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Aminobenzyle

Agents chélatants bifonctionnels

Aminopipérazine

Acide aminohexinoique

tertio-butyloxycarbonyle
2-(tert-butoxycarbonyloxyimino)-2-phenylacetonitirile
Cancer de la prostate

Cancer du sein

1,4,7,11-tétraazacyclotétradécane
1,4,7,11-tétraazacyclododécane

Chromatographie sur couche mince
Dicyclohexylcarbodiimide

Density functional theory

Diffraction des rayons X

['®F]-fluoro-2-désoxyglucose

Gastrin releasing peptide

Hexafluorophosphate de (diméthylamino)-N,N-diméthyl(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
b]pyrdidin-3-yloxy)méthaniminium

Hard and Soft Acids and Bases

Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
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1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacétique acide

Acide éthylene diamine tétraacétique
1,4,7,11-tétraazacyclododécane-1,4,7,11-tétraacétique acide
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Imagerie par résonance magnétique
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Superparamagnetic iron oxide nanoparticles
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Tomographie par émission monophotonique

Ultra small iron oxide nanaoparticles

Ultrat violet
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FORMULAIRE

Ces quelques lignes ont pour but d’aider le lecteur a bien comprendre les noms relatifs aux ligands
étudiés et synthétisés au cours de cette thése. Dans ce manuscrit, les dérivés du tacn, seront
nommeés selon cette nomenclature simple, de type HynoxAyB (ou no signifie triazacyclononane,
A et B correspondent aux groupements fonctionnels introduits sur le macrocycle et x et y
correspondent respectivement au nombre de groupements A et B présents sur le macrocycle).
Une liste des groupements coordinants principalement abordés dans cette thése est répertoriée
ci-dessous (Tableau 1).

Groupement coordinant diminutif Formule chimigue
acétate a
antenne fluorescente fluo
méthylpyridine by
méthylpyridine substitué pyCOOH > OH
N O
N
méthylthiazole Eﬁ
. . . s
méthylthiazole acide tha E{\E ;
O
HO
picolinate pa N
N~
HO™ "O

Tableau 1 : Liste des groupements coordinants abordés dans ce manuscrit

Ligands synthétisés dans le Chapitre Il
=
|

1
! 1
: |
| \N H :
I N I
R a .
| AN N H\ 1
| (- N7 :
1 ‘ I
I o !
, NPEG, !
! |
1
I
: Hno2py1fluo Hno1fluo :
1
1
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Les techniques d'imagerie et de thérapie actuelles utilisées en médecine telles que I'imagerie par
résonance magnétique (IRM), la tomographie par émission de positons (TEP), 'imagerie optique
(IO) ou bien la radioimmunothérapie (RIT) mettent trés souvent a profit les propriétés intrinséques
des métaux de transition et des lanthanides, et de métaux lourds (Tableau 2).

TEP IRM Imagerie Optique RIT
84Cu2+ Gd3+ Lanthanides 67Cu?+
68G a3+ Ni2+ 3+ 90Y3+
892r4+ Mn2+ Ru2+ 21SBi3+
131 T3+ Fe3+ Re2+ 212pp2+

Tableau 2 : Listes non exhaustives de métaux de transition, lanthanides et métaux lourds utilisés en

imagerie et en thérapie

Pour ces applications, le métal est en général sous sa forme cationique. Cependant, si ce dernier
est libre, il est souvent toxique et doit nécessairement étre chélaté pour une utilisation in vivo.
C’est ainsi que les polyazamacrocycles ont pris une place considérable dans ces différents
domaines grace a leurs excellentes propriétés de coordination.

En IRM, certains complexes de coordination peuvent servir d’'agents de contraste, permettant
ainsi une exaltation du signal par rapport a un scan usuel. L’agent de contraste le plus utilisé
actuellement est le dotarem ® (Figure 1). Il s’agit d’'un complexe de Gadolinium (lll) et du dota,
cyclen N-fonctionnalisé par 4 bras acétate. Selon la théorie de Pearson U], les lanthanides et le
gadolinium en particulier sont considérés comme de acides durs et forment des complexes trés
stables avec des ligands possédant des atomes donneurs durs comme I'oxygene. Ajouté a cela,
I'effet chélate et I'effet macrocyclique @ induit par le polyazamacrocycle, font du dotarem® un des

complexes les plus stables thermodynamiquement et inertes cinétiquement.

Vecteur Biologique

0
H
OTOH ) oH T
= HN/\/NV[K
N ] OH /Ni\g HO [GSGa ]
HO [ -Gd-
NN Q/N ol e
© HOY, 5 o H HN NH,
N o)
w0 Y f*}
OH
H,dota dotarem ® [?8Ga(dotatoc)]

Figure 1 : Structures du Hsdota, du dotarem ® et du dotatoc
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Le Hidota est considéré comme un des standards actuels pour la complexation de cations
métalliques divalents et trivalents (i.e cuivre-64 et gallium-68) pour I'imagerie TEP B4, De plus,
son homologation par les agences américaine et francgaise de santé (FDA et ANM) le rend ainsi
incontournable pour des applications in vivo. Le [#8Ga(dotatoc)], dans lequel un le Hsdota est lié
a un vecteur biologique ciblant les récepteurs de la somatostatine, est utilisé en clinique comme
radiotraceur pour la détection des maladies neuroendocriniennes par exemple. Néanmoins, bien
qu’il soit considéré comme un des meilleurs ligands pour la complexation de cations durs comme
le gallium et le gadolinium, les complexes formés avec le cuivre-64 sont nettement moins inertes.
Ce mangque de stabilité entraine la plupart du temps, une démétallation des complexes in vivo Bl
Il est donc nécessaire de synthétiser de nouveaux ligands pour I'élaboration de complexes du

Cu(ll) stables thermodynamiguement et inertes cinétiquement.

Au laboratoire, I'équipe est spécialisée depuis de nombreuses années dans I'élaboration de
nouveaux chélates a base de polyazamacrocycles pour la complexation de différents métaux de
transition, de métaux lourds et de lanthanides. Les dérivés macrocycliques développés et étudiés
au laboratoire proviennent de 4 plateformes différentes : les tacn, cyclen, pyclen ou cyclam
(Figure 2).

X

N NH HN L~ NHHN
(N N (
HN  NH NH HN NH HN NHHN
—/ —/ N
N L)
tacn cyclen pyclen cyclam

Figure 2 : Structures des plateformes macrocycliques

Une des thématiques majeures de I'équipe est liée a la synthése et I'étude de chélates du Cu(ll)
pour une application en imagerie TEP. L'équipe a notamment montré l'importance de la
N-fonctionnalisation de dérivés du cyclam par des groupements picolinate ©71 (Figure 3). Elle a
mis en évidence la capacité des cyclams monopicolinate a former des complexes du cuivre (ll)
de trés haute stabilité et présentant des propriétés adaptées a une application en imagerie TEP.
Par exemple, le ligand Htelpa couplé a un anticorps posséde une efficacité de ciblage des
tumeurs comparable, voire meilleure lorsque le couplage est réalisée via une fonction présente

sur le macrocycle 8, & un analogue formé avec le ligand Hsdota ©..
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N_K
Y “Anticorps
S

(™ HO._O (™ HO_O ™ 00y . HO. O
NHHN NH_N NHHN Anticorps l
l'e (J IV (o 20 Coy I

Hte1pa Hcbtelpa te1pa-Anticorps p-SCN-te1pa-Anticorps

Figure 3 : Structures des ligands Hte1pa,Hcbte1pa, te1pa-Anticorps et du p-SCN-te1pa-Anticorps [5-8

Bien que la plupart des recherches au laboratoire soient axées sur les tétraazamacrocycles, le
1,4,7-triazacyclononane, communément appelé tacn, a pris une place importante dans I'équipe
depuis quelques années, pour diverses applications. Mélissa Roger a synthétisé et étudié durant
sa these, différents ligands pour la complexation de métaux de transition. Dans le cadre de
I'élaboration de nouveaux chélates du Cu(ll), elle a étudié l'influence de la fonctionnalisation du
tacn par des groupements méthylpyridine et picolinate (Figure 4). Elle a ainsi démontré que la
stabilité des complexes de Cu(ll) diminuait avec 'augmentation du nombre de fonctions picolinate
sur le macrocycle. Les ligands no3py et Hno2pyipa possédent d’excellentes propriétés de
coordination pour le cuivre et les complexes formés ont une stabilité remarquable 19, Ces deux
ligands sont considérés comme des ligands de choix pour [I'élaboration de nouveaux

radiopharmaceutiques a base de chélates du Cu(ll).

= = =

N O, _OH N O._OH N

N \NI o N0 NI

Z N N Z>N N HO Z>N N HO
ST Tor G TS T
/ N / /

XN
7/
X g X HO X

no3py &1 Hno2py1pa [0 H,no1py2pa %11 Hzno3pa 111

Figure 4 : Exemples de ligands N-fonctionnalisés par des groupements méthylpyridine et picolinate
étudiés au laboratoire pour la complexation du Cu(ll) =11

Dans le domaine de I'lRM, notre équipe a développé des agents de contraste potentiels a base
de Mn(ll). Ces agents de contraste sont des dérivés du tacn di-N-fonctionnalisés par deux
groupements acétate et un groupement méthyl, ou par un groupement picolinate (Figure 5),
offrant ainsi un site vacant pour la coordination d’'une molécule d’eau nécessaire a I'établissement

du contraste. Les études a I'état solide et en solution ont en effet confirmé qu’une molécule d’eau
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était bien coordinée au cation métallique en sphere interne. Les valeurs de relaxivité obtenues

sont également du méme ordre de grandeur que le dotarem [1213],

"(.'J oIt
| H H
;[,N’/ N/
O W M\r}\‘> F{N\LMRN>

o} \_\'\" :\L —\
0o

[Mn(Meno2a)H,0] [Mn(no1pa)H,0]"

Figure 5 : Agents de contraste potentiels pour I''RM développés au laboratoire [>13

Notre groupe s’intéresse également a la synthése de sondes a base de lanthanides pour
l'imagerie optique. Dans ce contexte, I'élaboration de dérivés tétraazamacrocycliques de la famille
du cyclen N-fonctionnalisés par des antennes biphotoniques a été entrevue '#'9, Ces bras a
motifs picolinate substitué ont la capacité a jouer le roéle d’antenne pour pouvoir observer
I'émission du lanthanide grace a un transfert d’énergie du bras vers le cation. Ces composés
permettent une excitation a deux photons du lanthanide. Des études in vitro ont montré que ces
deux complexes cationiques, s’internalisaient dans les cellules et permettaient une imagerie a un
ou deux photons. Ces résultats prometteurs, permettent d’envisager la synthése de nouvelles

sondes bioluminescentes et sont en cours de de développement au laboratoire.

