un produit appelé formazan
qui absorbe intensément la lumiére & 490 nm. La mesure de I'absorbance au bout de quatre heures
permet de déterminer le taux de cellules viables, en comparant les cellules traitées & des cellules témoin.
L’expérience est répétée pour différentes concentrations de molécule étudiée, et réalisée plusieurs fois
de maniére indépendante afin d’obtenir des valeurs fiables. Une courbe de viabilité cellulaire est alors
obtenue, qui permet d’apprécier clairement la toxicité induite par la molécule sur les cellules considérées.

Les résultats du test sont présentés a la Figure 7.14B; I'incubation de la sonde 62a induit une
mortalité des cellules HEK 293 a partir de concentrations micromolaires. La molécule 50 répondant a
lactivité LAP s’était aussi avérée toxique pour les cellules HeLa pour des concentrations supérieures
a 2b MM.[209] La nouvelle molécule génére donc une mortalité cellulaire supérieure; ce comportement
peut étre di a l'espaceur éliminant, bien que ce dernier soit décrit dans la littérature comme une
espéce peu dangereuse pour les cellules. 3401 11 faut toutefois noter que la toxicité observée ne provient
pas exclusivement de la sonde : en effet, une partie de celle-ci est transformée en fluorophore dans les
cellules HEK 293 (voir ci-dessus), ce qui fait que la sonde cohabite avec des précipités fluorescents et
que c’est ce mélange qui induit une mortalité cellulaire non négligeable.

Méme si les longueurs d’onde décalées vers le bleu de 'ELF®-97 rendent une application in vivo
de la sonde 62a difficile, il serait utile de réduire la toxicité qu’induit la molécule sur les cellules qu’elle
marque. Pour cela, d’autres espaceurs éliminants et cyclisants peuvent étre envisagés. Toutefois, la
voie la plus prometteuse selon moi serait d’employer des fluorophores précipitant avec un seuil plus
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FIGURE 7.14 : Test de toxicité MTS. A. Réactif et produit coloré utilisés dans le cadre du test. B.
Viabilité des cellules HEK 293 aprés 24 heures d’incubation avec la sonde 62a a différentes
concentrations.

bas et disposant de propriétés spectrales plus intéressantes garantissant une meilleure sensibilité. Il
serait alors possible de diminuer les concentrations de sondes nécessaires pour marquer les cellules
efficacement, et ainsi de réduire la quantité de fluorophore qui s’accumule et occasionne une toxicité.

3.4 Conclusions

L’évaluation in cellulo de la sonde 62a a prouvé sa capacité & marquer trés efficacement 'activité
[B-galactosidase au sein de plusieurs types cellulaires. La cinétique d’activation in vitro trés rapide que
nous avions observée précédemment permet manifestement la génération d’une intense fluorescence
dans les cellules exprimant ’enzyme ciblée. La nouvelle molécule est beaucoup plus performante in
cellulo que sa prédécesseuse 52 : cela montre que la stratégie de tandem d’espaceurs apporte un gain
substantiel par rapport au recours a un seul espaceur cyclisant pour la détection de glycosidases. La
sonde 62a a ainsi prouvé sa supériorité a la fois lors des expériences de microscopie et de cytométrie
en flux, s’imposant comme un outil précieux pour visualiser la §-galactosidase intracellulaire a 1’aide
d’un protocole simple.

La molécule 62a permet une détection trés sensible de I’enzyme qu’elle cible, de maniére telle
qu’elle marque les cellules HeLLa et HEK 293 qui ne possédent pourtant pas une intense activité (-
galactosidase. Si un tel comportement peut faire douter de la stabilité de la sonde dans le cytosol, il est
toutefois de bonne augure pour une détection efficace de faibles niveaux d’expression enzymatique dans
des applications en biologie moléculaire ou in vivo. Toutefois, si une sélectivité cellulaire importante
est souhaitée, il sera judicieux d’ajouter & la sonde un groupement permettant son adressage vers
des récepteurs particuliers. Cette stratégie de double sélectivité (enzymatique et médiée par une unité
ciblante) a fait ses preuves pour de nombreux pro-médicaments!'2% ; nous allons la poursuivre trés
prochainement en collaboration avec I’équipe du professeur Sébastien Papot & I’Université de Poitiers.

Les tests de viabilité cellulaire ont démontré une toxicité non négligeable de la sonde 62a. Ceci
n’est pas un probléme pour beaucoup d’applications de la sonde en biologie moléculaire ; cependant,
il sera tout de méme intéressant de travailler & réduire cette nocivité. L’élaboration dans I’équipe de
nouveaux fluorophores aux propriétés spectrales et de solubilité améliorées permettra d’obtenir une
molécule assurant un marquage aussi efficace mais plus siir que la molécule étudiée ici.

125



CHAPITRE 7 : NOUVELLES SONDES FLUOROGENES SENSIBLES A UNE ACTIVITE
GLYCOSIDASE

4 Utilisation de la sonde ciblant la cellulase dans le cadre d’un projet
de bioénergétique

La sonde 62a a montré qu’elle permettait de marquer la S-galactosidase avec une grande sensibi-
lité : I'utilisation d’un tandem d’espaceurs rend 'activation de la sonde rapide tout en garantissant
sa stabilité en I'absence de la cible enzymatique. Cette approche étant un succés, il est possible de
I’appliquer pour la détection d’autres activités de type glycosidase.

L’équipe de Gagl Yvert, chercheur en biologie travaillant au Laboratoire de Biologie et Modélisation
de la Cellule & 'ENS de Lyon, a débuté un projet de recherche en bioénergétique; dans ce cadre, ils
cherchent & quantifier I'activé cellulase sécrétée par des levures modifiées génétiquement. Nos sondes
fluorogénes précipitantes, qui permettent une localisation précise d’une activité enzymatique ciblée
dans un échantillon complexe, les ont particuliérement intéressés. Nous avons donc décidé d’initier une
collaboration : forts de notre expérience en synthése et réalisation de tests d’activation in wvitro, nous
prenons en charge la préparation des molécules et I’évaluation de leur caractére fluorogéne. Le docteur
Gérard Triqueneaux, ingénieur de recherche dans I’équipe de Gaél Yvert, ménera les essais d’incubation
des sondes avec les surnageants de levures.

Je commencerai par présenter les grandes lignes de ce projet de recherche, et le role que nous
pouvons y jouer, avant de détailler les résultats préliminaires que Gérard Triqueneaux a pu acquérir
grice & nos sondes.

4.1 Intérét de la quantification de Pactivité cellulase pour la production de bioé-
thanol et mise en ceuvre

Le bioéthanol représente une formidable alternative aux produits issus du pétrole en tant que
carburant utilisable par les moteurs existants. Il est produit par la fermentation de matiére organique
végétale par des levures, de la méme maniére que les alcools que nous consommons (avec modération).
Le plus souvent, ce sont des céréales, cultivés spécialement dans cet objectif, qui sont utilisés ; toutefois,
le cotit financier et environnemental est alors trés important. Il est beaucoup plus intéressant de profiter
des déchets végétaux issus des activités agricoles et industrielles, tels que la paille ou la sciure de bois;;
cette approche est ainsi largement utilisée au Brésil, ot 50% des voitures individuelles roulent avec un
mélange de carburants contenant du bioéthanol issu des cultures de canne & sucre.

La difficulté réside alors dans la dégradation de la lignocellulose, principal composant de ces matiéres
végétales, en glucose, qui sera a son tour fermenté en éthanol (voir Figure 7.15). Actuellement, le
processus industriel comprend plusieurs étapes : un traitement des déchets végétaux en milieu acide
concentré afin de libérer la cellulose, puis ’addition d’un cocktail d’enzymes, les cellulases, pour cliver
les liaisons glycosidiques et produire du glucose, qui sera enfin lui-méme transformé par des levures.
Pour abaisser les cotits de production, il serait trés intéressant de combiner ces deux derniéres étapes,
notamment en modifiant les levures de maniére a ce qu’elles sécretent de la cellulase.[341]

Lignocellulose —— Cellulose ———» Glucose —— > Ethanol

FIGURE 7.15 : Voie de production de bioéthanol & partir de lignocellulose issue de déchets végétaux.

L’introduction de ’activité cellulolytique pour obtenir des levures performantes nécessite de pouvoir
mesurer précisément cette activité. Il sera ainsi possible de sélectionner, au sein de nombreux clones
générés par exemple par mutagénése dirigée, celui qui dégradera le plus efficacement la cellulose.!342]
La quantification de I'activité cellulase est habituellement réalisée a ’aide de substrats chromogénes et
fluorogénes mimant la cellulosel?*3 ; toutefois, la diffusion de ceux-ci nécessite d’isoler les levures iden-
tiques les unes des autres en les cultivant en microplaques. Le nombre de clones pouvant étre étudiés
dans une méme expérience est donc plutét réduit (il est de I'ordre de 10% voire 10%), ce qui ralentit
la découverte de levures trés performantes. Nos sondes fluorogénes précipitantes, qui garantissent une
trés bonne localisation du signal produit, seraient un atout considérable pour le criblage : en quanti-

fiant ’activité de levures uniques dans un échantillon contenant de nombreuses cellules différentes, il
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devient possible d’analyser un trés grand nombre de clones facilement. La culture de levures en micro-
gouttes suivie de la mesure de la fluorescence indépendamment pour chacune & l'aide d’un dispositif
de microfluidique permettrait en effet de traiter jusqu’a 10 clones en une seule expérience.344l

Le groupe de Gaél Yvert a obtenu d’une équipe de microbiologistes irlandaise trois souches de
la levure Saccharomyces pastorianus, chacune exprimant une des trois sous-activités cellulases isolées
du champignon Trichoderma reesei.?*?] Les chercheurs ont identifié cette levure, employée pour la
fabrication du pain, comme plus efficace que son homologue Saccharomyces cerevisiae utilisée dans le
brassage de la biére. Les trois enzymes considérées sont les suivantes (voir Figure 7.16) :

— La f-glucosidase clive une seule unité glucose au bout de la chaine de cellulose.

— La cellobiosidase retire un groupement cellobiose, soit un ensemble de deux glucoses.

— L’endoglucanase coupe au milieu de la chaine osidique (quelques résidus glucose en amont et
en aval sont nécessaires pour observer une activité).
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FIGURE 7.16 : Différentes activités enzymatiques impliquées dans la dégradation de la cellulose en
glucose.

Nos collaborateurs désirent dans un premier temps identifier la sous-activité avec laquelle la dégra-
dation de la cellulose sera la plus efficace, puis générer une banque de mutants qui sera criblée pour
isoler des variants dont l'activité sera plus grande. Pour cela, Jens Hasserodt a choisi de concevoir une
sonde dont le déclencheur sera une unité cellobiose. Il s’agit du meilleur compromis entre les différents
impératifs :

— Un déclencheur diosidique permettra de cibler a la fois la 8-glucosidase (via un double clivage
enzymatique) et la cellobiosidase (ce qui ne nécessitera qu’une seule réaction).

— En termes de synthése organique, la complexité de la préparation (notamment en ce qui concerne
les purifications) augmente avec le nombre de glucoses que la molécule finale contiendra. Notre
expérience de la synthése de la sonde 62a ciblant la 8-galactosidase et possédant un seul glucose
nous ameéne a penser qu’au-dela de deux voire trois unités glucose, il deviendra difficile d’obtenir,
a l'issue de toutes les étapes, de grandes quantités de sonde.

J’ai donc préparé les sondes 63a et 63b (Figure 7.6) ; les rendements sont corrects, mais néanmoins
plus faibles que dans le cas des molécules précédentes, ce qui confirme nos prévisions.

4.2 Reésultats préliminaires obtenus avec la sonde 63a

Une premiére expérience a consisté a cultiver chacune des trois souches de levure exprimant une des
activités cellulase, ainsi qu'une souche non modifiée servant de controle négatif, durant 86 heures. La
sonde 63a a ensuite été incubée avec le surnageant issu de la culture, et la fluorescence a été mesurée
toutes les heures. Un bruit de fond trés important est observé : le milieu de culture des levures, riche
en différents nutriments, génére une fluorescence importante. De plus, la différence de signal entre les
quatre souches est trés peu marquée. Il semble que la quantité d’enzyme présente dans 1’échantillon
est trop importante pour qu’il soit possible de discriminer entre les différentes situations & 'aide de la
sonde.

Dans une deuxiéme expérience, Gérard Triqueneaux a incubé 63a non plus directement dans le
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surnageant issu de la culture, mais dans du tampon phosphate auquel un petit volume de surnageant
a été ajouté. Il apparait alors clairement que la souche exprimant la S-glucosidase entraine une fluo-
rescence importante, alors que les deux autres souches ne générent pas plus de signal que la levure non
modifiée. Des expériences complémentaires ont permis de déterminer les conditions grace auxquelles il
est possible d’obtenir un écart de signal maximal entre la souche sécrétant la S5-glucosidase et la souche
témoin.

De ces expériences, on peut conclure que la sonde 63a permet la génération d’une fluorescence
importante lorsque la S-glucosidase est présente en grande quantité dans le surnageant de culture. Ce
signal important permet un trés bon rapport signal sur bruit (jusqu’a 480) lorsque 'on compare la
levure sécrétant ’enzyme & une souche controle. L’objectif de quantifier précisément ’activité cellulase
sécrétée par des levures afin de sélectionner les clones les plus performants pour dégrader la cellulose
semble donc réalisable.

Toutefois, le seul renseignement que ’on peut extraire de la deuxiéme expérience est que la souche
exprimant la S-glucosidase est la plus efficace pour activer la sonde. Il est impossible a ce stade de
préciser si cette enzyme est la plus & méme de cliver les deux liaisons glycosidiques nécessaires & la
génération de la fluorescence : il faudrait pour cela connaitre I'activité enzymatique présente dans
les surnageants des différentes cultures. Il est en effet possible que les deux souches exprimant la
cellobiosidase et ’endoglucanase ne sécrétent que de faibles niveaux d’enzyme comparativement & celle
sécrétant la S-glucosidase, expliquant ainsi les faibles valeurs de fluorescence observées pour ces deux
souches. Cependant, si les niveaux de sécrétion sont partout comparables, seule la S-glucosidase est
capable de transformer la sonde, ce qui a deux conséquences :

— La sonde n’est pas adaptée au ciblage des trois sous-activités cellulase ; en particulier, elle n’est
pas capable d’étre transformée par la cellobiosidase, comme nous I’avions supposé, et malgré le
déclencheur cellobiose. Une molécule activable par la cellobiosidase et I'endoglucanase devrait
donc comprendre plus de deux sucres.

— Si 'on se concentre sur la seule activité §-glucosidase, il sera utile de raccourcir le déclencheur
4 une seule unité de glucose. En effet, la transformation de 63a par ’enzyme nécessite deux
coupures successives, ce qui ralentit la génération de la fluorescence et complexifie inutilement
la cinétique (voir page 23). La synthése d’une telle sonde sera aussi plus aisée.

Nous sommes donc ici & un carrefour : selon la direction que 1’équipe de Gaél Yvert prendra par
rapport aux enzymes a cibler, nous préparerons et testerons différentes molécules comportant des
déclencheurs osidiques de taille variable.
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5 Conclusions

Les sondes 51 et 52 avaient montré que l'utilisation d’un tandem d’espaceurs auto-effondrables en
lieu et place du simple espaceur cyclisant utilisé au sein de 50 permettait de concevoir des sondes a la
fois stables et générant un signal rapidement. J’ai commencé par appliquer cette approche pour cibler
la leucine aminopeptidase, en préparant les sondes 53a-c ; toutefois, elles se sont montrées inadaptées
car instables a 1’état solide. La sonde 50 demeure donc notre meilleur outil pour la détection in vitro
et in cellulo de cette peptidase.

L’utilisation d’un tandem d’espaceur s’est par contre avérée payante pour le ciblage de glycosidases.
Les sondes 62a-b et 63a-b présentent une trés grande stabilité et répondent a leur activité enzymatique
respective dans un délai trés court, bien inférieur a celui de la molécule précédente 51. Alors qu’elle
était auparavant inenvisageable, une application in cellulo devient maintenant possible : 62a a permis
le marquage de l'activité S-galactosidase avec une trés bonne sensibilité, comme nous ’avons mis en
évidence par microscopie sur culture cellulaire et cytométrie en flux. 63a a quant & elle été utilisée pour
quantifier avec succés l'activité cellulase sécrétée par des levures, dans le cadre d’un projet qui n’en
est encore qu’a ses balbutiements mais qui s’annonce trés prometteur. Ces résultats dans I’ensemble
positifs font actuellement 'objet d’'une demande de protection intellectuelle pour ce qui concerne les
structures moléculaires et les applications décrites ci-dessus. Dans ce cadre, il sera utile de prouver que
la stratégie de tandem d’espaceurs permet de cibler d’autres activités glycosidase que celles étudiées
ici et de libérer d’autres fluorophores que 'ELF®-97.
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Conclusion générale

Au cours de ce manuscrit, j’ai présenté 'essentiel des résultats que j’ai pu acquérir durant les trois
années qu’ont duré ma thése de doctorat. J'ai travaillé sur deux projets de chimie biologique, et plus
précisément d’imagerie moléculaire, dont la mise en ceuvre est totalement différente, mais qui ont exac-
tement la méme finalité : parvenir a visualiser, de la facon la plus résolue et la mieux quantifiée possible,
des activités enzymatiques d’'intérét dans un organisme vivant, avec comme perspective le diagnostic
de pathologies comme le cancer. L’imagerie par fluorescence nécessitant des fluorophores, et 'IRM des
molécules paramagnétiques, les molécules que j’ai préparées puis étudiées n’ont rien en commun, sinon
le déclencheur enzymatique et les espaceurs éliminants qui permettent leur transformation ; cependant,
les défis imposés par l'utilisation in vivo de nos molécules demeurent identiques dans les deux cas.
Stabilité, rapidité de la réponse enzymatique, précision de la localisation du signal, absence de toxicité,
parmi d’autres, sont des caractéristiques essentielles que nos molécules doivent posséder sous peine de
ne jamais étre appliquées un jour dans un contexte biologique. Et les atteindre toutes est un challenge
trés difficile que nous devons cependant relever.

En ce qui concerne les sondes fluorogénes précipitantes, de nombreuses difficultés avaient déja
été résolues, notamment grace au travail de Maxime Prost. L’utilisation du fluorophore précipitant
ELF®-97 avait permis une détection in cellulo rapide et précise de la leucine aminopeptidase ; grace
& une stratégie inspirée des sondes précédentes, j’ai pu concevoir de nouvelles molécules fluorogénes
répondant & des activités glycosidases. L’écueil & surmonter ici était d’ordre cinétique ; avec les sondes
de nouvelle génération, cette difficulté est levée, ce qui a permis des applications pour la détection
in cellulo de la [-galactosidase et in vitro de la cellulase. Reste toutefois & améliorer la précision du
marquage cellulaire en ajoutant des dispositifs ciblants & nos molécules, et & réduire la toxicité qu’elles
génerent.

La situation était moins florissante du coté des sondes magnétogénes. Si deux avancées considé-
rables avaient été réalisées par Faycal Touti, les molécules obtenues souffraient encore de nombreux
défauts. D’un coté, le complexe comportant une amidine était stable et de fragmentation rapide, mais
incompatible avec le milieu biologique. De l'autre, la sonde basée sur ’architecture Katritzky fonc-
tionne en conditions physiologiques, mais est instable, de réponse lente, et inadaptable en sonde pour
une activité enzymatique. J’ai travaillé a lever certaines de ces difficultés : la modification de la molé-
cule modéle contenant une amidine a mené & des sondes enzymatiques qui serviront bientot, je 'espére,
pour réaliser le diagnostic in vitro de pathologies. Le remplacement d’une amidine par une guanidine
a quant & lui mené & un rapprochement vers une utilisation in vivo, sans qu’elle soit encore possible.
Enfin, la rapidité de la réponse des complexes Katritzky a été améliorée. Mais les indications que nous
avons sur la toxicité de nos molécules sont pour I'instant peu réjouissantes et nous font penser qu’il
sera nécessaire de prendre des mesures particuliéres pour la limiter.

J’al ainsi rencontré de nombreuses difficultés dans la conception de sondes répondant efficacement
a des activités enzymatiques : alors que certaines demeurent sans solution concréte & l’issue de mes
travaux, j’ai pu en résoudre d’autres, et enfin m’affranchir des derniéres en appliquant mes molécules
a de nouveaux objectifs non moins intéressants. Quels que soient les réalisations et les échecs que j’ai
accomplis et essuyés, le plaisir que j’ai eu et les déceptions que j’ai éprouvées, j’ai appris beaucoup
pendant ces trois années, sur le plan scientifique bien sir, mais aussi et surtout sur le plan humain ;
c’est une expérience trés formatrice que je ne regrette pas du tout. Et j’espére profondément qu’en
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retour ces travaux bénéficieront & ’équipe, & la communauté, & ’humanité qui sait, ou qu’au moins ils
ne serviront pas uniquement & garnir une étagére et remplir un congélateur.

Je souhaite enfin de tout cceur bonne chance & Jens et & mes successeurs, que les esprits de la
chimie et de la biologie soient de leur c6té tout au long de leurs travaux et les ménent & de nombreux
succes.
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Considérations générales

General notes about chemistry

Available reagents and solvents were purchased from Sigma-Aldrich Co., Acros Organics, Alfa Aesar
and Tokyo Chemical Industries and used without further purification. All solvents used for complexa-
tion were dried by thermally activated molecular sieves (3 A for ethanol, methanol and acetonitrile, 4
A for others, sieves activated by 24 h heating at 315 °C) and degassed with the "freeze-pump-thaw"
method immediately before use. Dry solvents for other uses were obtained by passing commercially
available solvents through a column containing activated alumina and kept over molecular sieves un-
der argon atmosphere. Column chromatography was performed using Merck silica gel Si-60 (40-63
um), Acros activated neutral alumina (Brockmann I, 60 A, 50-200 um), Acros activated basic alumina
(Brockmann I, 60 A, 50-200 pm) or Agilent Bond Elute C18 cartridge (20 mL of immobilized phase).

Unless stated otherwise, all NMR spectra were acquired at 297 K on a Bruker AVANCE 300 (300
MHz and 75 MHz for 'H and '3C, respectively) or 500 instrument (500 MHz and 125 MHz for 'H and
13C, respectively) as indicated. Chemical shifts § are reported in ppm (s=singlet, d—doublet, t—triplet,
gq=quadruplet, m=multiplet, br=broad) and referenced to the solvent peak. NMR coupling constants
J are reported in Hertz and refer to (H,H) coupling.

Low resolution mass spectra were measured at 297 K by direct injection of diluted samples into
the mass analyzer of an Agilent Technologies 1260 Infinity LC-MS system running in electrospray io-
nization (ESI) positive mode. High Resolution Mass Spectra were acquired by the "Centre Commun
de Spectrométrie de Masse" of the Institut de Chimie et Biochimie Moléculaire et Supramoléculaire,
Villeurbanne, France. Elemental analyses were performed by Robertson Microlit Laboratories, Ledge-
wood, New Jersey, United States of America. UV /Vis spectra were recorded with a UV-670 UV /Vis
spectrophotometer (JASCO Inc.).

X-Ray Diffractometry experiments were realized by the "Centre de Diffractométrie Henri Long-
chambon" of the Institut des Sciences Analytiques, Villeurbanne, France. Monocrystals were selected
and mounted on a Gemini kappa-geometry diffractometer (Agilent Technologies UK, Ltd.) equipped
with an Atlas CCD detector and a Mo-Ka graphite-monochromated radiation source (A = 0.7107 A).
The intensities were collected at low temperature with the CrysAlisPro software to a maximum 26 value
of 59.2°.1346] Reflection indexing, unit-cell parameter refinement, Lorentz polarization correction, peak
integration, and background determination were performed. An analytical absorption correction was
applied by using the modeled faces of the crystal.[?47l The crystal parameters and details of the data
collection are summarized for each compound in the corresponding section. The structures were solved
by direct methods with STR97[348 and the least-square refinement on F2? was achieved with the CRYS-
TALS software.[349 A1l non-hydrogen atoms were refined anisotropically. The hydrogen atoms were all
located in a difference map, but those attached to carbon atoms were repositioned geometrically. The
H atoms were initially refined with soft restraints on the bond lengths and angles to regularize their
geometry (C-H in the range 0.93-0.98 and N-H in the range 0.86-0.89 A) and U, (H) values (1.2-1.5
times the Ug, values of the parent atom), after which the positions were refined with riding constraints.
Cambridge Crystallographic Database Center accession # 989146 (for 15) and 989147 (for 18) contain
the supplementary crystallographic data for these molecules.
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The solution-phase magnetic moments of complexes were determined by the Evans method with
the Schubert refinement.[!9% 2001 For each complex, a pure sample was dissolved in HyO /D20 (90 :10)
containing an additional 2% tBuOH. The frequency shift of the tBuOH "H-NMR signal between this
solution and that of a reference was measured in situ by using a coaxial NMR tube ; the corresponding
magnetic moments of the complexes were calculated from the frequency shifts. The formulas, calculation
parameters, and additional information are summarized on page S16.

The longitudinal relaxation times 77 of the protons of the water molecules in aqueous solutions of
complexes were determined by "H-NMR spectroscopy on a Bruker AVANCE 300 (7 T, 300 MHz for
'H) spectrometer. For each complex, a pure sample was dissolved in the indicated solvent containing
an additional drop of DyO. The '"H-NMR spectra of the solution were acquired by using an inversion-
recovery sequence with increasing recovery times 7. The area of the NMR signal of the water protons,
«, is proportional to the total magnetization of the water protons in the solution and was extracted
for each spectrum and plotted against 7. The T} values were calculated by fitting this curve with the
exponential function a(7) = ag (1 — 2e~7/11).

Cell culture and biology experiments

Cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen Corp.) supple-
mented with 10 % (v/v) fetal bovine serum (Invitrogen Corp.), 50 U.mL~! penicillin, and 50 pg.mL~!
streptomycin (Invitrogen Corp.) in a humidified incubator containing 5% COq in air at 37°C.

Enzymatic in vitro kinetics

10 mM stock solutions of probes in MeOH were diluted with PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer
Saline, Invitrogen Corp.) to obtain clear solutions with a range of concentration between 50 uM and 1
mM. 10 pL aliquots of each of these solutions were added to 80 uL PBS in a 96-well black plate, and
heated to 37 °C before adding 10 pL of a solution of enzyme. Final concentration of probe is in a range
of concentrations between 5 M and 100 uM ; final concentration of enzyme is as indicated. The plate
was then incubated at 37 °C and fluorescence was recorded over the course of time by a fluorescence
plate reader (EnSpire, Perkin Elmer). Acquisition wavelengths : Ac; = 355 nm, A¢p, = 530 nm. The
resulting curves are the mean of duplicates.

Fluorescence microscopy of cells

10° C17.2 or HeLa cells were seeded in 1 mL of supplemented DMEM in a clear 24-well plate
(Corning Costar). After 24 hours of incubation, the medium was removed, cells were washed with PBS
and the medium was replaced by an appropriate volume of opti-MEM (Invitrogen Corp.) or DMEM
without phenol red. Solutions of probe in a range of concentrations between 5 yM and 100 M in 1 mL
final volume with 1% (v/v) of MeOH were prepared. Cells were then incubated with these solutions for

24 hours before images were taken. The medium was then removed from the wells, cells were washed
with PBS and 1 mL of fresh opti-MEM was added.

Fluorescence images were captured using a Zeiss AxioObserver Z1 instrument with EC Plan Neo-
fluar 10X or an Achroplan 40X objective lens. The light source was metal halide fluorescence HPX
100. The Zeiss filter set 21HE was used with A, = 325 - 355 nm and A.,;, = 470 - 555 nm. Images
were acquired with an AxioCam MRm3 S/N 5762. Exposure time was around 200 ms for fluorescence
images and 20 ms for brightfield images.

Flow cytometry experiments (FACS)

70 000 cells are seeded per well in 24-well plates 24 hours prior to transfection. Cells are transfected
(50 to 70% confluenced) by jetPEI reagent (polyplus transfection) using a ratio of 1 ul per 500 ng of
DNA by well (mammalian expression vector (-galactosidase human under CMV control promotor).
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After an incubation of 20 minutes at room temperature, the mix jetPEI/DNA/NaCl is added to the
cells.

After 48 hours of incubation post transfection, the cells are washed 3 times by PBS and the -
galactosidase probe is added to the cells. When incubation time is over, cells are washed with PBS and
trypsinised to put them in flow cytometry tubes. The cells’ fluorescence is analysed in a BD LSRII
flow cytometer with UV laser (4 lasers : 355, 488, 561 or 633 nm) after the change of adapted filters
(525 nm emission) and the optimization of setting voltages for optimal sensitivity.

Viability tests

10® HeLa cells were seeded in 100 uL of supplemented DMEM in a clear 96-well plate (Corning
Costar). After 24h of incubation the medium was removed, cells were washed with PBS and medium
was replaced by an appropriate volume of DMEM (Invitrogen Corp.). A desired volume of stock
solutions of molecule (in PBS) was added to create a range of concentrations in 150 uL final volume.
Cells were then incubated for 24h. The supernatent was subsequently removed, cells were washed with
PBS; 100 uL of DMEM and 20 uL of the MTS reagent (CellTiter 96 AQueous NonRadioactive Cell
Proliferation Assay, Promega) were added. Cells were incubated for another 4h period and absorbance
at 490 nm was measured with a microplate reader (EnSpire, Perkin Elmer). The percentage of viable
cells is calculated by dividing the absorbance at a given concentration by the absorbance at 0 uM. The
given results are the mean of two independent experiments performed in triplicate.
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Synthesis of complexes 14-18

g /| /q e
Fe(MeCN)6 (BF,) N
\_7 Q\/ \) Dry DCM, MS4A C =

In a 50 mL flask, activated 4 A molecular sieves (2.5 g), 1 H-pyrazole (131 mg, 1.93 mmol, 1.5 eq.),
and 5-nitrothiophene-2-carbaldehyde (303 mg, 1.93 mmol, 1.5 eq.) were added to a solution of 1,4-
bis(pyridin-2-ylmethyl)-1,4,7-triazacyclononane (400 mg, 1.28 mmol, 1.0 eq.) in dry dichloromethane
(15 mL). This mixture was stirred under an inert atmosphere for 15 h at room temperature. An
anhydrous acetonitrile solution of [Fe(BFy)a,(CH3CN)g]192 (1.28 mmol, 1.0 eq.) was then added in a
titration-like manner. The resulting solution was filtered and the filtrate was concentrated in vacuo.
The residue was dissolved in a minimal volume of water/MeCN (95/5 v/v); the resulting solution
was subjected to reversed-phase column chromatography with a preconditioned C18 cartridge. The
fractions were analyzed by mass spectrometry, the purest ones were collected, and the solvents were
removed in vacuo to yield a red resin. The resin was recrystallized by the liquid/liquid diffusion of
diethyl ether into a saturated MeCN solution at 4 °C to yield red-brown microcrystals (0.13 g, 14%).

'H-NMR (300 MHz, D20) : peaks are too broad to be significant (spectrum is disclosed later).
LRMS (ESI) : m/z (%) = 287.1 (100) [M]?*.
Elemental analysis : CogHs3BaFgFeNgO35S (775.1) : calculated C 40.2, H 4.2, N 14.4; found C 40.4,

H 3.8, N 14.1.
O\ 7 = | _‘24-
NO, | <
N\ / N ~N NO,
N
Nﬂ;/N[“R%mwmm e D
WA | N\) Dry DCM, MS 4 A “~ | N\\/\\)N
N~ °N
W

15

The same procedure was applied with 2H-1,2,3-triazole and 5-nitrothiophene-2-carbaldehyde to
yield red-brown crystals (0.12 g, 12.5%) suitable for X-ray diffraction analysis.

'H-NMR (300 MHz, D20) : peaks are too broad to be significant (spectrum is disclosed later).
LRMS (ESI) : m/z (%) = 287.5 (100) [M]2+.

Elemental analysis : Co5H34BoFgFeNgOy5S (794.1) : calculated C 37.8, H 4.3, N 15.8; found C 37.7,
H 4.0, N 15.5.
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0\ o a = | _‘ 2+
N02 \ | \
\ / NO,
Fe(MeCN)6 (BF, )2
I e C& v5>
The same procedure was applied with 1H-pyrazole and 5-nitrofuran-2-carbaldehyde to yield a red-

brown microcrystalline powder (90 mg, 10%). Attempts to crystallize the powder from MeCN solutions
were unsuccessful ; the powder was used for subsequent studies.

'H-NMR (300 MHz, D50) : peaks are too broad to be significant (spectrum is disclosed later).
LRMS (ESI) : m/z (%) = 279.1 (100) [M]?*.

Elemental analysis : Cog5H32.5B2Cly sFgFeNgOy4 (809.7) : calculated C 39.3, H 4.0, N 13.8; found C
39.1, H 3.7, N 13.5.

0
L0 o /| /l ez
\/ 2 \

N\
N
H + N/w Fe(MeCN)g, (BF,)
vy PN HN 5 DCM6M34A Ck/@
I
\_/ \I N\) y

NO,

The same procedure was applied with 2H-1,2,3-triazole and 5-nitrofuran-2-carbaldehyde ; unfortu-
nately no product could be isolated.

(0]
\' o N ~ | -
\ / 02 \ /\’N NO,

N o]
Fe(MeCN)6 BF), Nr@J \

J
\_© CK/ \) DryDCM, MS4A s N\/\‘)N

The same procedure was applied with 1,2-benzopyrazole and 5-nitrofuran-2-carbaldehyde to yield
red-brown crystals (0.10 g, 10%) suitable for X-ray diffraction analysis.

'H-NMR (300 MHz, D20) : peaks are too broad to be significant (spectrum is disclosed later).
LRMS (ESI) : m/z (%) = 304.1 (100) [M]?*.

Elemental analysis : C34H3sBoFgFeN19O3 (864.2) : calculated C 47.3, H 4.4, N 16.2; found C 47.2, H
42, N 16.4.
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'H-NMR spectra

Complex 14 (dissolved crystals)
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Complex 15 (dissolved crystals)
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Complex 16 (dissolved powder)
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Complex 18 (dissolved crystals)
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Low resolution mass spectra

Complex 14 (dissolved crystals)
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Complex 16 (dissolved powder)
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X-ray structural analyses

Empirical formula
M /g.mol
crystal system
space group
a/A
b/A
c/A

A/ A

Dcalc/g~cm3

M(Mo Ka)/mm
no. of data measured
unique data (Rint)
observed data [I > 2(0)I]
R[F? > 20(F?%))*
wR(F?)°

Apmin, Apmax/e-l&3

15
CagH35B2FgFeN11 025
831.19
Triclinic
P-1
10.172(5)
13.010(5)
13.391(5)
108.368(5)
100.879(5)
92.709(5)
1706.9(12)
2
293
0.71069
1.617
0.596
42213
8691(0.048)
7556
0.0578
0.0843

~0.96, 0.99

18
C30H32FeNgO3.2(BFy).2(CoH3N)
864.19
Triclinic
P-1
10.2079(5)
11.8829(7)
16.7582(9)
71.628(5)
77.202(5)
88.687(5)
1878.81(19)
2
100
0.7107
1.528
0.49
28985
9153(0.041)
7442
0.054
0.171

-1.12, 1.14

“rR= (|- [F)/ IR R = [ w(|Fol - |Fel)?/ 32 F§1'? where w = [0 ()]~
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UV-visible absorption spectra

Solvent : PBS 50 mM ; concentration : 0.02 mM

Complex 14 (dissolved crystals)
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Complex 16 (dissolved powder)
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Solution-phase magnetic moment measurements (Evans’s method)

Determination of frequency shifts of the tBuOH 'H-NMR signal :

14 ~ 1.87 Hz 15 «> 238 HZ
1.20 1.15 1.10 1.05 1.20 1.15 1.10 1.05
3 (ppm) & (ppm)
16 <= 256 Hz 18 ~ 234 Hz
1 1 1
1.20 1.15 1.10 1.05 1.20 1.15 1.10 1.05
5 (ppm) 5 (ppm)

The following equation is used by the Evans’ method to calculate the magnetic moment peg :

T ov
2.828, | — 1
828 NG et (7.1)

where T is the temperature (K), Sy is the symmetry factor of the coil (4/3 for a cylindrical sample in a
superconducting magnet with sample axis parallel to the magnetic field), C' is the molar concentration
(mol.cm™3), vy is the 'H-NMR spectrometer frequency and ¢ is the frequency shift (Hz) compared to
the reference.