[Eu(Medo2fluo)] [Yb(Medo2fluo)]*

PEG= MeO.__~ /\/O\/>,_,f
O

Figure 6 : Exemples de sondes luminescentes a base de Lanthanides développées au laboratoire ['4]

Ces différents exemples montrent l'intérét de développer de nouveaux chélatants a motifs
méthylpyridine et picolinate.
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Les travaux que nous décrivons dans cette thése s’inscrivent a la suite de ces différents résultats
et ont pour objectif de développer de nouveaux chélatants triazamacrocycliques pour des
applications en TEP, IRM et en imagerie optique de fluorescence, en s’inspirant des modéles
précédents.

La premiere partie de ce manuscrit est une introduction a la chimie de coordination du Cu(ll) au
travers de la chimie des polyazamacrocycles N-fonctionnalisés par des bras acétate. Aprés avoir
également énoncé l'intérét des groupements méthylpyridine et picolinate pour I'élaboration de
complexes de coordination stables thermodynamiquement et inertes cinétiquement, la derniere
partie de ce chapitre est dédiée aux différentes voies de synthéses et de N-fonctionnalisation
spécifique du tacn pour contréler son habillage et ainsi moduler les propriétés de coordination des
ligands.

Le deuxiéme chapitre de cette thése, est consacré a I'élaboration de nouvelles sondes bimodales
a base de dérivés de tacn-picolinate. La premiere partie permettra de définir les différentes
techniques d’'imagerie en lien avec ce travail qui sont la TEP, I'IRM et I'imagerie optique. Cette
introduction sera complétée par des exemples pertinents de ligands élaborés au laboratoire et
issus de la littérature tout en étudiant les propriétés nécessaires pour une application en milieu
biologique. Ensuite la deuxieme partie de ce chapitre sera consacrée a la synthése et les études
en solution d’'une sonde TEP-fluorescence a base d’'un complexe de Cu(ll). Les études réalisées

sur une potentielle sonde IRM-fluorescence a base de Mn(ll) viendront finir ce chapitre.

Le troisieme chapitre de cette these est axé sur I'élaboration de nouveaux ligands
triazamacrocycliques N-fonctionnalisés par des groupements méthylthiazole et méthylthiazole
acide pour la complexation du Cu(ll). La synthése des chélatants et I'étude de leurs complexes
de métaux de transition a I'état solide et en solution seront exposées. Une attention particuliere

sera donnée a la stabilisation des complexes de cuivre au degré d’oxydation (1).

Apres avoir étudié différents chélatants du Cu(ll) dans les chapitres | et Ill, pour une application
en imagerie TEP, nous avons sélectionné ceux répondant aux critéres imposés par le milieu
biologique pour I'élaboration de nouveaux radiopharmaceutiques pour une application dans le
cadre des cancers du sein et de la prostate. La premiéere partie de ce quatrieme chapitre fera un
rappel sur l'utilisation de peptides comme vecteurs biologiques pour le ciblage spécifique de

récepteurs surexprimés sur les cellules de ces deux types de cancer. Les synthéses de trois
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nouveaux agents chélatants bifonctionnels seront ensuite détaillées. Enfin, apres bioconjugaison
sur un peptide d’intérét, les études de radiomarquage au cuivre-64 des nouveaux bioconjugués
et celles de stabilité en milieux compétiteurs seront présentées. Les premiers résultats in vitro
viendront clore ce chapitre.

Un dernier chapitre décrit le travail préliminaire effectué sur une nouvelle génération de ligands
triazamacrocycliques offrant une fonction vectorisable sur un atome de carbone du macrocycle.
Ce chapitre V est une ouverture sur une nouvelle voie de synthése de triazamacrocycles
bifonctionnels via une méthode dite de C-fonctionnalisation.
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Chapitre | :

Rappels Bibliographiques
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1 Les complexes de cuivre: généralités, propriétés et
spectroscopie

Le cuivre est un élément appartenant a la quatrieme ligne et la onziéme colonne du tableau
périodique. De numéro atomique Z = 29 et de configuration de type [Ar]3d'°4s’, cet élément fait
partie de la famille des métaux de transition. Ces derniers sont des éléments caractérisés par une
sous-couche d incompléte ['¢l. Le cuivre existe dans les états d’oxydation de 0 a +lll, I'état

d’oxydation +lI étant celui retrouvé le plus souvent en solution, du fait de sa plus grande stabilité.

|.  Propriétés de coordination du cuivre (ll)

Le cation Cu?*, de configuration [Ar]3d®, est considéré selon la théorie HSAB comme un cation de
dureté intermédiaire ce qui lui permet de former des complexes stables avec des bases de Lewis
intermédiaires (N, S, O) ['l. Selon I'environnement autour de la sphére de coordination du métal,
les complexes formés peuvent adopter plusieurs géométries. Le Cu?*, de rayon ionique compris
entre 57 pm et 73 pm, forme des complexes de type ML:s a MLe
(M = métal, L = ligand) en fonction des ligands utilisés. Les géométries sont répertoriées dans le
tableau ci-dessous (Tableau 3).

Nombre de coordinance Géométrie
4 Plan carré / Tétraédrique
5 Pyramide a base carrée / Bipyramide trigonale
6 Octaédrique / Octaédrique déformée

Tableau 3 : Corrélation entre la géométrie des complexes de Cu?* et le nombre de coordinance

Avec un nombre de coordinance égal a quatre, les complexes ML. adoptent des structures de
type plan carré ['"1 ou tétraédrique ['8. Pour des complexes de type MLs, les géométries possibles
sont de type bipyramide trigonale ['® ou pyramide a base carrée 2%, caractérisée par un cation
métallique proche d’un plan basal et une élongation de la liaison en position apicale. Enfin, les
complexes avec une sphére de coordination de type MLes adoptent des géométries octaédrique,
prismatique ou octaédrique déformée ', D’aprés la théorie du champ cristallin, la coordination

du Cu(ll) entraine une déstabilisation des orbitales 3d (eg et tzg). Les orbitales d,, et d,, se

retrouvent plus basses en énergie par rapport a 'orbitale d,,,. Les trois électrons des orbitales eg®
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dégenérées sont répartis sur les orbitales d,- et d,2_,2. Ces changements d’énergie de l'orbitale
d,> se caractérisent par une élongation des liaisons selon I'axe z 2. Cette déformation est plus

communément appelée distorsion de Jahn-Teller 231,

Energie d.. d

z x%—y

2
rF 9 I dx2 _yZ
Levéede

3
dégénérescence 'H' + €9 _H: d,e

HH W™
A

dyy,d
HHHH+ dey  dy
L L
| | L LT | i 1
Ccuz h cu+ ™" /éu’ i
e T L L||_\|_ L/‘\L
L L
lon libre Approche des Coordination Distorsion de
ligands octaédrique Jahn-Teller

Figure 7 : Diagramme d'énergie d'un complexe CuLs selon la théorie du champ cristallin

Il. Caractéristiques spectroscopiques

Les complexes de Cu?* sont caractérisés en spectroscopie UV-visible par une bande d’absorption
large et mal définie correspondant aux transitions d-d. Cette bande s’étend sur une échelle de
500 a 1000 nm. L’énergie de ces transitions est directement liée a la géométrie des complexes
en solution 24, La corrélation entre la structure des complexes en solution et les absorptions des
complexes est présentée ci-apres (Figure 8).

Les complexes ML4 ont une signature UV-visible différente selon qu’ils présentent une géométrie
plan carré ou tétraédrique. Les complexes dans une géométrie plan carré ont des absorbances
comprises entre 500 et 555 nm contre 625 et 800 nm pour les complexes tétraédriques.

Les complexes pentacoordinés, avec une sphére de coordination de type pyramidale a base
carrée, présentent des longueurs d’onde d’absorption comprises entre 600 et 1000 nm. Sur une
gamme allant de 700 a 850 nm environ, les complexes MLs peuvent adopter une géométrie
bipyramide trigonale.

Enfin, les complexes hexacoordinés de type MLgs peuvent présenter une sphere de coordination
dans un environnement octaédrique ou octaédrique déformé (distorsion de Jahn-Teller). Les
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complexes octaédriques déformés possedent une signature spectrale s’étendant sur environ 200
nm (500 a 700 nm). La géométrie octaédrique est caractérisée par des longueurs d'onde

comprises entre 700 et 1000 nm.

Sphere Octaédrique
de coordination
MLg Octaédrique déformée

Bipyramide trigonale

Pyramidale a base carrée
ML

ML, Plan carré tétraédrique

| | | | | |
500 555 625 714 833 1000

A (nm)

Figure 8 : Diagramme de corrélation structure et absorption des complexes 24 adapté de la

littérature 23!

lll. Effet chélate et effet macrocyclique des complexes de cuivre

De maniere générale, les chélates bidentates de cuivre (II) sont plus stables que les complexes
formés avec des ligands monodentates (i.e H20, NHs). De plus, une préorganisation
macrocyclique des ligands engendre une meilleure stabilité des complexes de cuivre formés par
rapport a leurs analogues linéaires 8. Dans les complexes macrocycliques, la taille du ligand a
également un impact sur la stabilité des complexes. A. E. Martel et al. ont étudié I'influence de la
stabilité de complexes de métaux de transitions en fonction de la taille du macrocycle 271, Parmi
tous les cycles chélates que peut former le Cu?*, les métallocycles a cing et six chainons formés
avec des ligands polyazotés sont les plus stables (Figure 9).
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Figure 9 : Géométrie idéale pour des métallocycles a cing ou six chainons [27]

Dans les métallocycles & six chainons, le cation métallique est idéalement distant de 1,54 A des
atomes d’azote coordinants et forme un angle N-Cu-N de 109,5°. Un cycle chélate a cinq chainons
entraine une élongation de la distance métal-azote, ce qui confére une moins bonne stabilité au
complexe. Le Cu(ll) formera ainsi des complexes plus stables s’il est engagé dans des

métallocycles (cycles chélates) a six chainons.