No diamagnetic correction was introduced into the calculations for paramagnetic compounds. However,
they can be evaluated either 1.) by using this same procedure to also determine the diamagnetic
contribution for the corresponding diamagnetic complex with a different metal ion!35% or 2.) by use of
Pascal’s constants.

Calculation of magnetic moments :

frequency shift (Hz) | concentration (mM) | peg/1n
14 1.87 6.54 0.74
15 2.38 5.73 0.89
16 2.56 8.65 0.75
18 2.34 10.1 0.66

Experimental parameters : T' = 293 K ; vy = 300 MHz.
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Low resolution mass spectral monitoring of robustness (14-16, 18)

Solvent : PBS 50 mM ; concentration : 4 mM

Robustness of 14 (dissolved crystals) after 2 hours
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Robustness of 18 (dissolved crystals) after 2 hours
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Low resolution mass spectral monitoring of conversion (14, 16, 18)
For all measurements, a pure sample of complex was dissolved in PBS to yield a 4 mM solution, which

Pd/C was added to. Mass spectra were realized immediately after 10 min bubbling of hydrogen gas
into the mixture and filtering.
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Conversion of 18 (dissolved crystals)
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Low resolution mass spectral monitoring of fragmentation (14a, 16a,
18a)

Complexes 14a, 16a, 18a were incubated in PBS at 37 °C during the indicated time.

Absence of fragmentation of 14a after 2 h
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Fragmentation of 16a
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UV-visible absorption spectroscopy monitoring of fragmentation of 16a

Solvent : PBS; concentration : 0.05 mM ; temperature : 37°C

UV spectra of 16a
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Absorbance A at 397 nm (the wavelength where absorbance is the highest) for the UV spectra was
plotted with respect to time and fitted with the exponential function A(t) = A.e7t"2 4 B, where t1/2
is the half-time of the fragmentation process : t — 8.61 + 1.93 min.; R? — 0.997.
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Données expérimentales du chapitre 4

Synthesis of molecules

Synthesis of alcohol 24

Alloc-Cl (1.2 eq.)
NaOH (2.0 eq.)

OH H,0 (pH 9), 4°C, o.n. OH
,4°C, N
95% AllocH

(o) o

H,N

This compound was prepared according to literature procedure.[3!] L-leucine (5 g, 38 mmol, 1.0
eq.) was suspended in 25 mL of distilled water. The L-leucine was completely dissolved by adding 4 M
NaOH (9.5 mL, 38 mmol, 1.0 eq.). The solution was cooled down in an ice bath and allyl chloroformate
(4.96 mL, 46.7 mmol, 1.2 eq.) was added to the vigorously stirred solution along with additional 4 M
NaOH (in order to retain a pH 9) over a period of an hour. Once equilibrated, the solution was stored
in the refrigerator overnight. The solution was acidified to a pH ~ 2-3 using concentrated HoSOy4. The
product was extracted using ethyl acetate (3X), combined organic extracts were dried using anhydrous
sodium sulfate and filtered. Solvent was removed in vacuo and the product was isolated as a light
yellow oil (7.782 g, 36.2 mmol, 95%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.80 (s, 1H), 5.94 (m, 1H), 5.36-5.17 (m, 2H), 4.60 (d, J =
5.2 Hz, 2H), 4.45-4.23 (m, 1H), 1.85-1.54 (m, 3H), 0.98 (d, J = 5.0 Hz, 6H).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 177.12, 156.33, 132.50, 117.75, 65.92, 52.37, 41.24, 24.68,
22.81, 21.57.

HRMS (ESI) : [M+Na|" : m/z found 238.1053, calc. 238.1055.

Spectral data were in accordance with literature. 1351l

OH
N
H2 < >(1.0eq.)

COMU (1.0 eq.)
DIPEA (2.1 eq.) H
OH Dry DME. 0° > N 24
AllocHN ry ,0°Ctort, 0.n. AllocHN | AN
(o] 1% 0 = OH

In a 50 mL flask placed in an ice bath, Alloc-L-leucine (971 mg, 4.51 mmol, 1.0 eq.), COMU (1.932
g, 4.96 mmol, 1.1 eq.) and DIPEA (1,65 mL, 9.47 mmol, 2.1 eq.) were added. After 20 minutes, PABA
(556 mg, 4.51 mmol, 1.0 eq.) was added portionwise and the mixture was stirred at 0°C for 1 h before ice
bath was removed. The day after, solvent was evaporated and diethyl ether was added. Organic phase
was washed with saturated sodium hydrogenocarbonate solution and 1 M hydrochloric acid solution,
then dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated in vacuo. The product was isolated
as a light orange powder (1.020 g, 3.19 mmol, 71%).
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3 - DONNEES EXPERIMENTALES DU CHAPITRE 4

TH-NMR (300 MHz, (CD3)2CO) : § (ppm) = 9.30 (s, 1H), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 6.54 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 5.94 (m, 1H), 5.31 (dd, J = 17.1 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 5.17 (dd, J
— 10.5 Hz, J = 0.8 Hz, 1H), 4.60-4.52 (m, 4H), 4.34 (q, J = 7.3 Hz, 1H), 4.13 (t, J = 7.3 Hz, 1H),
1.85-1.65 (m, 3H), 0.96 (t, J = 6.1 Hz, 6H).

IBC-NMR (75 MHz, (CD3)2CO) : § (ppm) = 171.40, 156.32, 137.74, 133.44, 127.07, 119.43, 116.50,
65.05, 63.52, 54.33, 41.26, 24.62, 22.65, 21.13.

HRMS (ESI) : [M+Na|* : m/z found 343.1629, calc. 343.1634.

Synthesis of alcohol 25

OH
H N—< >—/
2 (1.0 eq.)

o DIPEA (1.0 eq.) 25
Ph \)J\m Dry DCM, 0°C to r.t., o.n. m \©\/OH
66%

In a 100 mL flask placed in an ice bath, PABA (845 mg, 6.86 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in
dry DCM (40 mL) and DIPEA (1.20 mL, 6.86 mmol, 1.0 eq.) was added. Phenylacetyl chloride (910
L, 6.86 mmol, 1.0 eq.) was added dropwise over 1 h, then ice bath was removed and the mixture
was stirred overnight at room temperature. The solution was then washed with saturated sodium
hydrogenocarbonate solution and 1 M hydrochloric acid solution, then dried with anhydrous sodium
sulfate and evaporated in vacuo. The product was isolated as a light yellow powder (1.091 g, 4.53
mmol, 66%).

IH-NMR (300 MHz, CDCls) : & (ppm) = 7.46-7.29 (m, 9H), 4.66 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.77 (s, 2H).

IBC_NMR (75 MHz, CD30D) : § (ppm) = 170.95, 137.59, 137.23, 135.43, 128.80, 128.24, 127.27, 126.60,
119.89, 63.48, 43.32.

H
N

Synthesis of alcohol 26

O,N
/o A
HO cO o

AcO (1.0eq.) [

Ag,0 (1.0 eq.) AcO o
AcO By MeCN, rt. ah

ry MeCN, r.t.,

. 90% AcO H (0]
AcO OAc OAc NO,

Acetobromo-a-D-galactose (2 g, 4.86 mmol, 1.0 eq.), 4-hydroxy-3-nitrobenzaldehyde (813 mg, 4.86
mmol, 1.0 eq.) and AgsO (1.240 g, 5.35 mmol, 1.1 eq.) were dissolved in acetonitrile and stirred over-
night at room temperature. The reaction mixture was then filtered over a pad of Celite and concentrated
in vacuo. The resulting oil was purified via column chromatography on silica gel (EP/EtOAc 4/6 v/v)
to yield the product as a light yellow solid (2.173 g, 4.37 mmol, 90 %).

TH-NMR (300 MHz, (CD3)3SO) : & (ppm) = 9.98 (s, 1H), 8.45 (d, J = 2 Hz, 1H), 8.26 (dd, J = 9 Hz,
J = 2 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.80 (d, J = 8 Hz, 1H), 5.40 (bs, 1H), 5.30-5.27 (m, 2H), 4.55
(td, J = 6 Hz, J = 1 Hz, 1H), 4.15 (d, J = 6 Hz, 2H), 2.16 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.96 (s,
3H).

IBC_NMR (75 MHz, CD30D) : § (ppm) = 188.55, 170.24, 170.07, 169.16, 153.45, 141.25, 133.96, 131.48,
126.84, 118.80, 100.09, 71.82, 70.35, 67.59, 66.58, 61.36, 20.66, 20.61, 20.59, 20.55.

HRMS (ESI) : [M+Na|" : m/z found 520.1052, calc. 520.1067.
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AcO AcO

AcO AcO,
o NaBH, (1.1 eq.) lo) OH
ACO o MeOH/DCM 1/1, 0°C, 2 h ACO o
quant.

OAc NO, OAc NO,

To a solution of aldehyde (2.173 g, 4.37 mmol, 1.0 eq.) in DCM (50 mL) on an ice bath was added
a solution of sodium borohydride (182 mg, 4.81 mmol, 1.1 eq.) in MeOH (50 mL). The reaction was
stirred for 1 h and quenched by adding saturated NH4Cl aqueous solution. After 5 minutes stirring,
both layers were separated and the aqueous layer was extracted twice using dichloromethane. Combined
organic extracts were dried with NasSQOy, filtered and evaporated under reduced pressure to give the
product as a white powder (2.182 g, 4.37 mmol, quantitative yield) which was used in the next reaction
without further purification.

'H-NMR (300 MHz, (CD3)2S0) : 6 (ppm) = 7.80 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz,
1H), 7.37 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.56 (d, J — 7 Hz, 1H), 5,43 (t, J = 6 Hz, 1H), 5.37 (d, J — 3 Hz, 1H),
5.31-5.19 (m, 2H), 4.53-4.45 (m, 3H), 4.19-4.08 (m, 2H), 2.16 (s, 3H), 2.04 (s, 6H), 1.95 (s, 3H).

I3C-NMR (125 MHz, (CD3)2SO) : § (ppm) = 170.54, 170.46, 170.13, 169.47, 147.70, 140.84, 138.90,
132.41, 122.80, 118.30, 99.34, 71.35, 70.54, 68.34, 67.72, 61.94, 61.87, 21.10, 20.98, 20.92.

HRMS (ESI) : [M+Na|* : m/z found 522.1209, calc. 522.1224.

AcO AcO
TBDMSCI (1.1 eq.)

AcO . AcO
(o] OH Imidazole (1.2 eq.) (o} OTBDMS
AcO o Dry DCM, 0°C to r.t., 0.n. ACO o
81%

OAc NO, OAc NO,

In a 100 mL flask, TBDMSCI (636 mg, 4.22 mmol, 1.1 eq.) and imidazole (314 mg, 4.61 mmol,
1.2 eq.) were dissolved in dry DCM (20 mL). The mixture was placed in an ice bath, then the alcohol
(1.917 g, 3.84 mmol, 1.0 eq.) dissolved in dry DCM (10 mL) was added dropwise ; ice bath was removed
and the solution was stirred overnight. Reaction mixture was washed by water and aqueous phase was
extracted by DCM. Combined organic extracts were dried with NasSQy, filtered and evaporated in
vacuo. The resulting oil was purified via column chromatography on silica gel (EP/EtOAc 8/2 v/v) to
give the product as a light yellow powder (1.908 g, 3.11 mmol, 81%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.77 (br s, 1H), 7.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 8.5
Hz, 1H), 5.57 (d, J = 10.2 Hz, J = 8.2 Hz, 1H), 5,49 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 5.12 (dd, J = 10.2 Hz, J
— 3.2 Hz, 1H), 5.06 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.32-4.26 (m, 1H), 4.21-4.13 (m, 1H), 4.10-4.04
(m, 1H), 2.21 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 0.96 (s, 9H), 0.13 (s, 6H).
BCLNMR (75 MHz, CDCl3) : 170.09, 170.05, 169.85, 169.19, 148.04, 140.97, 137.48, 130.90, 122.20,
119.28, 100.51, 71.27, 70.49, 67.87, 66.89, 63.22, 61.37, 25.73, 20.42, 20.36, 18.17, -5.47.
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AcO HO

AcO HO
o OTBDMS MeONa (2.0 eq.) 0 OTBDMS
ACO o Dry MeOH, 0°C, 1h |, _ o
quant. -

OAc NO, OH NO,

To a solution of reagent (1.908 g, 3.11 mmol, 1.0 eq.) in dry methanol (30 mL) in an ice-bath
was added sodium methoxide (102 mg, 1.872 mmol, 3.5 eq.). The mixture was stirred 1 h at 0°C
and quenched using Dowex 50X8-100 resin, then filtered and concentrated in vacuo. The product was
obtained as a white powder (1.460 g, 3.11 mmol, quantitative yield).

IH-NMR (300 MHz, CD30D) : § (ppm) = 8.56 (s, 1H), 7.78 (br s, 1H), 7.56 (dd, J = 8.5 Hz, J = 1.5
Hz, 1H), 7.46 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.04 (d, J — 7.7 Hz, 1H), 4.77 (s, 2H), 3.92 (d, J — 3.4 Hz, 1H),
3.89-3.84 (m, 1H), 3.83-3.80 (m, 1H), 3.79-3.72 (m, 3H), 3.60 (dd, J = 9.8 Hz, J = 3.3 Hz, 1H), 0.97
(s, 9H), 0.14 (s, 6H).

IBC_NMR (75 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 149.23, 139.27, 135.96, 131.93, 122.56, 118.22, 102.30, 74.68,
72.79, 70.66, 68.68, 63.38, 60.91, 25.92, 18.32, -5.32.

HO OAlloc
HO AllocO
o OTBDMS Alloc-Cl (30 eq.) o OTBDMS
HO _ o Pyridine, 0°C to r.t.,0.n. AllocO . o
z 72% z
OH NO, OAlloc NO,

In a 50 mL flask, the alcohol (1.440 g, 3.60 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in dry pyridine (15 mL). The
mixture was cooled at 0°C and allyl chloroformiate (11.5 mL, 108 mmol, 30 eq.) was added dropwise
over 2 h. Ice bath was removed and the mixture was stirred overnight at room temperature. Solution
was further hydrolyzed with aqueous 1 M hydrochloric acid (45 mL). The mixture was extracted three
times with ethyl acetate and the combined organic layers were dried over anhydrous sodium sulfate,
filtrated and concentrated in vacuo. The crude product was purified by column chromatography over
silica gel (EP/EtOAc 9/1 v/v) to give the purified product (1.915 g, 2.59 mmol, 72%) as a light yellow
oil.

IH-NMR (300 MHz, CDCls) : 6 (ppm) = 7.25 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.02-5.87
(m, 4H), 5.46-5.26 (m, 10H), 5.06 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.99 (dd, J = 10.2 Hz, J — 3.2 Hz, 1H),
4.73-4.61 (m, 10H), 4.41 (dd, J = 11.2 Hz, J = 6.8 Hz, 1H), 4.29 (dd, J = 11.2 Hz, J = 5.8 Hz, 1H),
4.09 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 0.95 (s, 9H), 0.11 (s, 6H).

IBC.NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 155.87, 154.54, 154.40, 153.80, 136.23, 131.64, 131.47, 131.39,
131.29, 131.12, 127.24, 118.84, 118.80, 118.68, 118.57, 116.88, 98.27, 74.39, 72.62, 70.66, 69.01, 63.91,
68.74, 68.64, 68.26, 64.98, 64.35, 25.86, 18.27, -5.34.

OAlloc OAlloc 26
AllocO, TBAF (1.3 eq.) AllocO
o OTBDMS AcOH (1.3 eq.) o OH
Alloco” Y0 Dry THF, 2800/“’ FL oM Alloco” Yo
OAlloc  NO, ° OAlloc  NO,

In a 100 mL flask, the protected reagent (1.080 g, 1.47 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in dry THF at
0°C. Acetic acid (106 pL, 1.91 mmol, 1.3 eq.) was added dropwise, then TBAF (1 M solution in THF,
1.9 mL, 1.91 mmol, 1.3 eq.) was added dropwise. Ice bath was removed and the reaction was stirred
overnight. Reaction mixture was washed with saturated NaCl solution, dried over anhydrous sodium
sulfate, filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by column chromatography
over silica gel (EP/EtOAc 4/6 v/v) to give the purified product (805 mg, 1.29 mmol, 88%) as a yellow
solid.
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TH-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.31 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.03-5.88
(m, 4H), 5.46-5.26 (m, 10H), 5.07 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.98 (dd, J = 10.6 Hz, J = 3.3 Hz, 1H),
4.73-4.61 (m, 10H), 4.41 (dd, J = 11.2 Hz, J = 6.9 Hz, 1H), 4.29 (dd, J = 11.2 Hz, J = 5.8 Hz, 1H),
4.09 (t, J = 6.5 Hz, 1H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 156.30, 154.93, 154.46, 131.38, 131.13, 130.04, 129.37, 119.20,
118.87, 116.53, 97.51, 75.57, 73.31, 69.26, 68.88, 68.53, 67.80, 67.66, 67.55, 65.84.

Synthesis of p-nitrophenyl carbonate 27

o _~_NO;

|
ST ) ]

(22 €q.) N o Yo
T O L

H Pyridine (2.5 éq.)