Les données de stabilité thermodynamique de quatre complexes de cuivre formés a partir de
ligands azotés mono- ou poly-dendates, linéaires ou macrocycliques, dans lesquels la nature des
cycles chélates varie entre cing et six chainons, illustrent les propos précédents (Tableau 4). On
observe également que la stabilité thermodynamique augmente avec la denticité et la nature

macrocyclique (effet macrocyclique @) du ligand.

HSN“Q'NH3 HaN_ S NH, (5 NH N N

Tl A HZN;%;NHZ C ?N CN z N

E— H~H

ligand -NHs Ethylénediamine 232 cyclam
denticité monodentate bidendate tétradentate tétradentate
nature linéaire linéaire linéaire macrocyclique

logKauL 13,0 19,6 20,1 24,8

Tableau 4 : Constantes de complexation en fonction de la denticité et de la nature du ligand ¢!

Les structures macrocycliques apparaissent ainsi comme des plateformes particulierement bien
adaptées a la complexation du cuivre (II), ce qui explique qu’ils aient pris une place considérable

dans ce domaine.
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2 Propriétés des polyazamacrocycles N-acétate

[. Introduction

Les polyazamacrocycles sont des macrocycles dotés de fonctions amine secondaires espacées
par deux ou trois atomes de carbone pour les plus utilisés. Dans la famille des
polyazamacrocycles, les plus connus sont des triazamacrocycles et tétraazamacrocycles dérivés

du tacn, cyclen et cyclam (Figure 10) ainsi que leur analogue N-fonctionnalisé par des bras

acétate.
H [NﬁN] [NHHN]
HN NH NH HN NHHN
tacn cyclen cyclam
0 Oy-oH o OTOH
ﬁOH N/_\N/\gH m/\fo
L S e BT Y e
NN S NN O%UL
HO S0 HOY, HO S0
Hsnota H,dota H,teta

Figure 10 : Structure du tacn, cyclen et cyclam et de leurs dérivés N-fonctionnalisés par des bras acétate

Cette partie, portera sur la géométrie et la caractérisation a I'état solide et en solution des
complexes de Cu(ll) de ces polyazamacrocycles. Un rappel bibliographique concernant la stabilité
thermodynamique et I'inertie cinétique des complexes permettra d’évaluer l'influence de la nature

du macrocycle sur les propriétés des complexes.

II.  Géométrie des complexes et propriétés spectroscopiques

1. Détermination de la sphére de coordination d’'un complexe MLe
Il est possible de déterminer la géométrie d’'un complexe de type MLs, possédant un axe de

symeétrie Cs, en étudiant I'angle de torsion, aussi dénommé l'angle diédre. Il correspond a la

différence d’alignement des plans inférieur et supérieur formés a partir des atomes coordinants
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situés autour du cation métallique. Cet angle est présenté dans la figure ci-aprés pour des
complexes de type MNs (Figure 11).

N6

N3

N5 N4

N2

Figure 11 : Détermination de I'angle de torsion ¢

K. Wieghardt et al. ont étudié différents complexes de métaux de transition a partir du ligand
Hsnota 28 (Figure 10). Cette étude a permis d’énoncer une régle afin de déterminer la géométrie
de ces complexes MLe. Si I'angle diédre est proche de 0°, le complexe sera dans une géométrie
prismatique. En revanche, si 'angle de torsion est proche de 30°, le complexe adoptera une

géomeétrie octaédrique.

2. Isomérie des complexes MLe

Les complexes MLs formés avec des ligands macrocycliques peuvent exister sous différentes
conformations. La détermination de la conformation des complexes cuivriques de
polyazamacrocycliques se divise en deux parties (Figure 12). La premiére consiste a déterminer
la conformation A ou A du macrocycle : le sens de rotation des bras coordinants, aussi nommé
hélicité, permet d’obtenir une conformation (A) si elle est dans le sens horaire. Dans le cas
contraire, une hélicité dans le sens antihoraire entraine une conformation (A) (Figure 12, A).
Ensuite, la détermination de la conformation des liaisons C-C est possible en positionnant le métal
dans I'axe horizontal de deux atomes d’azote du macrocycle (Figure 12, B). Si la liaison C-C est

ascendante elle sera de conformation ®, dans le cas contraire elle sera A.

Figure 12 : Détermination de la stéréochimie des complexes MLs
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3. Structures cristallographiques des complexes [Cu(nota)], [Cu(dota)]> et
[Cu(teta)]*

Les ligands Hsnota, Hsdota et Hsteta possédent respectivement six et huit atomes coordinants
pour la formation de complexe avec le Cu?*, qui sont les atomes d’azote des azamacrocycles et

les atomes d’oxygéne des bras acétate. Les structures cristallographiques des complexes,

f
Cu‘7 /. ' f

“ | "

[Cu(nota)] [Cu(dota)]* } [Cu(teta)]*
Cu O? Cu 02 Cu OQ

extraites de la littérature 2%, sont représentées ci-dessous (Figure 13).

Géomeétrie prismatique Octaédrique déformée Octaédrique déformée

Figure 13 : Géométrie des complexes [Cu(nota)],, [Cu(dota)]? et [Cu(teta)]> issues de la littérature 29

Lors de la complexation du Cu?* avec le ligand Hsnota, le cation métallique est chélaté par les
trois atomes d’azote du macrocycle et les trois atomes d’'oxygéne des bras acétate (Figure 13).
La sphére de coordination du métal est de type N3Os. Avec un angle de torsion de 13,3°, elle peut
étre considérée comme étant de type prismatique trigonale distordue [281.

Les analogues tétraazamacrocycliques Hsdota et Hiteta, forment tous les deux des complexes
de type N4O présentant cependant des sphéres de coordination différentes (Figure 13). La
sphére de coordination du [Cu(dota)]? est, quant a elle, constituée des quatre atomes d’azote du
macrocycle et de deux atomes d’oxygéne des fonctions acétate positionnée en trans. Le cation
métallique se retrouve au-dessus du plan moyen formé par les atomes d’azote du macrocycle.
Dans le cas du [Cu(teta)]*, le complexe adopte une géométrie octaédrique déformée de type
trans-1ll B9, Le cation métallique se retrouve dans la cavité macrocyclique et est complexé en
positions apicales par deux atomes d’oxygéne en trans distants de 2,269 A du Cu?* B'. Cette
structure est caractéristique d’'un complexe CulLs dans une géométrie octaédrique avec une

distorsion de Jahn-Teller et donc une élongation des liaisons selon 'axe z.
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4. Caractéristiques spectroscopiques

En spectroscopie UV-visible les complexes de cuivre (ll) formés a partir des ligands Hsnota,
H.dota et Hiteta sont caractérisés par une bande large, mal définie entre 600 et 800 nm
correspondant au transition d-d du cation métallique. Les valeurs issues de la littérature sont
répertoriées ci-dessous (Tableau 5) 2832,

[Cu(nota)]-[*8]a [Cu(dota)]? 182 [Cu(teta)]? [321b
Amax (NM) 750 734 646
aH20, pH 7, 25°C. ® H20, pH 9, 25°C

Tableau 5 : Longueurs d’'ondes maximales d’absorption des complexes de Cu(ll)

La géométrie des complexes en solution peut étre corrélée avec les structures a I'état solide
puisqu’avec des longueurs d’ondes maximales d’absorption comprisent entre 646 et 750 nm, la
sphére de coordination du cation métallique peut étre décrite comme étant dans une géométrie
octaédrique distordue.

lll. Propriétés acido-basiques des polyazamacrocycles

Les polyazamacrocycles étant pourvus de fonctions amine et souvent N-fonctionnalisées par des
groupements protonables, possédent des propriétés acido-basiques. Ces propriétés peuvent étre
évaluées par des constantes de protonation (K.) définies par différents équilibres successifs. Ces
équilibres et les équations résultantes sont présentés ci-dessous (Tableau 6).

Constantes Equilibres
K, = ﬂ K1
L7 [H][L] L+H LH
_ [LH,] Ky
27 [H][LH] LH+H— LH,
_ _ [LHy] Kn
! [H][LHn-1)] LHp1) + H LH,
Bn = K; X K; X ... XK, B
L+nH LH,

~—

Tableau 6 : Constantes de protonations associées aux équilibres de réaction
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Les états de protonation des polyazamacrocycles peuvent étre décrits par le logarithme de ces
constantes. La somme des logarithmes (logB) témoigne de la basicité globale d’un ligand. Ces
constantes peuvent étre déterminées par diverses méthodes analytiques telles que la
spectroscopie UV-visible, la RMN, ou par titrage potentiométrique.

Les constantes de protonation (Tableau 7) des macrocycles tacn, cyclen et cyclam ont été
reportées dans une revue de R. M. Izatt et al. 3. Ces constantes ont été déterminées par titrage
potentiométrique dans des conditions standards (0,1M KNO3 a 298 K).

tacn 133l cyclen [ cyclam [
logKj 10,42 10,6 11,54
logKz 6,82 9,6 10,53
logKs / / 2,43
logKs / / 1,97
logBn 17,24 20,2 26,47

Tableau 7 : Constantes de protonation des macrocycles usuels

Les deux premiéres constantes de protonation (logKi et logKz) sont attribuées a la protonation
des amines secondaires des macrocycles. Les études réalisées sur le tacn et le cyclen ne
permettent pas de déterminer une troisieme constante de protonation ['® dans le domaine de
sensibilité de la technique utilisée, en raison probablement de la taille de la cavité, plus petite que
celle du cyclam, ce qui engendre des répulsions électrostatiques importantes. Le tacn posséde
une constante de protonation globale logP égale a 17,30 qui est inférieure a celle des analogues
tétraazamacrocycliques (20,2 pour le cyclen et 26,47 pour le cyclam). De maniére générale, la
basicité globale des ligands augmente avec la taille de la cavité macrocyclique (hombre d’atomes

de carbone) et le nombre de sites protonables.

L’introduction de fonctions acide carboxylique sur les ligands N-acétate augmente la basicité
globale des ligands (Tableau 8). Les trois ligands Hsnota, Hsdota et Hiteta possédent une
premiére constante de protonation similaire (logKi= 11). En revanche, la seconde constante est
nettement plus basse pour le Hsnota (logk: = 5,59) par rapport a ses analogues
tétraazamacrocycliques (logKz = 9,7) en accord avec la plus petite taille du macrocycle, comme

déja observé pour le tacn.
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Hsnota (34 2 Hadota (331 © Hateta 1331 °

logKi 11,3 11,36 11,07
logKa 5,59 9,73 9,75
logKa 2,88 4,54 4,31

logKa / 4,41 3,46
logBn 19,77 28,59 30,04

a|=0,1 MNaNOs a 298 K. I = 0,1 M KNOs a 298 K

Tableau 8 : Constante de protonation des ligands Hsnota Hidota et Hsteta

Le mécanisme de protonation de ces ligands peut étre déterminé par des études
potentiométriques combinées a des études RMN 'H en fonction du pH. La protonation directe de
fonctions amine ou acide carboxylique entraine une variation de déplacements chimiques des
protons proches des fonctions protonées.

Une étude réalisée par D. Sherry et al., a permis de déterminer avec précision le mécanisme de
protonation du ligand Hsnota (Schéma 1) B4 Les premiére et deuxiéeme protonations
(logKy = 11,3 et logKz: = 5,59) (Tableau 8) sont attribuées a deux fonctions amine tertiaire du
macrocycle. L’introduction d’un second proton dans la cavité entraine de fortes répulsions
électrostatiques. Les deux fonctions acide carboxyligue sont donc en interactions avec les
fonctions amine tertiaire protonées et induisent par conséquent une troisieme protonation

(logKs = 2,88) sur I'acide carboxylique porté par 'amine non protonée symétrique aux deux autres.

o o o
HLO— Hko— &o— S

TG = e = gy fowo (IR
O)\/ _J l - O)\/ Wl l - o)\/N\—H\/NL - Oé\'\/ Ly l
0o 0o -0 -0

Schéma 1 : Mécanisme de protonation du Hznota 34

V. Stabilité thermodynamique des complexes

Lors de la réaction de complexation entre un métal et un ligand, plusieurs équilibres sont présents
en solution en fonction du pH (Tableau 9). La stabilité thermodynamique d’'un complexe est
déterminée par sa constante de formation logKu.. La premiére constante Ku. correspond a la
constante d’équilibre de formation du complexe ML (M = métal) (L = ligand). En revanche, lors
de la formation des complexes, plusieurs especes coexistent en fonction du pH, comme les
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complexes protonés MLH ou hydratés MLOH ce qui ne permet pas d’utiliser la constante logKm.
pour comparer les stabilités thermodynamiques des complexes entre eux. Il est plus réaliste
d'utiliser la constante de formation globale, qui prend en compte la basicité des ligands pour
étudier la stabilité des complexes. La seconde est la résultante de la protonation d’'un complexe
pour former I'espéce MLH. La constante Bminrend compte de l'interaction entre un ligand et un
métal donné. Plus cette constante est grande, plus I'affinité métal-ligand est importante.

Finalement, pour comparer complétement des ligands entre eux, possédant des basicités
différentes, la détermination du pM est nécessaire. Le pM (pM= -log[M™ire]) est calculé pour 10
équivalents de ligand par rapport au métal a pH 7,4 et température ambiante B°. Plus cette
constante est élevée, meilleure est la stabilité thermodynamique du complexe formé 1381,

Constantes Equilibres

ko = LT
MET ML L+M

N [MLH]
MU TH][ML] ML + H

K _ [MLH,]
MU T [H]R ML ML+ nH ——
B = My LiHp] B,
" [M][L]'[H]R mM + IL + hH

KmL

ML

~——

KMLH

MLH

~——

KMLHn

MLH,

MmLiHp

Tableau 9 : Principales constantes de formation de complexe et équilibres associés

Les valeurs des constantes de formation des complexes du cuivre formés a partir des ligands
polyazotés tacn, cyclen et cyclam, déterminées par potentiométrie et issues de la littérature 33°7]
sont répertoriées dans le tableau ci-dessous (Tableau 10).

tacn 8712 cyclen [331b cyclam 38l ¢
logKauL 17,50 23,3 26,51
a]l=05MKNO3a298 K.l =0,1 MNaNOs a 298 K. ¢l =0,1 M KNOsa 298 K

Tableau 10 : Constante de formation logKcuL des complexes [Cu(tacn)]?+, [Cu(cyclen)]?* et [Cu(cyclam)]?*

Le tacn posséde une constante de formation logKc.L €gale a 17,50, contre 23,30 et 26,50 pour
les dérivés tétraazamacrocycliques cyclen et cyclam respectivement. Ces valeurs démontrent
linfluence de la cavité macrocyclique (taille et/ou nombre d’atomes d’azote) sur la stabilité
thermodynamique des complexes. En accord avec les postulats de A. E. Martel et al. 8, on

remarque que le tacn forme trois cycles chélates a cing chainons, ce qui est moins adapté pour
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la complexation du Cu?* (Figure 14). Le cyclam apparait comme un ligand particuliérement
adéquat pour la complexation du cuivre (Il) du fait de la formation de deux cycles a cing chainons
et de deux autres cycles a six chainons, ce qui lui confére une meilleure stabilité.

H H / \H H. (6\ H
N N 5N NN
(sds (5905 (s %5)
NN o )
HN s Ny GN's N H"@LH
o =Cu?

Figure 14 : Influence de la cavité macrocyclique

Les données de stabilité thermodynamique des ligands Hsnota Hidota et Hiteta vis-a-vis de la
complexation du cuivre (Il) issues de la littérature 2°38 sont réunies dans le tableau ci-dessous
(Tableau 11).

Hsnota [38] Hsdota [29] Hateta [2°]
logKcuL 21,63 22,21 21,60
logBcuL 22,022 32,71°P 28,20°b

pCu = -log[Culiibre 17,61 15,20 [3°] 14,20 [40]

2| =0,1 MKNO3 a 298 K. ?l = 0,1 M (CH3)aNNQOs/Cl a 298 K

Tableau 11 : Constantes thermodynamiques des ligands Hanota Hsdota et Hsteta pour l'ion Cu?+

Les ligands Hsnota, Hsdota et Hsteta avec des constantes de complexation logKcu comprises
entre 21,60 et 22,21 forment, encore une fois, des complexes de cuivre avec des stabilités
thermodynamiques similaires. La constante de formation globale du complexe de Cu(ll) avec le
ligand Hsnota (logBcu= 22,02) est moins importante que celles des dérivés
tétraazamacrocycliques (32,71 pour le Hsdota et 28,20 pour le Hsteta). La valeur plus faible
obtenue pour le Hsnota est due au nombre de sites protonables inférieurs.

Pour finir, le pCu du Hsnota est égal a 17,61 contre 15,20 et 14,20 pour les ligands Hsdota et
Hateta respectivement (Tableau 11). Ceci montre que le complexe de cuivre formé avec le Hsnota
est plus stable thermodynamiquement que ceux formés avec les analogues
tétraazamacrocycliques a pH physiologique.

V. Inertie cinétique des complexes

La dissociation des complexes de cuivre (ll) peut étre la résultante d’'une compétition avec divers

ligands compétiteurs, aussi appelée transchélation. Elle peut également provenir d’une
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compétition avec des anions (phosphates, etc...) ou des cations (Zn?*, K*, Ca?*, H* etc...), plus
communément appelée transmétallation. Généralement la transmétallation est déterminée
expérimentalement par compétition avec différents cations relatifs au milieu ciblé pour une
application donnée. La dissociation d’'un complexe en milieu acide est une technique tres utilisée
pour évaluer l'inertie des complexes, I'excés de protons pouvant mimer la compétition avec
d’autres cations. Pour ce faire dans le cas du Cu(ll), le suivi cinétique de la dissociation des
complexes est souvent étudié par spectroscopie UV-visible, en suivant la disparition de la bande
d’absorption d-d du complexe, signature de la dissociation du complexe. Ce suivi permet de
déterminer ainsi le temps, dit, de demi-vie du complexe.

Les groupes de K. Wieghardt et G. R. Weisman ont étudié la dissociation des complexes en milieu
acide chlorhydrique 5M des complexes de Cu(ll) avec les dérivés du Hsnota Hidota et Hiteta a
été évaluée dans un milieu HCI 5M a différentes température #1421 (Tableau 12).

[Cu(nota)] [ [Cu(dota)]? [*2 [Cu(teta)]* [
HCI 5M 90°C / <1 min 4,5 min
HCI 5M 50°C / / /
HCI 5M 30°C <1 min / 35]

Tableau 12 : temps de demi-vie des complexes Cu(ll) en milieu acide

Le dissociation du complexe [Cu(nota)] et du [Cu(dota)]* est quasiment instantanée en milieu
HCI 5M, a 30°C ou 90°C. Le complexe [Cu(teta)]* est plus inerte, avec des temps de

demi-vie respectivement de 4,5 min et 3,5 jours dans de I'acide chlorhydrique 5M a 90°C et 30°C.