(o)
N 24 .
AllocHN DCM, 0°Ctort.,2h AllocHN NO,
0,
(o) OH 84% )\

To an ice-cold solution of alcohol 24 (500 g, 1.56 mmol, 1.0 eq.) in dry DCM (20 mL) was added
successively 4-nitrophenyl chloroformate (693 mg, 3.43 mmol, 2.2 eq.) and pyridine (315 uL, 3.90 mmol,
2.5 eq.) dropwise. The reaction mixture was stirred at 0°C during 30 min and at r.t. for 2 h. After
the completion of the reaction, the mixture was quenched using 1 M HCI aqueous solution and the
layers were separated. Organic layer was washed with 1 M HCI, and combined aqueous layers were
extracted with DCM. Organic layers were dried with NasSQOy, filtered and evaporated under reduced
pressure. The crude product was purified via column chromatography on silica gel (EP/EtOAc 8/2
v/v) to obtain 27 as a white solid (638 mg, 1.32 mmol, 84%).

IH-NMR (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 8.30 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.43-7.37
(m, 4H), 5.97-5.86 (m, 1H), 5.38-5.14 (m, 5H), 4.63 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.36-4.28 (m, 4H), 1.87-1.58
(m, 3H), 0.96 (m, 6H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 172.74, 156.99, 155.50, 152.43, 145.31, 139.12, 132.51, 129.65,
129.47, 125.26, 121.77, 119.88, 117.80, 70.69, 65.99, 54.69, 41.21, 24.78, 23.09, 21.70.

HRMS (ESI) : [M+H]" : m/z found 486.1876, calc. 486.1856.

Synthesis of p-nitrophenyl carbonate 28

NO
o 2

CI)J\

, H 28
H (2,2 éq.) (o) N o o
N 25 Pyridine (2.5 éq.) \©j \©\
> o)

84%

o

Same procedure as for 27 was used starting from 25 (1.090 g, 4.50 mmol, 1.0 eq.), 4-nitrophenyl
chloroformate (1.86 g, 9.9 mmol, 2.2 eq.) and pyridine (850 pL, 11.25 mmol, 2.5 eq.) to obtain 28 as
a white powder (1.315 g, 3.23 mmol, 77%).

TH-NMR (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 8.29 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.51-7.35 (m, 11H), 7.12 (s, 1H),
5.25 (s, 2H), 3.78 (s, 2H), 4.63 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.36-4.28 (m, 4H), 1.87-1.58 (m, 3H), 0.96 (m, 6H).

IBC-NMR (75 MHz, (CD3)2CO) : § (ppm) = 169.23, 156.00, 152.49, 140.20, 135.96, 129.49, 129.21,
128.36, 126.67, 125.20, 122.32, 119.20, 115.69, 70.39, 43.89.
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Synthesis of DPTACN

cl
O_/ HCl (2.0 eq.) N l
=N
Nm K,CO, (5.0 eq.)
HN , 3HCI
NH H,0, 60°C, 20 h &
\) 30% \) DPTACN

In a 500 mL flask, TACN, 3 HCI (2.0 g, 8.4 mmol, 1.0 eq.) and picolyl chloride hydrochloride (2.756
g, 16.8 mmol, 2.0 eq.) were dissolved in water (60 mL). Potassium carbonate (5.8 g, 42 mmol, 5.0 eq.)
dissolved in water (40 mL) was added dropwise over 20 h on the reaction mixture heated to 60°C. The
solution was further concentrated under reduced pressure. The solid residue was triturated in DCM
and filtered ; solid was washed with DCM. The filtrate was concentrated under reduced pressure and

the crude oil was purified via column chromatography on basic alumina gel (DCM/MeOH 99/1 v/v)
to yield DPTACN as a red oil (784 mg, 2.52 mmol, 30%).

Spectral data were in good agreement with the literature.[!83l

Synthesis of complex 20

N« _NH, HCI (2.0 éq.)

J ”
N
c” 22 Y /|
0s_0O
DIPEA (3.0 eq.) Ny N ]/ 0
0 DCM, 30°C, 1 h, Ar j/
Z

DPTACN (2.0 eq.)
DIPEA (2.0 eq.)
DCM, 30°C, o.n., Ar

o o

7 =

) ) ™

N Ph N Ph
KN Fe(BF4)2 6H,0 (2.0eq.) N
= NK ,e\"N o undetermined N [ N
S AN ) e \)\/N\)
\/‘N Z>N 0 N“ °N

2 [/ (L

In a two-neck flask, 221971 (250 mg, 1.48 mmol, 2.0 eq.) and DIPEA (260 pL, 1.48 mmol, 2.0 eq.)
were added to dry DCM (2 mL) under argon flux; 28 (300 mg, 0.74 mmol, 1.0 eq.) dissolved in dry
DCM (1 mL) was added dropwise over 30 minutes to the reaction mixture heated at 30°C. The solution
was stirred 30 more minutes and monitored by 'H-NMR spectroscopy analysis. When the first step was
completed, DPTACN (460 mg, 1.48 mmol, 2.0 eq.) dissolved in dry DCM (2 mL) and DIPEA (390 uL,
2.22 mmol, 3.0 eq.) were added and the mixture was stirred under argon at 30°C overnight. Solvent
was then evaporated under vacuum and the residue was dissolved in dry acetonitrile. After degassing
the solution via a "freeze-pump-thaw" procedure, iron(II) tetrafluoroborate hexahydrate salt (540 mg,
1.48 mmol, 2.0 eq.) was added and the mixture was stirred overnight under argon. The solvent was
further evaporated and the residue dissolved in distilled water ; purification via reverse-phase column
chromatography (HoO/MeCN 97/3 v/v) yielded the complex 20 in small amount (around 20 mg) but
with a low purity which precluded further analyses.

'H-NMR spectroscopy analysis was not realized because the product was too unpure.
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LRMS (ESI) : m/z (%) = 365.1 (100) [M]?.

Synthesis of complex 29

Nj/NH ,HCI (2.0 éq.) )\

o H o o 27 cl 22 WK\NHAHOC
j/ \Ej\j/ \@\ DIPEA (3.0 eq.) N\ N
o DCM, 30°C, 1 h, A
AllocHN J\ Z NO, ' .
I DPTACN (2.0 eq.)

DIPEA (2.0 eq.)
DCM, 30°C, o.n., Ar

-4

| NHAlloc NHAlloc
~ HN
rN\/\7 Fe(BF4)2, 6 H,0 20eq) §>

=z lNl\Fe -N o 8% (over 3 steps) |:
“ N \\\) /“\ , 2 BF,
\/‘N = [o]

N

» L

Same procedure as for 20 was used starting from 27 (350 mg, 0.72 mmol, 1.0 eq.), 22 (244 mg,
1.44 mmol, 2.0 eq.), DIPEA (630 uL, 3.6 mmol, 5.0 eq.), DPTACN (448 mg, 1.44 mmol, 2.0 eq.) and
Fe(BFy4)2, 6 HoO (526 mg, 1.44 mmol, 2.0 eq.) to yield 29 as a shiny dark red powder (57 mg, 0.058
mmol, 8%).

'H-NMR (300 MHz, CD3CN) : peaks are too broad to be significant (spectrum is disclosed later).
LRMS (ESI) : m/z (%) = 404.8 (100) [M]?.

Synthesis of complex 19

NHAlloc = | HN) NH,
DMBA (8.0 eq.) /\\
M 7 Pd(PPh,), (0.01 eq.) N
0 N ‘

N
N
@"E'Fe ) o Dry DCM/MeOH, r.t., 30 min., Ar (7 lN‘L'"ll:,e‘"K
. N j\ : 0-30% - N
\/ /U\ \/\N
19

In a 50 mL flask, 29 (30 mg, 0.031 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in dry DCM (15 mL) with a
minimal volume of dry methanol (1 mL); DMBA (46 mg, 0.296 mmol, 8.0 eq.) was added and the
solution was degassed over 15 minutes using an argon flux. Pd(PPhs)4 (0.43 mg, 0.037 pmol, 0.01 eq.)
was added and the mixture was kept under argon. Monitoring was realized by low resolution mass
spectral analysis; when completion of the reaction was reached, the solvent was removed in vacuo
and the residue was dissolved in distilled water. Purification via reverse-phase column chromatography
(H2O/MeCN 97/3 v/v) yielded the complex 19 as a dark red powder (9 mg, 0.010 mmol, 30%).

'H-NMR (300 MHz, CD30D) : peaks are too broad to be significant (spectrum is disclosed later).
LRMS (ESI) : m/z (%) = 362.8 (100) [M]?*.
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Low resolution mass spectra of 20,

29 and 19

Complex 20
- o = o _| 2+ = _‘ 1+
& o 4 | HN
o™ s N\
N)k‘ /\N7
N
"1 obe o &@ Y
X N\;\\r\%)\NJJ\O N/ N
+ f"
[M+H] : Eﬂ - 20 - U
m/z = 224.1 g [M]” : m/z = 365.0 IM]" : m/z = 462.2
@ D o~ < ™
— [ ] v <
™ ~ o 3] s}
§.58.9 A
I I I I I
200 400 €00 800 1000
Complex 29
@ 0
< 2+
j b = | ) NHAn;| Z _‘ 1
. NHAlloc S HN \N
' A A
—N ) —N_ )
@A o L@
N ~ N
N \/‘»%/ NJ\O \/NJ\N
N
[M+H]": m/z=303.1 § 2 ) (L
_ IM]™: m/z = 404.8 IM]" : m/z = 462.2
8 ) o
® e Q
- T — T T T
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Complex 19
- © 2+ Z .
(0} P o H fé NH, ~ |__]1
NH, HN 24 N
"| 2
@ S
+ + : @ Wt SO
[M+H] . [, [M+H] : N/ N
m/z=219.1 | -m/z=237.1 2 .
& [ | m/z =362.8 [M] :m/z=462.2
o o < -
8 9 i s § o3
.ll....J.lMu | FRRETYRITYG NS I NP O '
l 2&0 l l ' 4&0 ' I I 6&0 I I I 860 I I ' 10I00

UV-visible absorption spectrum of 19

Solvent : PBS; concentration : 0.1 mM ; room temperature.
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'H-NMR spectra of complexes 29 and 19

Complex 29 (dissolved powder)
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Complex 19 (dissolved powder)
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Solution phase magnetic moment measurement for 19 (Evans’ method)

Determination of frequency shift of the tBuOH 'H-NMR signal :

<~ 2.86 Hz

1.20 1.15 1.10 1.05
d (ppm)

According to the equation disclosed on page S16, with the following parameters :

frequency shift v (Hz) | 2.86 Hz

concentration C 5.20 mM
temperature T (K) 293
Yo 300 MHz

Les 18 equal to 1.01 up.

Low resolution mass spectroscopy monitoring of activation of 19

0.4 pmol of 19 were incubated in PBS at 37°C with 1 U of purified Leucine aminopeptidase (microsomal
from porcine kidney, Type IV-S, Sigma-Aldrich).

t = 5 min

o o o = .
S g e pw
Ho = N N HN
- © N /\"
[M+HT: | @ g N
m/z=132.3 + Z Ny @ N
/ (M+H] Qb I 3/
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o [M] :m/z=362.8 M ] :m/z=462.2

2+
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t = 10 min
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UV-visible absorption spectroscopy monitoring of activation of 19

19 (0.05 mM in PBS) was incubated with purified enzyme (1 U) at 37°C.

0.25
— 10 min
— 25 min
, — 50 min
0.20¢ 75 min
—— 100 min
150 min
o 0.15)
o
f =
©
£
o
v
Q
< o0.10}
0.05}
0‘00 L L L L L
300 350 400 450 500 550

Wavelength (nm)

S42



Données expérimentales du chapitre 5

Synthesis of ligands

Synthesis of 40a and 40b

Br—/_ >\>,:© = |

\ (1.0 eq.) N 0
DIPEA(1 0eq.)
Kl (0.15 eq.)
Ck/ Dry MeCN, 60°C, o.n. (\/k/
61% 372
DPTACN

In a 25 mL flask, DPTACN (980 mg, 3.12 mmol, 1.0 eq.), N-(2-bromoéthyl)phthalimide (792 mg,
3.12 mmol, 1.0 eq.), DIPEA (540 pL, 3.12 mmol, 1.0 eq.) and KI (78 mg, 0.47 mmol, 0.15 eq.) were
dissolved in dry acetonitrile. The reaction mixture was heated at 60°C and stirred overnight. Solvent

was removed in vacuo and the resulting oil was purified by column chromatography using neutral
alumina (DCM/MeOH 99.5/0.5 v/v) to yield 37a (923 mg ,1.90 mmol, 61%) as a brown oil.

TH-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 8.49 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 7.76-7.72 (m, 4H), 7.68-7.62 (m
2H), 7.53-7.50 (m, 2H), 7.20-7.16 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 4.43-3.78 (m, 4H), 3.61 (t, J = 6.8 Hz, 2H),
3.49-3.00 (m, 6H), 2.95-2.81 (m, 3H), 2.77 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.70-2.47 (m, 3H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 167.86, 149.27, 136.99, 134.19, 131.47, 123.97, 123.15, 123.04,
122.85, 67.54, 60.53, 59.16, 55.09, 53.29, 51.74, 50.40, 49.23, 40.41, 35.16.

HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 485.2660, calc. 485.2665.

(10eq)
S g
| Br ~ |

N DIPEA (1.0 eq.) N/wN
Kl (0.15 eq.) (o]
g ."[ " Ol A
Dry MeCN, 60°C, o.n.

N atd N

X \) 62% X \) ©
37b
DPTACN

Same procedure as for 37a was used starting from DPTACN (977 mg, 3.14 mmol, 1.0 eq.), N-(3-
bromopropyl)phthalimide (842 mg, 3.14 mmol, 1.0 eq.), DIPEA (550 pL, 3.14 mmol, 1.0 eq.) and KI
(78 mg, 0.47 mmol, 0.15 eq.) in dry MeCN (10 mL) to obtain 37b as a brown oil (971 mg, 1.95 mmol,
62%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 8.57 (d, J = 4.5 Hz, 2H), 7.90-7.86 (m, 2H), 7.80-7.74 (m
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oH), 7.67 (td, J = 7.5 Hz, J = 1.8 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.20 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 4.30
(s, 2H), 3.74 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.33-2.75 (m, 14H), 1.85 (quintuplet, J = 7.1 Hz, 2H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 167.98, 159.68, 148.86, 136.37, 133.94, 131.73, 123.30, 122.93,
122.11, 63.37, 53.32, 52.26, 35.92, 26.25.

HRMS (ESI) : [M+H]|* : m/z found 499.2804, calc. 499.2821.

= =

S o X
N2H4’ H,0 (5.0 eq.)

N/w
EtOH, 40°C, 2h
90% = IN [ N
\) X N\H) j
N 38a

37a

In a 25 mL flask, 37a (1.04 g, 2.15 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in EtOH (10 mL) and hydrazine
hydrate (520 pL, 10.8 mmol, 5.0 eq.) was added ; the mixture was heated at 40°C during 2 hours. Then
it was filtered and the solvent evaporated in vacuo. The oily residue was dissolved in DCM and the
organic phase was washed using 2 M sodium hydroxide aqueous solution. After that it was dried over
anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated in vacuo to yield 38a (687 mg, 1.94 mmol, 90%)
which was used without any other purification under the form of a dark orange oil.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 8.14 (br s, 2H), 7.25-7.22 (m, 2H), 7.03 (br s, 2H), 6.75 (s,
9H), 4.10 (br s, 1H), 3.42 (br s, 4H), 2.42-2.25 (m, 15H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCIl3) : § (ppm) = 159.20, 148.68, 136.29, 123.31, 121.79, 77.21, 63.90, 54.57,
54.37, 54.03, 38.91.

HRMS (ESI) : [M+H]|* : m/z found 355.2609, calc. 355.2610.

Z =

NS NS

N2H4Y H20 (50 eq)

N/w
/N /)
~ IN[ N N EtOH, 40°C,2n (7 |N[ N NH;
X N\) © 82% X N\) 38b

37b

Same procedure as for 38a was used starting from 37b (819 mg, 1.64 mmol, 1.0 eq.) and hydrazine
hydrate (400 pL, 8.2 mmol, 5.0 eq.) in EtOH (8 mL) to obtain 38b as an orange oil (495 mg, 1.34
mmol, 82%).

TH-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 8.53 (d, J = 4.5 Hz, 2H), 7.64 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.8 Hz,
2H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.16-7.12 (m, 2H), 3.82 (s, 4H), 2.89-2.86 (m, 4H), 2.81-2.75 (m, 6H),
2.72-2.68 (m, 4H), 2.52 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.59 (quintuplet, J = 7.0 Hz, 2H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 159.69, 148.56, 136.23, 123.18, 121.75, 77.75, 64.20, 56.34,
55.35, 55.10, 40.02, 30.39.

HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 369.2750, calc. 369.2767.
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BocN NHBoc
= Y =
N,
SN <\ /N (1.0eq.) N
N/w DIPEA (1.0 eq.) N/w
ZZ\ N » <~ "N N
U N j DryTHF,A;O Con [ | N\)j
N 38a 31% H/L 39a

In a 50 mL flask, 38a (580 mg, 1.64 mmol, 1.0 eq.) and DIPEA (290 uL, 1.64 mmol, 1.0 eq.)
were dissolved in dry THF (10 mL); N,N’-di-(¢-butyloxycarbonyl)-1H-pyrazole-1-carboxamidine (508
mg, 1.64 mmol, 1.0 eq.) dissolved in dry THF (10 mL) was added dropwise and the reaction mixture
was heated at 40°C and stirred overnight. Solvent was then removed under reduced pressure and the
resulting oil was purified by column chromatography over neutral alumina (DCM/MeOH 99.5/0.5 v/v)
to yield 39a (303 mg, 0.51 mmol, 31%) as a light yellow oil.

'E-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 8.77 (br s, 1H), 8.52 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 7.67 (t, J = 7.6
Hz, 2H), 7.54 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.16 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.86 (s, 4H), 3.48 (br s, 2H), 2.98-2.89
(m, 8H), 2.77 (m, 4H), 2.67 (br s, 2H), 1.53 (s, 9H), 1.47 (s, 9H).