VI. Stabilité électrochimique

1. Principe de la voltamétrie cyclique

La voltamétrie cyclique, aussi appelée voltampérométrie cyclique, est une technique
électrochimique permettant d’étudier les propriétés d’oxydo-réduction d’'un cation métallique. Elle
repose sur la mesure de la variation de courant électrique induite par une variation continue de
potentiel électrochimique appliquée par I'électrode de travail. Ces variations de courants sont dues
aux réactions électrochimiques se produisant a la surface de I'électrode de mesure et sont liées
a la charge des espéces en solution. En pratique, le montage est souvent composé d’une cellule

électrochimique et de trois électrodes, une électrode de travail permettant de mesurer le courant,
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une électrode de référence pour la calibration interne et une contre électrode. Dans le cas des
complexes de Cu(ll), I'étude est réalisée par balayage vers des valeurs négatives (réduction du
Cu(ll) en Cu(l)) puis un balayage retour est effectué afin de réoxyder le Cu(l) en Cu(ll) et de juger
de la réversibilité électrochimique du complexe.

Le tracé du voltamogramme I = f(E) permet d’obtenir des informations relatives au potentiel de
réduction et d’'oxydation ainsi qu’au courant échangé mais également a la stabilité des complexes
étudiés. Les complexes peuvent étre classés selon trois différents comportements
électrochimiques, ils peuvent étre soit réversibles, quasi-réversibles ou irréversibles. Un exemple
de voltamogramme pour un systeme réversible et irréversible est présenté ci-aprés (Figure 15).
Un systéme est considéeré comme réversible si la relation concernant les potentiels

AE = Epc — Epa = 60 mV est respectée pour un échange mono-électronique et si le rapport des

L c 7 \ \ <
courants IL est égal a 1. Les systémes pour lesquels ces parametres sont proches de 60 mV et
pa

1, sont considérés quasi-réversibles. Les systemes irréversibles sont caractérisés par un

décalage de potentiels supérieur a 100 mV ou alors par une absence de vague de réduction.

A B

Courant(A)
o
Courant(A)

Epc

Potentiel (V) Potentiel (V)

Figure 15 : Exemples de voltamogrammes cycliques de complexes de Cu(ll) : systeme réversible (A) ;
systeme irréversible (B)

2. Stabilité électrochimigue des complexes [Cu(nota)], [Cu(dota)]> et [Cu(teta)]>

La stabilité électrochimique (Tableau 13) des complexes [Cu(nota)], [Cu(dota)]? et [Cu(teta)]*
étudiée par G. R. Weisman et al. montrent que ces derniers sont réduits difficilement comme en

témoignent les valeurs des potentiels de réduction compris entre -0,70 et -0,98V (vs ENH) [2942],
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lls possedent cependant une irréversibilité électrochimique ce qui peut se traduire par une
dissociation des complexes apres réduction du Cu(ll) en Cu(l).

[Cu(nota)] [29] [Cu(dota)]? [42] [Cu(teta)]? 142
Epc (V) vs ENH -0,70 -0,78 -0,98
Réversibilité Irréversible Irréversible Irréversible

Tableau 13 : Caractéristiques électrochimiques des complexes [Cu(nota)]-, [Cu(dota)]?> et [Cu(teta)]*

VII. Conclusion sur les ligands acétate

Toutes les différentes études réalisées sur les polyazamacrocycles N-fonctionnalisés par des bras
acétate montrent que le Hsnota forme un complexe de Cu(ll) stable thermodynamiquement et
plus inerte cinétiquement que ceux formés avec les ligands Hsdota et Hsteta. Ces études prouvent
également que la plateforme macrocyclique de type tacn est adaptée une fois fonctionnalisée
pour la complexation du Cu?*. Malgré de trés bonnes propriétés thermodynamiques le Hsnota
n'est pas assez inerte cinétiquement ni stable d’'un point de vue électrochimique, justifiant
'engouement de nombreuses équipes de recherches pour élaborer de nouveaux chélates de

cuivre (Il) a partir d’une plateforme tacn.

VIII. Ligands dérivés du tacn étudiés au laboratoire

L. Spiccia et al. ont étudié en 2008, le ligand Hno2py1a, un analogue du Hsnota, ou deux
fonctions acétate sont remplacées par deux fonctions méthylpyridine (Figure 16). Couplé a un
polypeptide et radiomarqué au cuivre-64, le complexe possede une inertie cinétique en milieux
compétiteurs supérieure a celles du [5“Cu(nota)] 3.

=

o

N

NN
N

N

ul
HO~O

o

Hno2py1a

Figure 16 : Structure du ligand Hno2py1a
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Au laboratoire, le choix de la N-fonctionnalisation du tacn s’est, entre autres, axé sur 'emploi de
bras méthylpyridine. Mélissa Roger, durant sa thése a développé en particulier deux nouveaux
ligands N-fonctionnalisés par trois groupements méthylpyridine (no3py) et deux groupements
méthylpyridine et un groupement picolinate (Hno2py1ipa) (Figure 17).

C 4
K(Nj K(Nj\%o

N N
ST e
N N N A N

/ /

N7 \ N7 \
2 2
no3py Hno2py1pa

Figure 17 : Structure des ligands no3py et Hno2py1pa

Dans la suite de cette partie, nous nous intéresserons seulement aux propriétés
thermodynamiques et a linertie cinétique des complexes formés avec ces ligands no3py et
Hno2py1pa. Cette étude bibliographique sera comparée avec les propriétés du complexe de
Cu(ll) du Hsnota.

1. Structure a I'état solide et propriétés spectroscopiques

Les structures aux rayons X des deux complexes, issues de la littérature ['**4 sont représentées
ci-aprés (Figure 18). La structure cristallographique du complexe [Cu(no3py)]** a été décrite en
2004 par P. Cheng et al. 4 Le cation métallique est complexé par trois atomes d’azote du
macrocycle et trois atomes d’azote des bras méthylpyridine. La sphére de coordination est de
type CuNsN’s puisque trois liaisons sont proches de 2,0 A alors que trois autres sont proches de
2,2 A. L'angle dieédre moyen (¢) est égal a 27,24° ce qui confére au complexe un caractére
octaédrique déformé. L’analyse de la structure a I'état solide permet de déterminer la stéréochimie

du complexe qui est A(550).

Mélissa Roger a étudié le ligand no2py1pa-ester comme analogue bifonctionnel du no3py . [I
s’agit d’'un tacn tri-N-fonctionnalisé par deux groupements méthylpyridine et un groupement
picolinate sous sa forme ester méthylique. Le cation métallique est donc coordiné par les trois

atomes d’azote du macrocycle et les trois atomes d’azote des bras coordinants, ce qui entraine
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une sphére de coordination de type CuNsN’s. L'angle de torsion moyen est égal a 42,4°, cette
déformation est due a la géne stérique engendrée par la présence de la fonction ester méthylique
du picolinate. L'isomére A(580), présent a I'état solide, est dans une géométrie octaédrique

déformée.

[Cu(no2py1pa-ester)]2*
Cu Cu

[Cu(no3py)P*

Octaédrique déformee Octaédrique déformee

Figure 18 : Structures a I'état solide des complexes [Cu(no3py)]?* et [Cu(no2py1pa-ester)]* issues de la

littérature 11044

Les deux complexes présentent en spectroscopie UV-visible une bande large d’absorption
centrée a 683 et 652 nm a pH neutre, pour [Cu(no3py)]?* ® et [Cu(no2pyipa)]?>* "% ce qui

témoigne également d’'une géométrie pseudo-octaédrique en solution.

2. Propriétés thermodynamiques

L’étude par potentiométrie de la complexation du Cu?* avec les ligands no3py et Hno2py1ipa, a
permis de déterminer les constantes de formation. Les propriétés thermodynamiques des
complexes de Cu(ll) sont répertoriées ci-dessous (Tableau 14).

Hsnota [38] no3py [ Hno2py1pa ['%
Log KcuL @ 21,632 27,40 20,96
Log BcuL 22,02 - 20,96
pCu 17,61 23,7 17,75

21=0,10 M KNOs

Tableau 14 : Caractéristiques thermodynamiques des complexes de Cu(ll) formés a partir des dérivés
Hsnota, no3py et Hno2py1pa (8938
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Le ligand no3py, tacn tri-N-fonctionnalisé par trois groupements méthylpyridine, posséde une
constante de formation avec le Cu?* de I'ordre de 27,40 contre 21,63 pour le Hsnota. Ceci est la
conséquence de la meilleure affinité du cuivre pour les atomes d’azote par rapport aux atomes
d’oxygéne !l Lintroduction d’'un groupement picolinate amoindrit cette trés bonne stabilité
thermodynamique puisque la constante de formation du complexe [Cu(no2pyipa)]* est égale a
20,96. La comparaison des pCu de ces deux complexes permet de rendre compte également de
leur stabilité thermodynamique avec un pCu égal a 23,7 pour le ligand no3py, contre 17,61 pour
le Hsnota. Le ligand Hno2py1pa reste un trés bon chélatant du cuivre (ll) puisqu’il affiche un pCu
égal a 17,75, du méme ordre de grandeur que celui du Hznota.

3. Inertie cinétique

Une étude de l'inertie cinétique des complexes en milieu acide chlorhydrique 3M a 90°C a permis

d’obtenir les valeurs de temps de demi-vie de ces complexes (Tableau 15).

[Cu(nota)]- [38] [Cu(no3py)J?+ @ [Cu(no2pyipa)]* [
HCI 3M 90°C <1 min 34h 204 min
Tableau 15 : Temps de demi-vie des complexes [Cu(nota)], [Cu(no3py)]?* et [Cu(no2py1pa)]?* en milieu
HCI 3M a 90°C

Dans ces conditions, le complexe [Cu(no3py)]** présente la plus grande inertie cinétique avec un
temps de demi-vie égal a 34h. Le complexe [Cu(no2pyipa)]* posséde un temps de demi-vie de

204 minutes, qui témoigne tout de méme de son inertie en milieu compétiteur.

4. Stabilité électrochimique

La stabilité électrochimique des complexes a été évaluée afin d’étudier la réversibilité des

systéemes électrochimiques. Les valeurs obtenues sont répertoriées ci-dessous (Tableau 16).