IBC_.NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 163.41, 160.37, 155.90, 152.64, 148.66, 136.06, 123.04, 121.60,
82.50, 78.86, 64.43, 57.43, 56.26, 55.58, 55.30, 39.19, 28.17, 27.87.

LRMS (ESI) : m/z (%) = 597.2 (100) [M~+H]*.

BocHN NBoc

BOCNYNHBOC
f | <N\N(1.Oeq.) f |
N N\ N

DIPEA (1.0 eq.)

N N NBoc
= N[ N—/_\NHz Dry THF, 40°C, o.n. [~ N[ N—/_H\N—/<

l | NHB
N 369 N oc
X 38b % X \) 39b

Same procedure as for 39a was used starting from 38b (340 mg, 0.92 mmol, 1.0 eq.), DIPEA (160
uL, 0.92 mmol, 1.0 eq.) and N,N’-di-(¢-butyloxycarbonyl)-1H-pyrazole-1-carboxamidine (286 mg, 0.92
mmol, 1.0 eq.) in dry THF (20 mL) to obtain 39b as an orange oil (200 mg, 0.33 mmol, 36%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 8.40 (br s, 2H), 8.30 (br s, 1H), 7.55 (t, J = 7.7 Hz, 2H),
741 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.03 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.73 (s, 4H), 3.37 (br s, 2H), 2.80-2.67 (m, 12H),
2.43 (br s, 2H), 1.60 (br s, 2H), 1.39 (s, 9H), 1.38 (s, 9H).

IBC.NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 163.55, 160.39, 156.01, 153.12, 148.75, 136.19, 123.13, 121.71,
82.82, 78.97, 64.63, 55.82, 55.65, 53.42, 39.00, 30.27, 28.44, 27.98, 27.41.

HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 611.4018, calc. 611.4033.
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= =

NS NS

N N
/ﬁ N/ﬁ
TFA/DCM 1/1 (vIv)

N > « N N_ ,6HCI

\)j i l N\))
NN
0,
\’ 39a 54%

H N~ 40a
/gNBoc HzN)LNHQ

In a 20 mL flask, 39a (300 mg, 0.503 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in DCM (2 mL) ; trifluoroacetic
acid (2 mL) was added dropwise and the mixture was stirred for 3 hours. Solvent and acid were then
evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in a minimal amount of ethanol (1 mL)
and concentrated HCI aqueous solution (1 mL) was added dropwise. Addition of diethyl ether (5 mL)
led to the precipitation of a solid which was filtered and triturated in diethyl ether to yield 40a (167
mg, 0.27 mmol, 54%) as a light yellow and very hygroscopic powder which was kept under argon
atmosphere.

'H-NMR (300 MHz, CD30D) : § (ppm) = 8.75 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 8.60-8.55 (m, 2H), 8.06-7.97 (i,
4H), 4.33 (s, 4H), 3.71 (br s, 2H), 3.51 (br s, 6H), 3.18 (br s, 4H), 2.78 (br s, 4H).
BCLNMR (75 MHz, CD30D) : § (ppm) = 158.95, 151.42, 147.43, 141.70, 127.81, 126.57, 56.15, 54.04,

52.31, 50.25, 48.02, 36.37.
LRMS (ESI) : m/z (%) = 397.2 (100) [M~+H]*.

BocHN

= =

NS NS

N N
N/w NBoc TFA/DCM 1/1 (vIv) N/w NH
= N[ N—/—H\N—/< 3hort = N[ N—/_H\N—/< , 6HCI
< N\) NHBoc 73% < N\) NH,

39b 40b

Same procedure as for 40a was used starting from 39b (200 mg, 0.33 mmol, 1.0 eq.) and TFA
(2 mL) in dry DCM (2 mL) to obtain 40b (150 mg, 0.24 mmol, 73%) as a light yellow and very
hygroscopic powder which was kept under argon atmosphere.
UH-NMR (300 MHz, D50) : & (ppm) — 8.65 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 8.49 (t, J — 8.3 Hz, 2H), 7.96-7.88
(m, 4H), 4.19 (s, 4H), 3.38 (br s, 4H), 3.32-3.17 (m, 4H), 3.06 (br s, 4H), 2.64 (br s, 4H), 1.97 (br s,
2H).
BCLNMR (75 MHz, D20) : & (ppm) — 156.47, 150.25, 147.42, 141.67, 128.02, 126.71, 55.96, 53.91,
51.49, 49.87, 47.78, 38.06, 23.35.

HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 411.2979, calc. 411.2985.
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Synthesis of 45a and 45b

S Mel (1.0 eq.) *SMe

7
HZNJJ\NHz MeOH, reflux, 1h  H_N NH> 41
quant.

41 was synthetized according to literature procedure.352] Thiourea (5 g, 65.7 mmol, 1.0 eq.) and
methyl iodide (4,1 mL, 65.7 mmol, 1.0 eq.) in MeOH (50 mL) were refluxed for 1 h. After evaporation,
the crude product was taken up in diethyl ether, sucked off and washed twice with diethyl ether to
yield 41 as a white solid (14.161 g, 65.6 mmol, 99%). The crude product was used in the next step
without further purification.

Spectral data were in accordance with the literature.352!

N Boc,0O (1.0 eq.)
SMe _ Et;N(1.0eq.) SMe

PN

, —_—
HN" “NH, 41 DCM.rt,24h  BoecN™ “NH, 42
64%

42 was synthetized according to literature procedure.[392 41 (14.161 g, 65.7 mmol, 1.0 eq.), di-
(tert-butyl)-dicarbonate (14.9 mL, 65.7 mmol, 1.0 eq.) and triethylamine (8.77 mL, 65.7 mmol, 1.0
eq.) were dissolved in DCM and stirred at r.t. for 24 h. The mixture was subsequently washed with
water and brine and the organic phase dried over anhydrous sodium sulfate. After removing the solvent
under reduced pressure, the crude product was subjected to flash chromatography (PE/EtOAc 90/10
v/v) yielding 42 as a white solid (7.950 g, 41.8 mmol, 64%).

Spectral data were in accordance with the literature.352!
(0]
)J\ (1.0eq.)
Cl (0]
SMe O
NO, )\
SMe DIPEA (1.0 eq.) BooN” “N” "0
BocN NH, Dry DCM, r.t., 1h
42 95% 43
O,N

To a solution of 42 (500 mg, 2.63 mmol, 1.0 eq.) in dry DCM (20 mL) placed in an ice bath were
added p-nitrophenyl chloroformate (567 mg, 2.63 mmol, 1.0 eq.) and DIPEA (460 pL, 2.63 mmol,
1.0 eq.) dropwise. Ice bath was removed and the mixture was stirred for 1 hour, after which solvent
vas evaporated under reduced pressure. The oily residue was purified by column chromatography over

silica gel (PE/EtOAc 95/5 v/v) to yield 43 (1.085 g, 2.97 mmol, 95%) as a white solid.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 8.25 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.30 (s,
2H), 2.45 (s, 3H), 1.53 (s, 9H).

IBC_NMR (75 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 173.97, 160.68, 150.35, 147.66, 143.42, 128.28, 123.74, 83.74,
66.29, 27.91, 14.58.

HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 370.1075, calc. 370.1073.
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SMe O

H
7
| /©)43 (1.0 eq.)
N O,N
N

=

NS

N

DIPEA (1.0 eq.) N/w

ZY N ZN N
| Dry THF, 40°C, o.n. |

X N\,H) 50% X N\)

N 38a HN

BocN 0
H

Same procedure as for 39a was used starting from 38a (264 mg, 0.75 mmol, 1.0 eq.), DIPEA (130
uL, 0.75 mmol, 1.0 eq.) and 43 (275 mg, 0.75 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (5 mL) to yield 44a as a
yellow oil (254 mg, 0.38 mmol, 50%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 11.21 (s, 1H), 8.87 (br s, 1H), 8.51 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 8.19
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.64 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.58-7.48 (m, 4H), 7.14 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 5.22 (s,
9H), 3.87 (s, 4H), 3.48 (br s, 2H), 3.01-2.67 (m, 14H), 1.43 (s, 9H).

IBC-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) — 163.02, 159.85, 156.44, 152.53, 148.82, 147.31, 144.61, 136.25,
127.96, 123.52, 123.25, 121.85, 83.22, 65.38, 64.14, 57.07, 55.83, 55.37, 55.03, 39.41, 27.87.

HRMS (ESI) : [M+H]|* : m/z found 676.3554, calc. 676.3571.

SMe O

BOCN)\NJJ\O

H
KO /©)43 (1.0 eq.) p
2N
DIPEA (1.0 eq.)
NH
Dry THF, 40°C, o.n.
38b

53%

NBoc

44b o

Same procedure as for 39a was used starting from 38b (411 mg, 1.12 mmol, 1.0 eq.), DIPEA (200

pL, 1.12 mmol, 1.0 eq.) and 43 (411 mg, 1.12 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (5 mL) to yield 44b as a
yellow oil (410 mg, 0.59 mmol, 53%).

TH-NMR (500 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 11.15 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.43 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 8.11
(d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.57 (td, J = 7.6 Hz, J — 1.8 Hz, 2H), 7.49-7.41 (m, 4H), 7.06 (br s, 2H), 5.14
(s, 2H), 3.76 (s, 4H), 3.42 (br s, 2H), 2.87-2.68 (m, 12H), 2.47 (br s, 2H), 1.66 (br s, 2H), 1.40 (s, 9H).

I3C-NMR (125 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 163.21, 160.51, 156.68, 152.97, 148.94, 147.45, 144.68, 136.31,
128.05, 123.68, 123.27, 121.88, 83.55, 65.51, 64.73, 55.79, 39.36, 28.16, 28.02, 27.38.

HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 690.3703, calc. 690.3728.
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N TFA/DCM 1/1 (viv)

NO,
N
Z N > & N[ N , 6 HCI
X | N\\//Xj Lt,fh X l N\\//Xj
H 85% HN o

N
44a 45a
/J§} H2N//L>N/J§}O

BocN

Same procedure as for 40a was used starting from 44a (254 mg, 0.38 mmol, 1.0 eq.) and TFA (2
mL) in dry DCM (2 mL) to yield 45a (250 mg, 0.32 mmol, 85%) as a light yellow and very hygroscopic
powder which was kept under argon atmosphere.

TH-NMR (300 MHz, CD30D) : § (ppm) — 8.60 (d, J — 5.8 Hz, 2H), 8.4 (td, J — 7.9 Hz, J — 1.4 Hz,
9H), 7.96-7.82 (m, 6H), 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 5.19 (s, 2H), 4.15 (s, 4H), 3.83 (t, J = 6.6 Hz, 2H),
3.56 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.47 (br s, 4H), 3.07 (br s, 4H), 2.59 (br s, 4H).

I3C-NMR (75 MHz, CD3OD) : § (ppm) = 154.25, 152.68, 150.93, 147.86, 147.04, 142.33, 142.14, 128.59,
128.24, 126.72, 123.41, 66.98, 56.74, 55.05, 52.89, 51.24, 49.88, 37.00.

HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 576.3028, calc. 576.3047.

£ .
|
N
N/w NBoc 4§:§ TFA/DCM 1/1 (V) - N Q

L, 7 S Oy, e
r.
\)\/N\) 44b HN‘<O 83% \)\/ \) 45b HN«

Same procedure as for 40a was used starting from 44b (410 mg, 0.59 mmol, 1.0 eq.) and TFA (2
mL) in dry DCM (2 mL) to yield 45b (396 mg, 0.49 mmol, 83%) as a light yellow and very hygroscopic
powder which was kept under argon atmosphere.

IH-NMR (500 MHz, (CD3)»CO) : & (ppm) = 9.00 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 8.58 (td, J — 7.7 Hz, J — 1.5
Hz, 2H), 8.26 (d, J — 8.5 Hz, 2H), 8.13 (d, J — 7.8 Hz, 2H), 8.03 (t, J — 6.5 Hz, 2H), 7.75 (d, J — 8.7
Hz, 2H), 5.47 (s, 2H), 4.45 (s, 4H), 3.72 (br s, 4H), 3.62-3.59 (m, 4H), 3.37 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 2.93
(br s, 4H), 2.36 (m, 2H).

BC.NMR (125 MHz, (CD3)2CO) : 6 (ppm) = 1535.33, 154.48, 154.07, 148.72, 146.49, 144.52, 143.77,
129.23, 128.22, 127.00, 124.40, 67.37, 58.10, 55.13, 53.15, 52.33, 50.49, 39.66, 23.75.

HRMS (ESI) : [M+H]" : m/z found 590.3181, calc. 590.3203.
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Synthesis of complexes

] 4
SN Ny
Fe(ClO4), xH,0 /\

Complex 35a

N DIPEA (excess) 7
ZN N ,6HCI > @ N ,2ClO,
| N Dry EtOH, r.t., Ar | |\ )
X undetermined \/\ 35a
N” 40a N
H,N” NH, HQN)J\NH2

In a schlenk, 40a (167 mg, 0.27 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in dry ethanol (2 mL). The solution was
degassed via a "freeze-pump-thaw" procedure and hydrated iron perchlorate (97 mg, 0.27 mmol, 1.0
eq.) was added in one portion. DIPEA (300 pL, 0.28 mmol, 6.5 eq.) was added dropwise ; a solid formed,
it was filtered, washed with dry isopropanol and diethyl ether and dissolved in dry acetonitrile. After
evaporation of the solvent in vacuo, the solid residue was triturated with isopropanol and chloroform.
35a was crystallized by liquid/liquid diffusion of a concentrated solution in diethyl ether and yielded
monocrystals suitable for X-ray diffraction experiments (10 mg, 6% assuming the complex is pure).

Complex 35b

% =
\ | g
Fe(ClO4), xH,0 /\

O\E _/< 6 HCI DIPEA (excess) (\ ’2 cio,
Dry EtOH, r.t., Ar
40b undetermined 35b
OH2 HNY’NHZ

NH,

Same procedure as for 35a was used starting from 40a (50 mg, 0.079 mmol, 1.0 eq.), hydrated iron
perchlorate (29 mg, 0.079 mmol, 1.0 eq.) and DIPEA (90 pL, 0.51 mmol, 6.5 eq.) in dry ethanol (1
mL). However 35b could not be isolated.

Complex 36a

DIPEA (excess)
{a ,2CIO
Dry EtOH, r.t., Ar Q\/ ‘
undetermined

45a 36a
Joe A HzN)L”AO

% %
I N, | NO,
N
N/w Fe(CIO4),, X Hy0
, 6 HCI

Same procedure as for 35a was used starting from 45a (100 mg, 0.12 mmol, 1.0 eq.), hydrated iron
perchlorate (45 mg, 0.12 mmol, 1.0 eq.) and DIPEA (135 pL, 0.78 mmol, 1.0 eq.) in dry ethanol (2
mL). 36a could be isolated in small amount (10 mg); however all attempts to obtain microcrystals
were unsuccessful.
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Complex 36b

L)

NS N N02

7 5 0y
DIPEA /

= N[ N—/_H\N—/< o] » 6HCI S Eto(:xctesj\) = NE'\:eN\ ,2ClO,

A N\) HN—( v EOR, it AT (SN N o\]&o 36b

45b

NO, |

Fe(Cl0y4), x H,0
NH

o undetermined

Same procedure as for 35a was used starting from 45b (110 mg, 0.14 mmol, 1.0 eq.), hydrated
iron perchlorate (49 mg, 0.14 mmol, 1.0 eq.) and DIPEA (150 uL, 0.88 mmol, 1.0 eq.) in dry ethanol
(2 mL). 36b could be isolated in small amount (13 mg) ; however all attempts to obtain microcrystals
were unsuccessful.

Low resolution mass spectra of complexes

Complex 35a

o~ 7 |_| 2+
ﬁd \N 2+
Y [M]" : m/z=226.2

N p

A 7 [M+CI] : m/z = 487.2
[M+HCOO]": m/z = 497.2
IM+ClO,]": m/z = 551.2

H,N~ NH,
™
g
)
=
- Qo NN N o o o o N o o @ ha
L) = 0 m © ™ L) M~ - O ™ o™ o ™
= 2 SN & ® TYY S b 35 8 B
FFRER SRR X & Y W
T T T T : I
200 400 800
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Complex 35b

= _|3+ =z
™ o o
- N
I o

N
KN 7 35b N/}
S SIS S

2331

+ OH, HNg .- N NH:
[2 DIPEA +2 H +Cl] - Y [M+H] : m/z=4112 |
tm/z=2953 s " e
- © [M] :m/z=233.1
9 [M+CI]": m/z = 501.1
. q
3
N o |~ o® o~~~ o m o~ ® m o T
~ ™M 8 ™ (2] Q - M o 0 O M ~ o v 7]
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Complex 36b

3227

£44.2

) 2+
T M :im/z=3227 NH,
IM-H]": m/z = 644.2
-~ o0 N~ o T v o — o o
@~ < ) [ o @ N - T -
¢ [ -~ b [ 0 - v 0 O o o
j{w G 2 o g 2
, — y—— — — ,
200 400 800 200 1000
Oxidation of complex 35a
L]
g o] S
N S
N N 7
- .
iy Z N--- AZP-N
| L& I )
. N )) 35a x N\/) N N
- NN 38" Y OH Ny 2
& IS o [M+HO)" :m/z=234.6 NH,
H,N™" “NH, 5
2+
[M] :m/z=226.2
[M+HCOO]": m/z = 497.2
oo |[p @ oaaa @« oo o o ® o® o
v o - ~ o ™ N v < ™ < m @ 0
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X-ray structural analysis of 35a

Empirical formula Ca1H32FeNg.2(ClOy)

M /g.mol 651.29

crystal system monoclinic
space group P21/c

a/A 17.7606(5)

b/A 8.8612(3)

c/A 17.6739(6)

B8/° 107/721(3)

V/A3 2649.54(15)

Z 4
Peale/mg.m? 1.633
T/K 150

A/ A 0.7107
fb.mm 0.83
no. of measured reflections 45664
no. of independant reflections 6939
Rint 0.065
R|F? > 20(F?)]* 0.048
wR(F?)? 0.095

Apmin, Apmax/e.A3 -0.90, 1.28
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Données expérimentales du chapitre 7

Synthesis

NO
0 2

1T

Cl (0] .
(2,2 éq.) H
N

- . (0] (0]
BocHN N Pyridine (2.5 éq.) o BocHN Y 55
o OH DCM, 0°Ctort.,2h [e) (0] NO,

78%

T

Same procedure as for 27 was used starting from alcohol (500 mg, 1.49 mmol, 1.0 eq.), 4-nitrophenyl
chloroformate (0.659 g, 3.27 mmol, 2.2 eq.) and pyridine (300 uL, 3.73 mmol, 2.5 eq.) to obtain 55 as
a white powder (581 mg, 1.16 mmol, 78%).