[Cu(nota)] 9 [Cu(no3py)]?+ [ [Cu(no2pyipa)]* 9
E°(V) vs ENH -0,70 -0,41 -0,38
Réversibilité Irréversible Quasi-réversible Quasi-réversible

Tableau 16 : Caractéristiques électrochimiques des complexes de Cu(ll) issues de la littérature
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Les complexes de type CuNe formés avec les ligands no3py et Hno2py1pa sont plus facilement
réductibles que le complexe [Cu(nota)] puisqu’ils possédent des potentiels de réduction de -0,41
et -0,38V (vs. ENH) respectivement. En revanche, le caractére quasi-réversible de ces deux
complexes en fait cependant des complexes inertes, stabilisant a la fois le Cu(ll) et le Cu(l).

5. Conclusions

Ces premiéres études au laboratoire, réalisées par Mélissa Roger, sur ces deux dérivés du tacn
tri-N-fonctionnalisé par trois groupements méthylpyridine (no3py) ou deux groupements
méthylpyridine et un groupement picolinate (Hno2pyipa) ont montré la trés forte stabilité
thermodynamique ainsi que l'inertie cinétique et la stabilité électrochimique des complexes formés

avec le Cu?*.

Tous ces résultats témoignent de I'intérét des ligands polyazotés a base de tacn pour I'élaboration
de complexes de cuivre (ll) stables. Nous avons vu également que I'habillage du macrocycle de
fagon contr6lée permet de modifier les propriétés de coordination des ligands. La prochaine partie
de ce chapitre sera axée sur la chimie de synthese et les méthodes de

N-fonctionnalisation régiospécifique du tacn mises au point jusqu’a nos jours.
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3 Synthése et N-fonctionnalisation du tacn

Les ligands azamacrocycliques dérivés du tacn, font de plus en plus I'objet de recherches
puisqu’ils sont aptes a former des complexes extrémement stables avec les cations métalliques.
Ce petit macrocyclique a fait I'objet de plusieurs revues sur le sujet, tant en chimie de coordination
qu’en application pour le biomimétisme ou encore I'imagerie médicale #5471, Cette partie est
dédiée aux voies de synthese du tacn et aux méthodes de N-fonctionnalisation développées pour

pouvoir contrdler 'habillage de ce macrocycle.

|.  Rappels sur la syntheése du tacn

Une des premieres synthéses rapportée du tacn repose sur la méthode de cyclisation décrite par
J. E. Richman et T. J. Atkins [8l. Le schéma réactionnel proposé est présenté ci-dessous (Schéma
2).

HN sy~ NHy B9 s EONa, - W Ve
H pyridine '® N NHTS  EoH reflux  Na* Na*
t.a DMF 98%
12h
81% DMF, 100°C
an
TsO  OTs 3h
76%
Ts
H 1) HyS0,, 150°C \
{N 3 HCI L 48n {N3
HN_ 1)H0, Hol 4o Ts N Ngg

12h
83%

- OH

Schéma 2 : Voie de synthése du tacn décrite par J. E. Richman et T. J. Atkins ]

A partir de la diéthylénetriamine, une premiere étape de N-fonctionnalisation des fonctions amine
par des groupements tosyle, permet de préorganiser la triamine en introduisant des groupements
encombrants pour favoriser la cyclisation 9. La déprotonation des fonctions amine secondaires
est ensuite réalisée par action de I'éthanoate de sodium, afin d’obtenir un sel d’amidure plus
réactif. L'étape de cyclisation avec un bis-tosylate permet d’obtenir le produit de cyclisation [1+1].
Enfin I'étape de déprotection des groupements tosyle est réalisée dans des conditions acides ce

qui permet d’obtenir le tacn sous sa forme chlorhydrate avec un rendement global de 50% en 4
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étapes. Bien que cette synthése soit une des plus utilisées, elle reste peu économique en atome
et les conditions expérimentales drastiques de déprotection des groupements tosyle représente

un inconvénient majeur.

Récemment, 'équipe de F. Denat a travaillé sur I'élaboration du tacn selon un schéma réactionnel
différent (Schéma 3) 591,

0 Br
N/—\NH Bn‘N/+_\N
HoN o~ ~NH, O H (T BnBr “Bn
H K2CO3 N K2COs N
CH4CN t.a 6h H CH4CN t.a 48h Bn
71%
NaBH, EtOH, -10°C

12h
37%

H Bn
(N H, Pd/C e Nj
N N
HN NH  cH,coH, ta BN N,

95%

Schéma 3 : Voie de synthése du tacn décrite par F. Denat et al. [50

Une premiére étape fait intervenir une réaction de cyclisation entre la diéthylénetriamine et le
chloroacétaldéhyde qui permet d’obtenir un macrobicycle. Ce synthon est ensuite engagé dans
une étape de tri-N-fonctionnalisation par du bromure de benzyle. L'ammonium ainsi formé peut
étre réduit avec du borohydrure de sodium, réduisant ainsi la liaison carbone aminal - ammonium
et permettant de former le cycle tacn. Finalement, la déprotection des groupements benzyle
effectuée par hydrogénolyse catalysée au palladium conduit au tacn avec un rendement global
de 25% en 4 étapes. Les optimisations réalisées sur ces synthéses ont permis d’obtenir le tacn a

hauteur de la trentaine de grammes en seulement quelques jours.

Dernierement, Z. Wu et al. ont élaboré une nouvelle voie de synthése (Schéma 4), plus rapide
que les deux précédentes, qui permet d’obtenir le tacn en l'espace de quelques
jours Bl L’alkylation de la N,N-dibenzyléthane-1,2-diamine par du chlorure de 2-choloroacétyle
conduit au composé di-N-fonctionnalisé avec un trés bon rendement. La réaction avec de la
benzylamine entraine la formation du tacn portant deux fonctions amide et tri-N-fonctionnalisé par
des groupements benzyle. A partir de ce dérivé, il est nécessaire de réaliser deux étapes de

déprotection pour obtenir le tacn. La premiére consiste a réduire les fonctions amide du
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macrocyclique par action du LiAlH. au reflux du THF. Enfin une hydrogénolyse catalytique conduit
au tacn avec un rendement global de 45% en 4 étapes.

Ph
o)
H CICH,COCI ol , 2\\Nr
Ph\/N\/\N/\Ph 2 Ph\/N\/\NAPh benzylamine NN
H EtsN, CHyCl, INGBN Na,COg LiBr [\ S ~-Ph
0°C, 30 minutes O CHiCNreflux2on Ph o
92% 77%
. THF reflux
LiAIH, 64%
Ph
H r
(N@ H, Pd/C N
N . N N
HN M MeOH, 50°C U N-Ph
100% Ph

Schéma 4 : Voie de synthése du tacn décrite par Z. Wu et al. ®']

Ces différentes méthodes d’obtention du tacn développées au cours de ces derniéres décennies
montrent l'intérét porté par les chimistes pour ce petit macrocycle. De cette plateforme
macrocyclique, un tres grand nombre de ligands ont vu le jour pour la complexation de cations de
métaux de transitions, de lanthanides et d’anions. Toutefois pour modifier les propriétés
complexantes des ligands en fonction de l'application visée, il est nécessaire de savoir

fonctionnaliser le ligand de maniére contrélée.

[I. Méthodes de N-fonctionnalisation du tacn

1. N-fonctionnalisation statistique

La N-fonctionnalisation statistique est une technique d’alkylation dans laquelle I'électrophile est
introduit dans les mémes proportions que le nombre de fonctions amine secondaires a substituer
sur le tacn. Ce genre de fonctionnalisation conduit systématiquement a un mélange de produits
(tacn libre, mono-, di- et tri-N-fonctionnalisé). Dés lors, la purification des composés est souvent
trés complexe et aboutit a de faibles rendements.

X. Ma et al. ont étudié l'influence des conditions expérimentales (Tableau 17) pour la synthese
de tacn di-N-fonctionnalisé par des groupements acétate (Schéma 5) 52,
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Schéma 5 : Voie de synthése de dérivés N-fonctionnalisés par alkylation statistique décrite par
X. Ma et al. 152

Les chercheurs ont varié la quantité de base introduite et celle d’agent électrophile. lls ont choisi
d’utiliser un ratio 2,2 / 1 (agent électrophile / tacn) ou un ratio 1,8 / 1, afin de déterminer les

conditions optimales pour 'obtention du dérivé di-N-fonctionnalisé (B) (Tableau 17).

Tests tacn (éq) EtsN (éq) BrCH2CO2'Bu (éq) Produits
1 1 4 2,2 C>>>>B
2 1 1 1,8 A=C=B
3 1 0 1,8 B (26%), C (33%)

Tableau 17 : Conditions expérimentales étudiées pour la synthése de dérivés di-N-substitués du tacn

Pour un ratio 2,2 / 1 (agent électrophile / tacn) et 4 équivalents de base (test 1), le dérivé
tri-N-fonctionnalisé est largement majoritaire par rapport au composé (B) souhaité. Lorsqu’un
léger défaut d’agent électrophile est utilisé par rapport au nombre de positions a substituer et en
utilisant 1 équivalent de base (test 2), les composés mono- et tri-N-fonctionnalisé sont majoritaires
par rapport au dérivé di-N-fonctionnalisé. Enfin le composé di-N-fonctionnalisé est obtenu avec
rendement de 26% seulement lorsqu’un léger défaut d’agent électrophile, sans présence de base
(test 3).

Les résultats obtenus par la technique d’alkylation statistique ne sont vraiment pas optimaux pour
la synthése de composés mono- et di-N-fonctionnalisés de manieére régiospécifique. Les
chercheurs ont par conséquent développé des techniques de N-fonctionnalisation régiospécifique

par l'intermédiaire d’étapes de protections sélectives des fonctions amine secondaires du tacn.