Spectral data were in accordance with the literature.[3%3]
H H
N

N
HoN Phthalic anhydride (1.0 eq.) N/
Et3N (cat.), toluene, reflux

94% o)

To a solution of 2-aminomethylpiperidine (3.0 g, 26.3 mmol, 1.0 eq.) in toluene (50 mL) was added
portionwise phthalic anhydride (3.89 g, 26.3 mmol, 1.0 eq.) and dropwise triethylamine (550 pL, 3.95
mmol, 0.15 eq.). The mixture was then refluxed during 2 h using a Dean-Stark apparatus. Then the
mixture was filtered and the solvent was evaporated in vacuo. The product (6.605 g, 24.7 mmol, 94%)
was obtained as a light yellow solid and used without further purification.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.89-7.82 (m, 2H), 7.75-7.68 (m, 2H), 3.68 (d, J = 4 Hz,
2H), 3.13-3.05 (m, 1H), 2.98-2.88 (m, 1H), 2.64-2.54 (m, 1H), 1.87-1.78 (m, 1H), 1.76-1.68 (m, 1H),
1.63-1.54 (m, 1H), 1.45-1.34 (m, 2H), 1.30-1.15 (m, 1H).

IBC.NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) — 168.4, 133.7, 131.9, 123.0, 55.5, 46.4, 43.4, 30.6, 26.1, 24.1.
HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 245.1290, calc. 245.1290.

o) _ o) (\
H Allyl bromide (1.3 eq.) N
N~ K,CO; (1.3 eq.), TBAI (cat.) N
EtOH, rt., 36h
o 38% o 58

To an ice-cold solution of reagent (6.605 g, 24.7 mmol, 1.0 eq.) in ethanol (80 mL), potassium
carbonate (4.36 g, 31.6 mmol, 1.3 eq.), tetra-n-butylammonium iodide (912 mg, 2.47 mmol, 0.10 eq.)
and allyl bromide (2.73 mL, 31.6 mmol, 1.3 eq.) were added. Cooling was removed and the mixture
was stirred for 36 h. After completion of the reaction, the mixture was filtered off over a pad of Celite
and evaporated in vacuo. The residual oil was dissolved in EtOAc and a saturated aqueous solution
of NH4Cl; both layers were separated and organic extract was washed twice with saturated aqueous
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NH4Cl. Combined aqueous washings were extracted 3 times with EtOAc. Combined organic extracts
were dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated to dryness. The crude oil was purified
via column chromatography on silica gel to yield 58 (2.822 g, 9.92 mmol, 38%) as a light yellow solid.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 7.84-7.78 (m, 2H), 7.72-7.65 (m, 2H), 5.95-5.81 (m, 1H),
5.22-5.08 (m, 2H), 3.93 (dd, 1H, J = 13 Hz, J = 5 Hz), 3.73 (dd, 1H, J = 13 Hz, J = 8 Hz), 3.42 (dd,
1H, J = 14 Hz, J = 6 Hz), 3.21 (dd, 1H, J — 14 Hz, J = 6 Hz), 2.88-2.76 (m, 2H), 2.37-2.28 (m, 2H),
1.74-1.47 (m, 4H), 1.40-1.25 (m, 2H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 168.3, 135.5, 133.8, 132.0, 123.0, 117.2, 57.6, 57.3, 50.3, 38.4,
98.1, 24.7, 22.0.

HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 285.1595, calc. 285.1603.
X
1) NaBH4 (5.0 eq.) (\

N
2) HCI (pH 1) HoN » 2HCI
PrOH/H50 5/1 viv 59a

quant.

In an ice-cold solution of 58 (1.000 g, 3.52 mmol, 1.0 eq.) in iPrOH/H20 6/1 v/v (50 mL) was
added portionwise sodium borohydrlde (665 mg, 17.58 mmol, 5.0 eq.). After stirring overnight at room
temperature the pH was acidified to 1 using concentrated HCl aqueous solution; the mixture was
filtered and then heated to 80°C during 2 h. {PrOH was removed in vacuo and the resulting aqueous
solution was washed 5 times with diethyl ether and then freeze-dried. Product 59a was obtained as a
white powder (1.045 g, 4.6 mmol, quantitative yield).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 5.99-5.86 (m, 1H), 5.24-5.13 (m, 2H), 3.41 (ddt, 1H, J = 14
Hz, J = 5.7 Hz, J = 1.5 Hz), 3.04-2.90 (m, 3H), 2.74 (dd, 1H, J = 13 Hz, J = 3.3 Hz), 2.21 (tt, 2H,
J = 9.6 Hz, J = 3.3 Hz), 1.80-1.71 (m, 1H), 1.68-1.43 (m, 2H), 1.39-1.25 (m, 3H).

13C.NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) — 134.93, 116.87, 61.47, 56.23, 51.93, 42.97, 28.28, 24.95, 23.66.
HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 155.1543, calc. 155.1548.

0]

A CI)J\OMe (10ea) i A

N
HN , 2HCI K,CO3(3.1eq.) _ MeO)J\H N
59a DCM, r.t., 10 min

90%

In a solution of 59a (335 mg, 1.48 mmol, 1.0 eq.) in DCM (5 mL) was added potassium carbonate
(636 mg, 4.6 mmol, 3.1 eq.) and methyl chloroformate (115 pL, 1.48 mmol, 1.0 eq.). After stirring
10 minutes at room temperature, the mixture was evaporated. The crude oil was purified via column
chromatography on silica gel to obtain the product as a light yellow oil (282 mg, 1.33 mmol, 90%).

TH-NMR (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 5.96-5.82 (m, 1H), 5.24-5.16 (m, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.41-3.30
(m, 3H), 3.01-2.91 (m, 2H), 2.40 (m, 1H), 2.23-2.17 (m, 1H), 1.75-1.70 (m, 1H), 1.60-1.56 (m, 2H),
1.54-1.40 (m, 2H), 1.37-1.24 (m, 1H).

IBC-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 157.34, 134.50, 117.71, 58.62, 56.29, 51.90, 42.31, 28.85, 24.92,
23.58.

HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 213.1601, calc. 213.1603.
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0] AN (\
N . N
MeO)]\N/ LiAIH,(2.0 €q.)  MeHN , 2 HCI
H ——
THF, 40°C, o.n. 59b
quant.

In a solution of lithium aluminium hydride (1,1 mL, 2,4 M solution in dry THF, 2.64 mmol, 2.0
eq.) in dry THF, carbamate (280 mg, 1.32 mmol, 1.0 eq.) was added dropwise. The mixture was stirred

overnight at 40°C. Solvent was evaporated under vacuum and the amine was used without further
purification.

IH-NMR. (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) — 5.97-5.82 (m, 1H), 5.24-5.08 (m, 2H), 3.43-3.33 (m, 1H),
2.98-2.84 (m, 2H), 2.71-2.53 (m, 3H), 2.46-2.30 (m, 3H), 2.23-2.12 (m, 2H), 1.83-1.23 (m, 8H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 127.43, 124.84, 61.65, 58.05, 55.71, 52.99, 52.19, 50.49, 48.26,
45.28, 34.14, 27.96, 26.19, 21.68, 21.43, 20.96, 20.02.

K\

HN-S N 2HCH (10eq)
59a

0.__O DIPEA (3.1 eq.)
BocHN /| Y l\ 55

0 S 1) / DCM, 30°C, o.n.
NO, 46%

§ o N
BocHN %( ~ N/ﬁ
0 0 |

To a suspension of 59a (57 mg, 0.25 mmol, 1.0 eq.) in DCM (20 mL) was added 55 (126 mg, 0.25
mmol, 1.0 eq.) ; the mixture was put in an ice-bath and DIPEA (131 pL, 0.78 mmol, 3.0 eq.) was added.
After 5 minutes, ice bath was removed and the solution was heated at 30°C overnight. The mixture was
then washed using saturated NaoCO3 and NaHCO3 aqueous solutions, dried with NasSQy, filtered and
evaporated under reduced pressure. The crude oil was purified via column chromatography on silica
gel to obtain the product as a white foam (60 mg, 0.12 mmol, 46%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 8.70 (br s, 1H), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.26 (d, J = 8.1
Hz, 2H), 5.97-5.84 (m, 1H), 5.66 (br s, 1H), 5.32-5.03 (m, 5H), 4.31 (br s, 1H), 3.52-2.90 (m, 5H), 2.61
(brs, 1H), 2.34 (br s, 1H), 1.82-1.51 (m, 8H), 1.46 (s, 9H), 1.38-1.24 (m, 2H), 0.98 (t, J — 5.5 Hz, 6H).

IBC.NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 171.61, 156.89, 156.35, 138.03, 132.45, 132.02, 128.76, 119.74,
118.54, 80.23, 66.35, 59.31, 56.06, 53.87, 51.87, 42.14, 41.18, 28.33, 24.78, 24.23, 23.13, 23.04, 21.80.

HRMS (ESI) : [M+H]|' : m/z found 517.3381, calc. 517.3390.

ZT

(\

MeHN N .2HCI(1.0eq)
59b
H
N 0.0 DIPEA (3.0 eq.
BocHN Y 55 (3.0eq) -~
0 o DCM, 30°C, o.n.
NO,

40%

N oo N°
BocHN Y N/m
o o)
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Same procedure as for 56a was used starting from 55 (66 mg, 0.13 mmol, 1.0 equiv.), 59b (22 mg,
0.13 mmol, 1.0 equiv.) and DIPEA (68 uL, 0.39 mmol, 3.0 equiv.) to obtain the product as a light
yellow oil (28 mg, 0.05 mmol, 40%).

TH-NMR (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 8.55 (br s, 1H), 7.52 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 85
Hz, 2H), 5.99-5.78 (m, 1H), 5.23-5.05 (m, 4H), 4.94 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.24 (br s, 1H), 3.69-3.53 (m
1H), 3.42-3.22 (m, 1H), 3.18-2.98 (m, 1H), 2.94 (s, 3H), 2.89-2.74 (m, 1H), 2.72-2.53 (m, 1H), 2.37-2.23
(m, 1H), 1.86-1.53 (m, 7H), 1.48 (s, 9H), 1.40-1.13 (m, 3H), 0.9 (t, J = 5.5 Hz, 6H).

I3C-NMR (125 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 171.60, 156.58, 156.43, 137.98, 132.26, 128.98, 128.53, 119.79,
119.79, 80.23, 66.81, 57.87, 56.96, 53.86, 51.42, 49.50, 41.13, 36.06, 28.34, 24.78, 24.38, 23.02, 21.88.

Pd(PPhs), (0.01 eq.)

BocHN \@\j/ \/R/ﬁ Dmsémsoteq) >
r.

72%

56a

o
Z
BocHN I | Y VHH
N (0]

A solution of allylamine (150 mg, 0.29 mmol, 1.0 eq.) and 1,3-dimethylbarbituric acid
(226 mg, 1.45 mmol, 5.0 eq.) in dry DCM (5 mL) was degassed using an argon flux, then
tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (0.01 eq.) was added. After completion of the reaction, the
reaction mixture was evaporated to dryness and purified via column chromatography on silica gel to
obtain 56a as a light yellow oil (100 mg, 0.21 mmol, 72%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 8.80 (br s, 1H), 7.46 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.21 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 5.56 (br s, 1H), 5.32-5.27 (m, 1H), 5.01 (br s, 2H), 4.33 (br s, 1H), 3.32-3.22 (m, 1H),

3.10-3.01 (m, 2H), 2.76-2.57 (m, 2H), 2.30 (br s, 1H), 1.85-1.55 (m, 6H), 1.45 (s, 9H), 1.42-1.31 (m
2H), 1.23-1.10 (m, 1H), 0.97 (t, J = 5.8 Hz, 6H).

IBC-NMR (75 MHz, CDCl;) : § (ppm) — 171.98, 156.94, 156.49, 137.97, 131.96, 128.65, 119.77, 80.11,
66.28, 59.31, 56.30, 53.91, 46.40, 41.26, 29.89, 28.35, 26.00, 24.76, 24.12, 23.06, 21.70.

HRMS (ESI) : [M+H]" : m/z found 477.3065, calc. 477.3077.

ZT

Pd(PPhs)4 (0.01 eq.)

DMBA (5.0 e
e m \/R/W DCM, rt. >
r.

88%

56b

§ 0 _N°
BocHN Y NH
o] o)

Same procedure as for 56a was used starting from the allylamine (95 mg, 0.18 mmol, 1.0 eq.), 1,3-
dimethylbarbituric acid (140 mg, 0.90 mmol, 5.0 eq.) and tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)
(0.01 eq.) to obtain 56b as a light yellow oil (77 mg, 0.16 mmol, 88%).

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) : & (ppm) = 8.96 (br s, 1H), 7.41 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.15 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 5.37 (br s, 1H), 4.95 (br s, 2H), 4.29 (br s, 1H), 3.12 (br s, 2H), 2.97 (br s, 1H), 2.87 (br s,
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3H), 2.76-2.62 (m, 1H), 2.54-2.45 (m, 1H), 1.73-1.60 (m, 3H), 1.57-1.46 (m, 3H), 1.35 (s, 9H), 1.31-0.95
(m, 4H), 1.23-1.10 (m, 1H), 0.87 (dd, J = 10.5 Hz, J = 6.2 Hz, 6H).

I3C-NMR (125 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 171.46, 156.71, 156.40, 137.87, 132.42, 128.68, 119.78, 80.31,
66.78, 55.69, 55.19, 53.85, 46.74, 41.03, 36.21, 35.90, 30.51, 28.35, 26.31, 24.78, 23.01, 21.90.

Cl
OH O cl
| 1) PTSA (0.02 eq.) on N
EtOH, reflux, 2h |
+ H.N
2 2)DDQ (1.01 eq.) N" "0
& H,N 0 EtOH, r.t., o.n.
95% ELF-97
Cl

To a solution of anthranilamide (2.000 g, 11.7 mmol, 1.0 eq.) in dry EtOH (20 mL) was added
5-chlorosalicylaldehyde (1.831 g, 11.7 mmol, 1.0 eq.), the mixture was refluxed during 30 min. PTSA
(40 mg, 0.234 mmol, 0.02 eq.) was then added before an additional 1 hour reflux. The reaction mixture
was then cooled to r.t. and DDQ (2.678 g, 11.8 mmol, 1.01 eq.) was added portionwise, the mixture
was stirred overnight at r.t.. The resulting crude was filtered and the obtain solid was washed two
times with EtOH and two times with diethyl ether. ELF®-97 (3.41 g, 11.11 mmol, 95%) was obtain
as a light beige powder and used without further purification.

Spectral data were in accordance with literature.[209

Cl Cl
O
OH N Triphosgene (3.0 eq.) CI)I\O N
| DIPEA (5.0 eq.) |
N O ° N (6]
H DCM, 0°C tor.t., 8h H
ELF-97 54

Cl Cl

To an ice-cold suspension of ELF®-97 (1.0 eq.) in dry DCM under an argon atmosphere was added
dropwise DIPEA (5.0 eq.) followed by a solution of triphosgene (3.0eq.) in dry DCM. This solution
was stirred at 0°C for 1 h and overnight at r.t.. The resulting mixture was then evaporated to dryness
under reduced pressure and the volatiles were trapped in a liquid nitrogen trap. The resulting solid
residue was used without further purification.

56a 54 (1.0 eq.)
DIPEA (3 0eq.)

BocHN
¢ \©\j/ DCM rt., o.n.
51%
H H 9
N O« _N
BocHN Y NJ\O N
o) o) ' N
H
cl

To an ice-cold suspension of 56a (50 mg, 0.105 mmol, 1.0 eq.) in dry DCM (5 mL) under argon was
added dropwise a clear solution of 54 (93 mg, 0.105 mmol, 1.0 eq.) and DIPEA (60 uL, 0.32 mmol, 3.0
eq.). After the addition, the reaction mixture was stirred at 0°C for 30 min and at r.t. overnight. The
reaction mixture was then washed three times with NaHCO3 sat. and the organic layer was dried with

Cl
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NapSQy, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude product was purified via column
chromatography on silica gel to obtain 57a as a white foam (43 mg, 0.05 mmol, 51%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 8.88 (brs, 0.5H), 8.22 (br s, 1H), 7.94-7.85 (m, 1H), 7.70 (br
s, 2H), 7.33-7.26 (m, 3H), 7.12-6.97 (m, 3H), 6.04 (br s, 0.5H), 5.67 (br s, 0.5H), 5.37 (d, J — 7.4 Hz,
1H), 4.84 (br s, 2H), 4.59 (br s, 0.5H), 4.36 (br s, 1.5H), 4.14-3.98 (m, 1H), 3.53 (br s, 1H), 3.36-3.11
(m, 1.5H), 3.04-2.91 (m, 0.5H), 1.81-1.53 (m, 9H), 1.4 (s, 9H), 0.97 (t, J — 6.5 Hz, 6H).

I3C-NMR (125 MHz, CDCls) : § (ppm) = 171.59, 161.32, 156.84, 156.45, 153.81, 152.88, 149.48, 147.54,
137.89, 135.17, 133.08, 131.96, 131.45, 130.41, 129.58, 128.79, 128.61, 127.84, 127.43, 125.83, 124.94,
124.68, 122.08, 119.72, 82.78, 80.38, 66.49, 66.25, 53.88, 51.88, 51.52, 40.91, 40.71, 40.41, 40.16, 33.82,
28.34, 26.36, 25.76, 25.19, 25.01, 24.78, 23.88, 23.07, 21.76, 20.85, 18.82, 17.50, 17.29, 14.65.