2. N-fonctionnalisation sélective par utilisation de groupements protecteurs

a. Utilisation de groupements tosyle

Comme vu précédemment (Schéma 2) la déprotection des groupements tosyle effectuée au

reflux de I'acide sulfurique conduit au tacn totalement déprotégé. Une alternative permettant une
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déprotection partielle des groupements tosyle (Schéma 6) peut étre effectuée dans un mélange
acide bromhydrique 33% / acide acétique, ce qui conduit de maniére spécifique au tacn mono-
protégé 3. Il est possible d’obtenir des dérivés mono- ou di-N-fonctionnalisés a partir de cet
intermédiaire.  L’obtention de  dérivés  di-N-fonctionnalisés est possible, apres

N-fonctionnalisation du dérivé mono tosylé puis déprotection du groupement tosyle ©4,

Dans le cas de I'élaboration de composé mono-N-fonctionnalisé, une premiére étape d’alkylation
par du chlorure de tosyle en milieu basique, conduit au dérivé ditosylé. Apres réaction avec un
électrophile et déprotection des groupements protecteurs dans I'acide sulfurique, le composé

mono-N-fonctionnalisé est obtenu 331,

H

Ts Ts Ts Is N
{N} HBr / AcOH {NS NaOH75M  (NT\  Rer N H2S0, { '}

<o~ N N .
75N N1s phenol,sooc HN NH 1 ta NH N.rs KoCO4 RO Ts 110°C, 48h R H
88% 94% CHSCN 85%
85%
R'CHO | NaBH(OAc);
98%
R= N
Ts H
(VY mso (Y
N N

R-N N-g' 110°c,48n R\ R
34%

\N/S
=N

Schéma 6 : Synthése de dérivés mono- 53 et di-N-fonctionnalisés 154 & partir du tacn tritosylé 5]

b. Utilisation de groupements Boc

D. Sherry et al., ont mis au point une méthode directe de N-protection sélective de deux fonctions
amine secondaires du macrocycle par des groupements Boc (tertiobutyloxycarbonyle)
(Schéma 7). La formation de composé tri-N-fonctionnalisé n’est pas observée a cause d’'une géne

stérique induite par les groupement Boc.

o
t
N TN N Oy o H
N N
ON NG BocON_ BO. N N R go. D CF4CO,H { }
- L u N, WN N
CHCl, , ta3h 0 Zf R CH,Cl, —

98%

Schéma 7 : Di-N-protection du tacn par des groupements Boc 59
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Apres protection des fonctions amine secondaires, il est possible d’introduire une variété de
groupements par réaction de substitution nucléophile. Les groupements Boc peuvent ensuite étre
clives par action de Tlacide trifluoroacétique et conduire ainsi a des dérivés

mono-N-fonctionnalisés.

Cette méthode a été utilisée par le groupe de C. J. Smith pour I'élaboration d’une nouvelle

plateforme permettant la chélation du ®*™Tc, utilisée en médecine nucléaire (Schéma 8) 6.

0) ‘B Oy OB
H YO u Y u

(N7y BocON N BICH,COOH [NX

HN ——— 'BuO__N N
L_NH chol, tash 3y UAN CH4CN, reflux NJL
o 3 jours O
1) Couplage 99m
Peptidique 3) TC(CCO)S(HZO)3
2) CF,COOH 80°C, 1h
oC H CO
'\N/
W8 4R ¢j;f ¢
N N
L/_/ HNY /ﬁf
oG o} o] o]
H,N" Y0

Schéma 8 : Voie de synthese d'un radiopharmaceutique a base de tacn pour le diagnostic du cancer de

la prostate [°¢!

3. N-fonctionnalisation sélective par reconstitution du cycle

En 2015, I'équipe de J. Hasserodt ont adapté la méthode décrite par F. Denat et al. ®% pour la
synthese de tacn substitué de fagon «dissymétrique » de type 2Ri,R:
(Schéma 9) B, A partir de la diéthylénetriamine, une premiére étape d’amination réductrice en
présence de deux équivalents d’aldéhyde, permet d’obtenir une triamine di-N-fonctionnalisée.
L’intermédiaire cyclique est ensuite obtenu par réaction avec 1 équivalent de chloroacétaldéhyde.
Il est par conséquent possible de former un ammonium avec un halogénure d’alkyle permettant
ainsi d’obtenir aprés réduction du carbone aminal, un tacn tri-N-fonctionnalisé. Cette voie de
synthése permet ainsi d’élaborer en seulement quatre étapes des tacn tri-N-fonctionnalisé de

maniére dissymétrique et est applicable a I'échelle du gramme.
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Schéma 9 : Synthése de tacn dissymétrique décrite par J. Hasserodt et al. 7]

En 2018, C. C. Scarborough et al. ont adapté la méthode de synthése mise au point par
Z. Wu et al. " pour I'élaboration de tacn dissymétrique (2R1,R- tacn) ou les groupements R; sont
des groupements alkyles secondaires et tertiaires 8. La premiere étape de chloroacétylation
d’'une diamine di-N-fonctionnalisée permet d’obtenir un dérivé préorganisé qui, aprés réaction
avec une seconde amine N-fonctionnalisée aboutit a un composé cyclique. La derniere étape
consiste a réduire les fonctions amide par action du LiAlH4 pour obtenir le tacn dissymétrique.

Ry =
Oy ClI R1O

~_NHR, c|j/(2éq) [N Ry~NH, N& LiAIH, fNX 7\
o hy e o ’W R h
R, R
A '0 2R R, tacn

Schéma 10 : Méthode de synthése dissymétrique décrite par C. C. Scarborough et al. 8l

Néanmoins cette méthode n’est pas adaptable a la synthése de tacn comportant des groupements
R+ et Rz sensibles aux conditions de réduction et limite par conséquent le domaine d’application
de ces chélatants.

4. N-fonctionnalisation sélective par utilisation de la chimie des aminals

Mélissa Roger, durant sa thése au laboratoire, a mis au point une nouvelle stratégie de

N-fonctionnalisation permettant d’obtenir des tacn mono- ou di-N-fonctionnalisés 9.
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Schéma 11 : Voie de synthése de tacn mono- et di-N-fonctionnalisés décrite par
M. Roger et al. 5%

Cette méthode repose sur la protection simultanée de deux fonctions amine secondaires du
macrocycle par réaction avec un aldéhyde aromatique donnant lieu a la formation d’'un aminal
cyclique. L’addition d’'un halogénoalcane sur cet intermédiaire méne a la N-fonctionnalisation de
lautre amine secondaire. Un traitement acide clive l'aminal et donne Ile tacn
mono-N-fonctionnalisé avec de trés bons rendements en trois étapes. Une réduction directe de
intermédiaire aminal par du NaBH4 permet d’obtenir un tacn di-N-fonctionnalisé de fagon

dissymétrique.
5. N-fonctionnalisation sélective par I'intermédiaire d’'un orthoamide

Une des méthodes de fonctionnalisation du tacn les plus utilisées, est une tri-N-protection des
fonctions amine du tacn. Cette protection a été décrite en premier par T. J. Atkins en 1980 6%, La
réaction entre le tacn et le N,N-diméthylformamide diméthylacétal permet d’obtenir le tacn

triprotégé de maniere quantitative par formation d’'un orthoamide (Schéma 12).

N

N N— N
(NS e (T
N NH oo .

tacn orthoamide

Schéma 12 : Premiére voie de synthése du tacn orthoamide selon T. J. Atkins (6%

G. R. Weisman et al. ont repris cette synthése pour I'élaboration d’analogues tri-N-fonctionnalisés
du tacn (Schéma 13) ', Cette méthode consiste a protéger, N-fonctionnaliser et déprotéger
sélectivement les atomes d’azote du macrocycle pour élaborer des dérivés tri-N-fonctionnalisés

de maniere régiospécifique.
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Schéma 13 : Voie de synthése de tacn tri-N-fonctionnalisés selon G. R. Weisman et al. 6]

La premiere étape consiste a protéger les fonctions amine secondaires du tacn par action du
N, N-diméthylformamide diméthylacétal. L’addition d’un halogénure d’alkyle conduit a la formation
d’un ammonium qui précipite dans le milieu, ce qui permet d’isoler le produit et éviter la formation
de dérivés di- ou tri-N-fonctionnalisés. L’hydrolyse de la fonction orthoamide a pH neutre conduit
au dérivé possédant une amine secondaire protégée par une fonction amide, une autre tertiaire
et une amine secondaire susceptible de réagir avec un second équivalent d’halogénure d’alkyle.
Aprés hydrolyse de la fonction amide en présence d’acide chlorhydrique, il est possible

d’introduire un troisieme substituant sur 'amine secondaire alors obtenue.

M. Roger et L. Spiccia ont utilisé cette stratégie de synthése pour I'élaboration des ligands
Hno2pyipa "% et Hno2pyla 3. Cette méthode, trés efficace, posséde cependant deux
inconvénients majeurs : le premier est lié a la formation d’'un ammonium et est dépendant de la
nature de I'électrophile utilisé. Le second levier a prendre en considération est I'étape d’hydrolyse
de la fonction amide en milieu acide qui exclut l'introduction au préalable de groupements

sensibles a ce milieu.

53



Conclusion du chapitre |

Au cours de ce chapitre bibliographique, nous avons rapidement présenté I'apport des ligands
triazamacrocycles pour la complexation du cuivre (Il). La premiére partie, dédiée a la chimie de
coordination de ce métal de transition, a permis d’étudier les propriétés des complexes a I'état
solide et en solution. Ensuite, les études realisées par différents groupes sur les
polyazamacrocycles Hznota, Hsdota et Hsteta ont montré que le ligand Hsnota, possédait de trés
bonnes propriétés de complexation envers le Cu?* (pCu = 17,33) par rapport a ses analogues
tétraazamacrocycliques. Ces rappels ont permis d’apprécier le choix du tacn comme macrocycle

de travail.

Des études sur des dérivés polypyridiniques du tacn (Hno2pyla, no3py et Hno2pyipa)
développés par L. Spiccia d’'une part et par M. Roger au cours de sa these au laboratoire d’autre
part, ont permis de mettre en avant les excellentes propriétés de coordination de ces ligands, tant
en matiere de stabilité thermodynamique que d’inertie cinétique. Les ligands no3py et
Hno2py1pa apparaissent comme des ligands de choix pour la complexation du Cu?*. Nous nous
appuierons sur ces résultats pour développer dans les chapitres Il et IV des nouveaux chélatants
a partir du Hno2pyipa et du no3py pour des applications en imagerie optique et dans

I'élaboration d’'un nouveau radiopharmaceutique pour I'imagerie TEP.