HRMS (ESI) : [M+H]|* : m/z found 809.2824, calc. 809.2832.

56b 54 (1.0 eq.)
DIPEA (3 Oeq.)

BocHN \Q\j/ DCM rt., o.n.
30%
H Me Q
N O._ _N
BocHN ﬁ/ NJ\O N
o) o) ! \
H
Cl

Same procedure as for 57a was used starting from amine (17 mg, 0.035 mmol, 1.0 eq.), 54 (13 mg,
0.035 mmol, 1.0 eq.), and DIPEA (20 L, 0.11 mmol, 3.0 eq.) to obtain the product as a white powder
(8.6 mg, 0.011 mmol, 30%).

TH-NMR (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 8.42 (br s, 0.5H), 8.28 (s, 1H), 7.98-7.88 (m, 1H), 7.74 (br s,
2H), 7.53-7.37 (m, 2H), 7.26-7.17 (m, 2H), 7.10-7.01 (m, 1H), 5.18-4.85 (m, 3H), 4.82-4.69 (m, 0.5H),
4.65-4.46 (m, 1H), 4.26 (br s, 1H), 4.11 (m, 1H), 3.81-3.62 (m, 1H), 3.47-3.21 (m, 1H), 3.11-2.86 (m
4H), 1.82-1.52 (m, 9H), 1.47 (s, 9H), 0.99 (br s, 6H).

Cl

Cl

BocHN OJ/ HCl in Et20
©/K DOM. 1t 2h

81%

cl
o ik
N 0. _N
Y\NON
0 |
N0
H
53a
cl

To a solution of 57a (43 mg, 0.05 mmol, 1.0 eq.) in DCM (0.5 mL) under an argon atmosphere
was added a solution of 2M HCI in Et2O (2 mL) at r.t. and the reaction mixture was stirred at this
temperature until the reaction was complete. A white precipitate appears, it is filtered off, washed
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twice with diethyl ether and dried to yield 53a as a light grey powder (32 mg, 0.04 mmol, 81%)

'H-NMR (300 MHz, CD30D) : 6 (ppm) = 8.21 (br s, 1H), 7.92-7.84 (m, 2H), 7.81-7.75 (m, 1H), 7.71-
7.57 (m, 2.5H), 7.52-7.44 (m, 1H), 7.43-7.38 (m, 0.5H), 7.31-7.24 (m, 1H), 4.65-4.55 (m, 1), 4.42-4.15

(m, 1H), 4.14-4.06 (br s, 1H), 3.95-3.78 (m, 0.5H), 3.65-3.53 (m, 0.5H), 3.26-2.93 (m, 2H), 1.89-1.38
(m, 9H), 1.10-1.03 (m, 6H).

I3C-NMR (75 MHz, CD3OD) : § (ppm) = 157.49, 153.41, 152.86, 152.05, 147.81, 144.70, 137.73, 135.40,
134.35, 133.44, 132.46, 131.07, 129.64, 129.08, 128.32, 127.04, 125.45, 121.76, 119.92, 65.61, 52.39, 51.80,
50.02, 45.14, 40.37, 38.88, 24.77, 24.15, 21.91, 20.79, 18.45.

HRMS (ESI) : [M+H]|* : m/z found 709.2298, calc. 709.2308.
Cl

BocHN \@j HCl in Et20
@/L DOM. 1t 2h

74%

cl
H Me j\
N 0. _N
Y\ N0 N
o |
N0
H
53b
cl

Same procedure as for 53a was used starting from 57b (8.6 mg, 0.011 mmol, 1.0 eq.) and HCI in
Et20 (1 mL) to obtain the product as a white powder (5.6 mg, 0.008 mmol, 74%).
'H-NMR (300 MHz, CD30D) : § (ppm) = 8.25 (s, 1H), 7.96-7.85 (m, 2H), 7.82-7.69 (m, 2H), 7.67-7.54

(m, 2H), 7.44-7.27 (m, 2H), 4.76-4.63 (m, 1H), 4.48-3.50 (m, 4H), 3.25-2.91 (m, 3H), 2.87-2.67 (m, 2H),
1.89-1.41 (m, 9H), 1.11-1.01 (m, 6H).
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O,N

i /O
HO
(1.0eq.)

~uBr Ag,0 (1.0 eq.)

Dry MeCN, r.t., 4h

OAc 83%

A0 OAc

Same procedure as for 26 was used starting from acetobromo-D-cellobiose (2 g, 2.86 mmol, 1.0
eq.), 4-hydroxy-3-nitrobenzaldehyde (478 mg, 2.86 mmol, 1.0 eq.) and AgoO (729 mg, 3.15 mmol, 1.1
eq.) to obtain the product as a light yellow solid (1.864 g, 2.37 mmol, 83%).

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 9.98 (s, 1H), 8.30 (d, J = 2 Hz, 1H), 8.07 (dd, J = 9 Hz,
J = 2 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.35-5.05 (m, 5H), 4.95 (t, J — 8 Hz, 1H), 4.64-4.57 (m, 2H),
4.38 (dd, J = 13 Hz, J = 4 Hz, 1H), 4.16-3.98 (m, 3H), 3.94-3.87 (m, 1H), 3.74-3.67 (m, 1H), 2.12 (s,
3H), 2.11 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.00 (s, 3H).

I3C-NMR (125 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 189.23, 170.88, 170.54, 170.46, 170.11, 169.71, 169.68, 169.47,
153.68, 141.40, 134.58, 131.65, 127.10, 118.64, 101.22, 98.98, 76.24, 73.60, 73.19, 72.39, 71.93, 70.97,
68.11, 61.91, 21.02, 20.88, 20.86.

HRMS (ESI) : [M+Na|* : m/z found 808.1874, calc. 808.1912.

O.N
OH
O
NaBH, (1.1 eq.)
+10Ac
MeOH/DCM 1/1,0°C, 2 h
quant. OAC

Same procedure as for 26 was used starting from the aldehyde (1.855 g, 2.36 mmol, 1.0 eq.) and
NaBH, (99 mg, 2.60 mmol, 1.1 eq.) to obtain the product as a white powder (1.860 mg, 2.36 mmol,
quantitative yield) which was used in the next reaction without further purification.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.82 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H),
7.32 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.31-5.06 (m, 5H), 4.97 (t, J = 8 Hz, 1H), 4.74 (d, J = 6 Hz, 1H), 4.64-4.57
(m, 2H), 4.40 (dd, J = 13 Hz, J = 4 Hz, 1H), 4.15-4.07 (m, 2H), 4.01-3.95 (m, 1H), 3.84-3.78 (m, 1H),
3.74-3.68 (m, 1H), 2.14 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.01
(s, 3H), 1.87 (t, J — 6 Hz, 1H).

BC.NMR (125 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 170.48, 170.20, 170.12, 169.79, 169.54, 169.32, 169.11,
148.15, 141.10, 137.49, 131.78, 123.00, 119.23, 100.71, 99.61, 76.01, 73.04, 72.86, 72.23, 71.95, 71.60,
70.85, 67.83, 63.04, 61.63, 61.57, 20.60, 20.54, 20.41.

HRMS (ESI) : [M+Na|" : m/z found 810.2022, calc. 810.2069.
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NO
o 2

. P ON 0
c- 0 (2,2 éq.)

o
AcO Pyridine (2.5 éq. 3 o
0 OH yidine @5€4) a0 0
DCM, 0°C tort., 2 h
AcO Y (0] 95% 10AC
OAc NO, AcO  OAc O,N 60

Same procedure as for 27 was used starting from the alcohol (2.427 g, 4.86 mmol, 1.0 eq.), 4-
nitrophenyl chloroformate (2.157 g, 10.70 mmol, 2.2 eq.) and pyridine (978 pL, 12.15 mmol, 2.5 eq.)
to obtain 60 as a white powder (3.069 g, 4.62 mmol, 95%)

TH-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 8.32 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.94 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.64 (dd, J
— 9 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.44-7.39 (m, 3H), 5.59 (dd, J = 10 Hz, J = 8 Hz, 1H), 5,52 (d, J = 3 Hz,
1H), 5.33 (s, 2H), 5.17-5.14 (m, 2H), 4.30 (dd, J = 11 Hz, J = 7 Hz, 1H), 4.23-4.14 (m, 2H), 2.23 (s,
3H), 2.17 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.06 (s, 3H).

HRMS (ESI) : [M+Na]* : m/z found 687.1263, calc. 687.1286.

02N O N02
OH )k
a- o 2,2 éq.)
Pyridine (2.5 éq.)

DCM, 0°Ctort.,2h
73%

Same procedure as for 27 was used starting from the alcohol (1.860 g, 2.36 mmol, 1.0 eq.), 4-
nitrophenyl chloroformate (1.047 g, 5.19 mmol, 2.2 eq.) and pyridine (475 pL, 5.90 mmol, 2.5 eq.) to
obtain 61 as a white powder (1.693 g, 1.72 mmol, 73%)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 8.32 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.63 (dd, J
— 9 Hz, J =2 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 9 Hz, 2H), 5.32-5.07 (m, 5H), 4.97 (t, J
— 8 Hz, 1H), 4.67-4.58 (m, 2H), 4.64-4.57 (m, 2H), 4.40 (dd, J — 13 Hz, J — 4 Hz, 1H), 4.15-4.06 (1,
9H), 4.03-3.97 (m, 1H), 3.87-3.81 (m, 1H), 3.74-3.68 (m, 1H), 2.14 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.09 (s, 3H),
2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.01 (s, 3H).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 170.51, 170.07, 170.05, 169.68, 169.33, 169.28, 169.03, 155.27,
152.18, 149.47, 145.42, 140.92, 133.94, 130.03, 125.35, 125.29, 121.71, 119.05, 100.75, 99.22, 75.98, 73.09,
72.80, 72.09, 71.91, 71.54, 70.70, 68.81, 67.74, 61.56, 61.53, 20.60, 20.55, 20.42.

HRMS (ESI) : [M+Na|* : m/z found 975.2103, calc. 975.2131.
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(>
N 2HCI (1.1eq.)

O2N O H2N ’

O—< 59a OAc NO, H
0—<\ 0 DIPEA (5.0 eq.) O A~ OxN
AO. O | T N/m

OAG DCM, 30°C, o.n. X

85% Ac OAc
OAc
AcO OAc O-N

Same procedure as for 56a was used starting from 60 (1.022 g, 1.54 mmol, 1.0 eq.), 59a (261 mg,
1.69 mmol, 1.1 eq.) and DIPEA (1.474 mL, 7.70 mmol, 5.0 eq.) to obtain the product as a light yellow
solid (887 mg, 1.31 mmol, 85%).

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 7.82 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H),
7.35 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.93-5.75 (m, 1H), 5.56 (dd, J = 10 Hz, J = 8 Hz, 1H), 5,48 (d, J = 3 Hz, 1H),
5.32 (br s, 1H), 5.22-5.06 (m, 6H), 4.29-4.14 (m, 2H), 4.11-4.06 (m, 1H), 3.43-3.22 (m, 3H), 2.99-2.88
(m, 2H), 2.43-2.36 (m, 1H), 2.21 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.76-1.25 (m, 6H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 170.31, 170.19, 170.13, 169.40, 156.26, 148.92, 141.30, 134.68,
133.19, 133.14, 124.59, 119.83, 117.75, 100.82, 71.47, 70.57, 67.85, 66.75, 64.74, 61.37, 58.30, 56.36,
51.99, 42.51, 28.97, 25.00, 23.73, 20.70, 20.67, 20.59.

HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 680.2683, calc. 680.2667.

a
O.N (0] N
o—( H,N ,2HCI (1.1eq.)
O O 59a
DIPEA (5.0 eq.)
«11OAc

DCM, 30°C, o.n.

91%

@)

OAc OAc

Same procedure as for 56a was used starting from 61 (1.345 g, 1.41 mmol, 1.0 eq.), 59a (261 mg,
1.69 mmol, 1.2 eq.) and DIPEA (1.23 mL, 7.06 mmol, 5.0 eq.) to obtain the product as a light yellow
solid (1.241 g, 1.28 mmol, 91%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.82 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H),
7.28 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.94-5.80 (m, 1H), 5.44-5.06 (m, OH), 4.96 (t, J = 8 Hz, 1H), 4.64-4.56 (m,
9H), 4.40 (dd, J = 13 Hz, J = 4 Hz, 1H), 4.15-4.06 (m, 2H), 4.01-3.95 (m, 1H), 3.84-3.78 (m, 1H),
3.73-3.67 (m, 1), 3.44-3.24 (m, 3H), 3.05-2.91 (m, 2H), 2.42 (br s, 1H), 2.22 (t, J = 11 Hz, 1H), 2.13
(s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.08 (s, 6H), 2.05 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.77-1.26 (m, 6H).

IBCNMR (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 170.49, 170.18, 170.12, 169.72, 169.47, 169.29, 169.02, 156.20,
148.73, 141.14, 134.66, 133.19, 132.93, 124.56, 119.18, 117.69, 100.80, 99.37, 75.94, 73.01, 72.86, 72.18,
72.06, 71.59, 70.84, 67.74, 64.64, 61.51, 61.48, 58.28, 56.31, 51.93, 42.47, 28.93, 24.94, 23.67, 20.69,
20.64, 20.54, 20.52.

HRMS (ESI) : [M+H]|' : m/z found 968.3545, calc. 968.3512.
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OzN O MeHN 2 HCI (1.1 eq.)
OAc
DIPEA (5.0 eq.) %1/ /ﬁ
10OAC DCM, 30°C, o.n. oy
L§:§ @ 53% Ac Ohc
OAc

Same procedure as for 56a was used starting from 60 (150 mg, 0.23 mmol, 1.0 equiv.), 59b (100
mg, 0.42 mmol, 1.8 equiv.) and DIPEA (300 pL, 1.72 mmol, 7.6 equiv.) to obtain the product as a
light yellow solid (84 mg, 0.12 mmol, 53%).

TH-NMR (500 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.75 (s, 1H), 7.48 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.30 (d, J
— 9 Hz, 1H), 5.90-5.72 (m, 1H), 5.50 (dd, J = 10 Hz, J = 8 Hz, 1H), 5,42 (d, J = 3 Hz, 1H), 5.14 (d,
J = 6 Hz, 1H), 5.12-4.99 (m, 6H), 4.25-4.11 (m, 2H), 4.11-4.01 (m, 1H), 3.58-3.47 (m, 1H), 3.35-3.19
(m, 2H), 3.09-2.96 (m, 1H), 2.88 (d, J = 3 Hz, 3H), 2.81-2.71 (m, 1H), 2.68-2.58 (m, 1H), 2.14 (s, 3H),
2.08 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 1.70-1.36 (m, 6H).

IBC_NMR (125 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 170.29, 170.18, 170.11, 169.38, 156.04, 148.92, 141.16,

135.08, 133.27, 133.23, 124.60, 119.66, 117.51, 100.69, 71.41, 70.53, 67.81, 66.74, 65.25, 61.36, 57.46,
57.10, 51.26, 49.88, 35.68, 30.92, 29.67, 28.20, 24.90, 22.60, 20.64.

LRMS (ESI) : m/z (%) = 694.2 (100) [M~+H]*

o MeHN U , 2HCI (1.1 eq.)
DIPEA (5.0 eq.)
DCM, 30°C, o.n.
29%

(e}

Yﬂﬁ

Same procedure as for 56a was used starting from 61 (200 mg, 0.21 mmol, 1.0 equiv.), 59b (168
mg, 0.70 mmol, 3.3 equiv.) and DIPEA (100 pL, 0.57 mmol, 2.7 equiv.) to obtain the product as a
light yellow solid (59 mg, 0.06 mmol, 29%).

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) : § (ppm) — 7.75 (d, J — 3 Hz, 1H), 7.48 (dd, J — 9 Hz, J — 2 Hz, 1H),
7.23 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.89-5.74 (m, 1H), 5.23-5.02 (m, 9H), 4.90 (t, J = 8 Hz, 1H), 4.56 (dd, J = 12
Hz, J — 2 Hz, 1H), 4.53 (d, J — 8 Hz, 1H), 4.35 (dd, J — 13 Hz, J — 4 Hz, 1H), 4.08-4.01 (m, 2H),
3.94-3.89 (m, 1H), 3.78-3.75 (m, 1H), 3.66 (dq, J = 10 Hz, J = 2 Hz, 1H), 3.56-3.50 (m, 1H), 3.32-3.24
(m, 2H), 3.09-2.98 (m, 1H), 2.88 (d, J = 5 Hz, 3H), 2.82-2.73 (m, 1H), 2.61-2.52 (m, 1H), 2.30-2.20
(m, 1H), 2.07 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.02 (s, 6H), 2.00 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 1.95 (s, 3H), 1.69-1.25 (m
6H).

IBC_NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 170.57, 170.26, 170.19, 169.80, 169.55, 169.37, 169.10, 156.07,
148.83, 141.14, 135.07, 133.34, 133.04, 124.67, 119.21, 117.61, 100.87, 99.43, 76.00, 73.06, 72.91, 72.21,
72.10, 71.63, 70.85, 67.76, 65.29, 61.55, 61.53, 57.53, 57.14, 51.33, 49.92, 35.74, 28.24, 24.94, 22.64,
20.77, 20.72, 20.62, 20.59.

HRMS (ESI) : [M+H+Na|?* : m/z found 502.6781, calc. 502.6778.

OAc OAc
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Same procedure as for 56a was used starting from the allylamine (887 mg, 1.31 mmol, 1.0 eq.),
1,3-dimethylbarbituric acid (1.019 g, 6.53 mmol, 5.0 eq.) and tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)
(15 mg, 0.0131 mmol, 0.01 eq.) to obtain the product as a light yellow solid (694 mg, 1.09 mmol, 83%).

IH-NMR (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 7.82 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 9 Hz, J — 2 Hz, 1H),
7.35 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.56 (dd, J = 10 Hz, J = 8 Hz, 1H), 5.48 (d, J = 3 Hz, 1H), 5.32-5.26 (m
1H), 5.14-5.06 (m, 4H), 4.30-4.15 (m, 2H), 4.11-4.06 (m, 1H), 3.29-3.20 (m, 1H), 3.11-3.00 (m, 2H),
2.72-2.58 (m, 2H), 2.20 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.87-1.77 (m, 1H), 1.68-1.59
(m, 2H), 1.42-1.34 (m, 2H), 1.31-1.26 (m, 1H).

IBC.NMR (125 MHz, CDCl;3) : § (ppm) = 170.32, 170.19, 170.14, 169.40, 156.15, 148.92, 141.30, 133.14,
133.10, 124.59, 119.84, 100.82, 71.48, 70.57, 67.85, 66.73, 64.73, 61.36, 56.03, 46.88, 46.68, 30.26, 26.47,
24.26, 20.70, 20.67, 20.59.

HRMS (ESI) : [M+H]|* : m/z found 640.2337, calc. 640.2354.

AcO
Pd(PPh3), (0.01 eq.)

Y /ﬁ DMBA (5.0 eq.)
\/R DCM, r.t.
73%

ACO/,,'

ACO/,,'

AcO

OAc OAc

AcO

OAc OAc

Same procedure as for 56a was used starting from the allylamine (1.241 g, 1.28 mmol, 1.0 eq.),
1,3-dimethylbarbituric acid (1.001 g, 6.41 mmol, 5.0 eq.) and tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)
(15 mg, 0.0128 mmol, 0.01 eq.) to obtain the product as a white solid (868 mg, 0.935 mmol, 73%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.79 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H),
7.27 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.49-5.42 (m, 1H), 5.29-5.04 (m, 7H), 4.95 (t, J = 8 Hz, 1H), 4.63-4.55 (m,
9H), 4.39 (dd, J = 13 Hz, J — 4 Hz, 1H), 4.14-4.04 (m, 2H), 4.00-3.93 (m, 1H), 3.84-3.78 (m, 1H),
3.73-3.67 (m, 1H), 3.30-3.21 (m, 1H), 3.12-3.02 (m, 2H), 2.70-2.62 (m, 2H), 2.13 (s, 3H), 2.12 (s, 3H),
2.08 (s, 6H), 2.05 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.85-1.12 (m, 6H).

IBC.NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 170.50, 170.20, 170.12, 169.72, 169.48, 169.30, 169.02, 156.10,
148.74, 141.15, 133.18, 132.84, 124.56, 119.20, 100.82, 99.36, 75.93, 73.02, 72.87, 72.19, 72.08, 71.60,
70.85, 67.75, 64.68, 61.53, 61.47, 56.00, 46.83, 46.63, 30.22, 26.42, 24.22, 20.70, 20.66, 20.55, 20.53.

HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 928.3230, calc. 928.3199.
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DCM, r.t.
62%

OAc

Same procedure as for 56a was used starting from the allylamine (84 mg, 0.12 mmol, 1.0 eq.),
1,3-dimethylbarbituric acid (95 mg, 0.61 mmol, 5.0 eq.) and tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)
(1 mg, 0.0012 mmol, 0.01 eq.) to obtain the product as a white solid (49 mg, 0.07 mmol, 62%).

TH-NMR (500 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 7.78 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.49 (d, J = & Hz, 1H), 7.30 (d, J —
9 Hz, 1H), 5.51 (dd, J = 10 Hz, J = 8 Hz, 1H), 5.43 (d, J = 3 Hz, 1H), 5.32-5.26 (m, 1H), 5.13-4.98
(m, 4H), 4.24-4.19 (m, 1H), 4.16-4.10 (m, 1H), 4.08-4.03 (m, 1H), 3.26-3.19 (m, 1H), 3.18-3.12 (m, 1H),
3.06-3.01 (m, 1H), 2.93 (d, J = 7 Hz, 3H), 2.82-2.68 (m, 1H), 2.61-2.51 (m, 1H), 2.15 (s, 3H), 2.09 (s,
3H), 2.04 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 1.79-1.75 (m, 1H), 1.61-1.50 (m, 2H), 1.42-1.20 (m, 3H).

IBC_.NMR (125 MHz, CDCl;3) : § (ppm) = 170.34, 170.22, 170.16, 169.42, 156.23, 148.93, 141.26, 133.30,
133.20, 124.59, 119.74, 100.77, 71.47, 70.57, 67.86, 66.77, 65.28, 61.39, 55.55, 55.12, 46.80, 36.00, 30.56,
26.30, 24.35, 20.72, 20.70, 20.62.

HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 654.2484, calc. 654.2504.

AcO
Pd(PPh3), (0.01 eq.)

Y /ﬁ DMBA (5.0 eq.)
\/R DCM, r.t.
88%

ACO/,,'
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AcO

OAc OAc

AcO

OAc OAc

Same procedure as for 56a was used starting from the allylamine (59 mg, 0.060 mmol, 1.0 eq.),
1,3-dimethylbarbituric acid (47 mg, 0.30 mmol, 5.0 eq.) and tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)
(1 mg, 0.0006 mmol, 0.01 eq.) to obtain the amine as a white solid (50 mg, 0.053 mmol, 88%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 7.81 (s, 1H), 7.53 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 2 Hz,
1H), 5.30-5.03 (m, 7H), 4.95 (t, J — 9 Hz, 1H), 4.65-4.53 (m, 2H), 4.39 (dd, J = 12 Hz, J = 4 Hz,
1H), 4.16-4.02 (m, 2H), 4.00-3.92 (m, 1H), 3.86-3.76 (m, 1H), 3.74-3.64 (m, 1H), 3.32-3.18 (m, 1H),
3.12-3.02 (m, 2H), 3.01-2.91 (s, 3H), 2.88-2.60 (m, 1H), 2.66-2.52 (m, 1H), 2.12 (s, 3H), 2.11 (s, 3H),
2.07 (s, 6H), 2.04 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.87-1.23 (m, 6H).

HRMS (ESI) : [M+H-+NaJ?* : m/z found 482.6640, calc. 482.6621.
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Same procedure as for 57a was used starting from amine (694 mg, 1.09 mmol, 1.0 eq.), 54 (333 mg,
1.09 mmol, 1.0 eq.) and DIPEA (945 uL, 5.42 mmol, 5.0 eq.) to yield the product as a white powder
(520 mg, 0.52 mmol, 48%).

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) : & (ppm) — 10.41-10.29 (m, 1H), 8.24 (br s, 1H), 8.16-8.05 (m, 1H),
7.85-7.63 (m, 2.5H), 7.57-7.46 (m, 2H), 7.45-7.37 (m, 0.5H), 7.25-7.08 (m, 2H), 6.23-6.10 (m, 0.5H),
5.83-5.75 (m, 0.5H), 5.57 (dd, J — 10 Hz, J — 8 Hz, 1H), 5.49 (d, J — 3 Hz, 1H), 5.17-4.96 (m, 2H),
4.94-4.69 (m, 1H), 4.58 (br ss, 1H), 4.33-3.99 (m, 4H), 3.79-3.63 (m, 1H), 3.39-3.01 (m, 2H), 2.21 (s,
3H), 2.16 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.82-1.24 (m, 6H).

I3C-NMR (125 MHz, CDCls) : § (ppm) = 170.36, 170.20, 170.14, 169.39, 161.09, 156.42, 152.66, 149.05,
147.37, 140.98, 139.32, 135.29, 133.30, 132.64, 132.37, 130.70, 129.72, 127.87, 125.88, 125.39, 125.04,
124.39, 124.03, 122.30, 119.77, 114.09, 100.76, 71.43, 70.62, 67.84, 66.73, 64.44, 61.31, 40.84, 29.72,
29.40, 25.38, 22.72, 20.69, 20.60, 18.89.

HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 972.2077, calc. 972.2109.

AcO

NO 54 (1.0 eq.)

2 H
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OAc OAc

Cl

Same procedure as for 57a was used starting from amine (49 mg, 0.053 mmol, 1.0 eq.), 54 (17 mg,
0.053 mmol, 1.0 eq.) and DIPEA (50 pL, 0.26 mmol, 5.0 eq.) to yield the product as a light yellow oil
(29 mg, 0.023 mmol, 43%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 10.52 (br s, 1H), 8.21 (br s, 1H), 8.10-7.97 (m, 1H), 7.76-7.64
(m, 2.5H), 7.56 (m, 0.5H), 7.50-7.43 (m, 2H), 7.18-7.09 (m, 2H), 6.17-6.07 (m, 0.5H), 5.76 (br s, 0.5H),
5.30-5.04 (m, 5H), 4.95 (t, J = 8 Hz, 1H), 4.91-4.72 (m, 2H), 4.63-4.48 (m, 3H), 4.40 (dd, J = 13 Hz,
J = 4 Hz, 1H), 4.19-4.04 (m, 3H), 4.00-3.93 (m, 1H), 3.83-3.57 (m, 3H), 3.37-3.18 (m, 1.5H), 3.11-2.98
(m, 0.5H), 2.12 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 6H), 2.03 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.81-1.44 (m,
6H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 170.52, 170.21, 170.18, 169.74, 169.50, 169.31, 169.04, 161.13,
156.33, 154.23, 152.63, 149.11, 147.57, 147.34, 140.89, 135.28, 133.22, 132.80, 132.24, 130.59, 129.54,
127.82, 126.91, 125.85, 125.24, 124.84, 124.17, 122.22, 119.11, 100.85, 99.30, 75.97, 72.98, 72.90, 72.24,
72.20, 72.08, 71.61, 70.85, 67.76, 64.47, 61.53, 61.48, 51.46, 40.79, 26.03, 25.27, 20.70, 20.67, 20.54,

Cl
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18.84.
HRMS (ESI) : [M+H]|* : m/z found 1260.2914, calc. 1260.2954.

OAc NO 54 (1.0 eq.)

2
Me
0 OYN NH DIPEA (5.0 eq.)
_—
5 (0] DCM, r.t., o.n.
Ac 27%
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OAc NO, " o)
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"OAC N" 0
H
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AcO
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AcO
OAc

Same procedure as for 57a was used starting from amine (25 mg, 0.04 mmol, 1.0 eq.), 54 (12 mg,
0.04 mmol, 1.0 eq.), and DIPEA (33 pL, 0.19 mmol, 5.0 eq.) to obtain product as a white powder (10
mg, 0.01 mmol, 27%).

IH-NMR (300 MHz, CDCls) : § (ppm) = 10.65-10.32 (m, 1H), 8.27-8.14 (m, 1H), 8.06-7.90 (m, 1H),
7.86-7.67 (m, 3H), 7.57-7.46 (m, 1H), 7.46-7.34 (m, 1H), 7.34-7.21 (m, 1H), 7.11-7.03 (m, 1H), 5.56-
5.49 (m, 1H), 5.46 (br s, 1H), 5.13-4.98 (m, 2H), 4.98-4.67 (m, 1H), 4.55 (br s, 1H), 4.31-3.97 (m, 4H),
3.93-3.78 (m, 1H), 3.28-3.03 (m, 2H), 3.01-2.88 (m, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.01
(s, 3H), 1.78-1.23 (m, 6H).

I3C-NMR (125 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) = 170.41, 170.30, 170.25, 169.52, 160.53, 156.49, 153.10, 149.15,
147.52, 141.32, 139.29, 135.29, 133.31, 132.92, 132.28, 130.79, 129.79, 127.87, 126.09, 125.49, 125.13,
124.45, 124.38, 122.55, 119.83, 114.28, 100.84, 71.54, 70.67, 67.94, 66.82, 65.99, 61.42, 40.78, 29.83,
29.46, 26.68, 25.40, 20.78, 20.70, 20.54, 19.04.

HRMS (ESI) : [M+H]" : m/z found 986.2219, calc. 986.2260.

AcO
NO, Me 54 (1.0 eq.)
AcO, (0] (0] N
%‘/ NH DIPEA (5.0 eq.)
- .
(0] \/M DCM, r.t., o.n.
AcO ‘OAc

51%

cl
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H
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Same procedure as for 57a was used starting from amine (22 mg, 0.02 mmol, 1.0 eq.), 54 (7 mg,
0.02 mmol, 1.0 eq.), and DIPEA (20 pL, 0.12 mmol, 5.0 eq.) to obtain the product as a white powder
(15 mg, 0.01 mmol, 51%).

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) — 10.45 (br s, 1H), 8.24 (br s, 1H), 8.01-7.93 (m, 1H), 7.81-7.66
(m, 3H), 7.54-7.35 (m, 2H), 7.24-7.01 (m, 2H), 5.27-5.22 (m, 1H), 5.20-5.13 (m, 2H), 5.12-5.02 (m,3H),
4.94 (t, J — 8 Hz, 1H), 4.63-4.53 (m, 3H), 4.37 (dd, J — 12 Hz, J — 4 Hz, 1H), 4.16-4.03 (m, 3H),
4.00-3.92 (m, 1H), 3.83-3.65 (m, 3H), 3.42-3.01 (m, 2H), 2.99-2.92 (m, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.09 (s, 3H),
2.08 (s, 3H), 2.05 (s, 6H), 2.03 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.80-1.45 (m, 6H).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3) : § (ppm) = 170.66, 170.35, 170.33, 169.87, 169.64, 169.44, 169.16, 160.63,
156.45, 153.82, 153.07, 149.04, 147.76, 147.51, 141.17, 135.28, 133.39, 132.72, 132.24, 130.56, 129.77,

OAc OAc
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127.86, 126.07, 125.35, 125.10, 124.82, 124.40, 122.51, 119.34, 100.96, 99.44, 76.03, 73.13, 73.00, 72.29,
72.21, 72.04, 71.73, 70.95, 67.87, 65.66, 61.65, 61.57, 49.51, 48.77, 41.11, 26.65, 25.38, 20.83, 20.80,
20.68, 19.02.

HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 1274.3050, calc. 1274.3105.
Cl

NO, ! o)
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To a solution of protected reagent (520 mg, 0.52 mmol, 1.0 eq.) in dry methanol (20 mL) in an ice-
bath was added sodium methoxide (102 mg, 1.872 mmol, 3.5 eq.). The mixture was stirred 1 h at 0°C
and quenched using Dowex 50X8-100 resin, then filtered and concentrated in vacuo. The product 62a
was obtained as a white resin. High purity was obtained using preparative-reverse phase C18 column
(gradient of ACN/H20 0/100 to 50/50 v/v) to give 62a as a white powder (171 mg, 0.21 mmol, 41%).

IH-NMR (300 MHz, CD30D) : § (ppm) = 8.07 (m, 1H), 7.73-7.69 (m, 2H), 7.67-7.60 (m, 2H), 7.50-7.31
(m, 2H), 7.31-7.23 (m, 1H), 7.13-7.05 (m, 1H), 5.02-4.93 (m, 1H), 4.93-4.82 (m, 2H), 4.51-4.40 (m, 1H),
4.13-4.03 (m, 1H), 3.83-3.78 (m, 1H), 3.77-3.71 (m, 1H), 3.68-3.58 (m, 3H), 3.53-3.44 (m, 2H), 3.12-3.01
(m, 1H), 2.94-2.83 (m, 1H), 1.59-1.25 (m, 6H).

IBC.NMR (125 MHz, CD30D) : § (ppm) = 163.06, 158.56, 154.58, 152.42, 151.11, 149.16, 148.62,
141.78, 136.22, 134.26, 134.07, 132.97, 132.68, 132.09, 131.01, 130.43, 129.97, 126.45, 126.12, 125.42,
125.22, 123.48, 118.91, 103.10, 96.37, 77.36, 74.86, 71.96, 70.10, 65.76, 62.32, 53.19, 52.68, 41.16, 27.00,
26.27, 19.86.

HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 804.1671, calc. 804.1687.

Cl

OAc NO,
Me

(0]
O N
Y \/m
. O
‘OAc

(e}

MeONa (2.0 eq.)
MeONa, 0°C, 1h

OAc 43%
Cl
e J
N
Y ~ N e} N|
@A\N o)
H
Cl

To a solution of protected reagent (10 mg, 0.01 mmol, 1.0 eq.) in dry methanol (3 mL) in an ice-
bath was added sodium methoxide (2 mg, 0.04 mmol, 3.5 eq.). The mixture was stirred 1 h at 0°C and
quenched using Dowex 50X8-100 resin, then filtered and concentrated in vacuo. The product 62b was
obtained as a white resin. High purity was obtained using HPLC (isocratic : ACN/H20 50/50 v/v) to
give 62b as a white powder (3.57 mg, 0.004 mmol, 43%).
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The NMR spectra were too complicated to be attributed.
HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 818.1838, calc. 818.1838.

AcO Cl

otk L0
O~__N x
~ | T N o Nl MeONa (2.0 eq.)
X @A\H O  MeONa, 0°C, 1h
HO c
i
(o) O« _N
N" 0 N
' \@\j \/R |
“OH N“ o
Cl

Same procedure as for 62a was used starting from protected reagent (23 mg, 0.018 mmol, 1.0 eq.)
and sodium methoxide (1 mg, 0.036 mmol, 2.0 eq.) to obtain 63a as a white powder.

Cl

HO.,,

HO

The NMR spectra were too complicated to be attributed.
HRMS (ESI) : [M+H]|" : m/z found 966.2201, calc. 966.2215.

AcO

MeONa (2.0 eq.)

MeONa, 0°C, 1h
17%

Cl

Same procedure as for 62a was used starting from protected reagent (15 mg, 0.018 mmol, 1.0 eq.)
and sodium methoxide (2 mg, 0.04 mmol, 2.0 eq.) to obtain 63b as a white powder (2 mg, 0.002 mmol,

17%).
The NMR spectra were too complicated to be attributed.
HRMS (ESI) : [M+H|" : m/z found 980.2352, calc. 980.2366.
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FACS analyses

Dot plots for non-transfected HEK 293 cells after 0, 1.5 (up), 3 and 4h (bottom) :
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Dot plots for non-transfected HEK 293 cells after 5, 7 (up), 8 and 24h (bottom) :
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Dot plots for transfected HEK 293 cells after 0, 1.5 (up), 3 and 4h (bottom) :
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Dot plots for transfected HEK 293 cells after 5, 7 (up), 8 and 24h (bottom) :
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