Enfin la troisieme partie de ce chapitre était consacrée a un état de I'art sur la synthése et les
méthodes de N-fonctionnalisation mises au point par différents groupes, pour aboutir a un outil
synthétique permettant I'nabillage contrélé du tacn. Les différentes méthodes décrites utilisent
différents groupements protecteurs permettant de varier la nature des fonctions greffées sur le
macrocycle selon I'application visée. Les chapitres Il, 1ll et IV feront référence a ces méthodes

dans les parties décrivant I'obtention des ligands synthétisés durant ce travail.
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Chapitre Il :  Synthéses de nouvelles plateformes
bimodales TEP-fluorescence et IRM-fluorescence a
base de ligands triazamacrocycliques
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INTRODUCTION

Depuis plusieurs décennies, les scientifiques ont étudié, par différents moyens et méthodes,
comment visualiser et traiter les cancers. Un travail colossal a été effectué dans le domaine de
limagerie, en utilisant des sondes moléculaires. Grace a ces avancées, il est maintenant possible
de localiser les cellules cancéreuses par différentes techniques, comme la tomographie par
émission de positons (TEP), I'imagerie par résonance magnétique (IRM) ou encore l'imagerie
optique de fluorescence (fluorescence) 2. Ces différentes techniques d'imagerie sont
actuellement trés utilisées en médecine. Elles possédent des résolutions spatiales et des
sensibilités différentes qui les rendent complémentaires ©3. L'IRM et la fluorescence possedent
des résolutions spatiales allant du um a la centaine de um. La TEP, quant a elle, posséde une
résolution spatiale de I'ordre du millimétre et une sensibilité allant de 10° a 102 M (Tableau 18).

TEP IRM fluorescence
Sensibilité 10°a 102 M 10°M 108 M
Résolution spatiale >1mm 10-100 ym 100 nm

Tableau 18 : Caractéristiques de la TEP, I'IRM et de la fluorescence 3!

Afin de toujours chercher plus d’informations par I'image, les recherches s’orientent désormais
vers I'élaboration de sondes multimodales, c’est-a-dire, combinant plusieurs modalités d’imagerie
au sein de la méme molécule. Cette quéte du multimodal permet d’obtenir des informations de
plus en plus précises en couplant les avantages de plusieurs techniques 4. Les travaux réalisés

dans ce domaine ont fait I'objet de plusieurs revues scientifiques ces derniéres années [62:6566],

Dans ce chapitre, nous verrons, dans un premier temps, les différentes imageries médicales qui
ont attiré notre attention, a savoir la tomographie par émission de positons (TEP), I'imagerie par
résonance magnétique (IRM) et I'imagerie optique de fluorescence (fluorescence). Quelques
exemples de sondes moléculaires issues de la littérature seront discutés. Aprés avoir présenté
les deux familles de sondes bimodales TEP-fluorescence et IRM-fluorescence ciblées, nous nous
intéresserons dans un second temps, a la synthése et aux études réalisées sur une sonde de
type TEP-fluorescence. Les travaux réalisés sur une potentielle sonde de type IRM-fluorescence

feront I'objet de la fin de ce chapitre.
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1 L’imagerie TEP

l.  Principe

La Tomographie par Emission de Positons (TEP) est une technique d’imagerie utilisant des
radioisotopes émetteurs de positons B*. Découverte durant le siécle dernier 71 la TEP a
désormais pris une importance considérable dans le domaine de la médecine nucléaire du fait de
sa forte sensibilité et de sa capacité a diagnostiquer des tumeurs a un stade précoce. Cette
technique permet de mesurer la répartition d’'une molécule marquée par un radionucléide
émetteur de positons. Le principe de fonctionnement repose sur la rencontre entre un positon et
un électron avoisinant (Figure 19). Lorsque ces deux particules se rencontrent, il se produit un
phénoméne d’annihilation. L’annihilation du positon par collision avec un électron entraine
'émission de deux photons y, d’énergie égale, a 511 keV et de directions opposées. Ces photons

v peuvent étre détectés par des caméras gamma présentes autour du patient.

XY Couronne . - .
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D
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Figure 19 : Principe de fonctionnement de la TEP extraite de la littérature [68]
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[I.  Radionucléides utilisés en TEP

Il existe de nos jours plusieurs radionucléides utilisés couramment en clinique ou en recherche
pour I'imagerie médicale. Les premiers éléments utilisés pour le diagnostic du cancer ou I'étude
de processus biologiques sont le ''C, le ®N et I'*O. Cependant, leur temps de demi-vie,
respectivement de 20, 10 et 2 minutes sont trés courts ce qui est un réel inconvénient pour une

application biomédicale.

Le choix du radionucléide (dont certains exemples sont présentés dans le Tableau 19) pour un
scanner TEP est un des paramétres les plus importants. L'introduction du radionucléide par liaison
covalente, nécessite souvent une synthese longue vis-a-vis du temps de demi-vie de I'élément
radioactif et une purification complexe. La désintégration des radionucléides peut se faire par
émission d’'une particule B+, ou d’'une capture électronique entrainant I'émission d’'un positon, ou

encore par I'émission d’'une particule f3'.

Radionucléides Temps de demi-vie (t1/2) Energies Applications

"c 20,3 min B+ 98% TEP
CE 2%

13N 10 min B* 100% TEP

150 2,04 min B* 100% TEP

18F 109 min B+ 97% TEP
CE 3%

64Cu 12,7h B* 19% TEP
CE 41%
B 19%

68Ga 68 min B+ 90% TEP
CE 10%

897y 78,5h B+ 33% TEP
CE 77%

Tableau 19 : Liste de quelques radionucléides utilisés en TEP. 3+ (positon), CE (capture électronique)

Le fluor-18 ('8F) est actuellement le radioisotope le plus utilisé en clinique. C’est un radioisotope
émetteur B* a 97% qui possede un temps de demi-vie relativement court égal a 109 minutes. Le
radiopharmaceutique a base de ™F, le plus employé au quotidien [©° est le
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2-['8F]fluoro-2-déoxy-D-glucose, communément appelé '®F-FDG (Figure 20). Le motif glucose
joue le rble de vecteur biologique et permet une plus grande accumulation du
radiopharmaceutique dans les cellules trés consommatrices en glucose comme le cerveau, le foie

et aussi les cellules cancéreuses.

OH
o
A

°Fom

Figure 20 : Structure du '8F-FDG

Ce radiopharmaceutique peut étre obtenu par fluorination électrophile a partir du 3,4,6-tri-O-
acetyl-D-glucal en presence de '®F-F, (Schéma 14) ['%,

OAc
18F. F2 o}
OAc / + OAc'®F F
OA

HCI

OH

(0}

OH OH
OH
18F

®F-FDG

Schéma 14 : Synthése du '8F-FDG par fluorination électrophile ["%]

Cependant, cette stratégie de synthése permet d’obtenir seulement 8% de composé radiomarqué
en 2h. Elle n’est donc pas viable au vu du temps de demi-vie du radionucléide pour une application

en clinigue en raison du temps de demi-vie du '8F.

Hamacher et al. ont mis au point une synthése bien plus efficace par fluorination nucléophile
(Schéma 15), catalysée au kryptofix 222® "], Cette méthode permet d’obtenir le composé

radiomarqué a 50% en seulement 50 minutes et est désormais utilisée en clinique.

OAc OAc OH
O._ OAc +18 - O O
<' > [(crypt-222)K]"°F 1) NaOH
OAc OT, OAc OAc ) OH OH
OA OA 2) HCI OH

18 18

Schéma 15 : Synthése du 8F-FDG par fluorination nucléophile 7]
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De nos jours, I'utilisation d’isotopes métalliques radioactifs (Tableau 19) est reconnue comme une
alternative trés intéressante a celle de radioisotopes comme le ''C et le '®F. Le radiomarquage
par chélation est considéré comme une technique souvent plus efficace car il permet une
préparation plus rapide du radiocomplexe. De plus, certains radiométaux possedent des temps
de demi-vie relativement plus long et donc adaptés pour le diagnostic de pathologies nécessitant
une biodistribution lente du radiopharmaceutique jusqu’a lors impossible avec le '8F. Parmi eux,
le cuivre-64 possede un temps de demi-vie relativement long, de 12,7h et est de plus en plus
étudié, notamment pour I'immuno-TEP qui repose sur l'utilisation d’anticorps pour le ciblage
spécifique de tumeurs 2. Compte tenu de son temps de demi-vie trés intéressant (plus long que
le ®8Ga et plus court que celui du 8Zr) et au regard des excellentes propriétés de coordination des

azamacrocycles pour le Cu(ll), nous nous focaliserons sur cet élément.

lll. Le cuivre-64 : production et isotopes

Les radionucléides peuvent étre produits via des générateurs "% (i.e. %8Ga), des cyclotrons 74l

(i.e. '8F, 84Cu) ou encore par le biais de réacteur nucléaire.

1. Production du ¢4Cu

Dans le cas de production du cuivre-64, il est nécessaire d’utiliser un cyclotron (accélérateur de

particules). Le principe de fonctionnement (Figure 21) est représenté ci-dessous.

« dees »
injection des

proton

————

éjection des
protons

chambre a vide
d’accélération

Figure 21 : Principe de fonctionnement d'un cyclotron
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Des particules chargées, en I'occurrence des protons, sont injectées dans une chambre a vide
constituée de deux « dees ». A champ magnétique constant, I'alternance de polarité du champ
électriqgue permet aux particules de se mettre en mouvement. Une zone d’accélération leur permet
d’augmenter ensuite leur vitesse et ainsi d’'emmagasiner de plus en plus d’énergie. Une fois leur
énergie suffisante atteinte, ces derniéres sont éjectées du cyclotron et bombardées sur une
plaque spécifique (cible) a la production du radionucléide souhaité.

Plusieurs méthodes sont disponibles pour la production de 8Cu %], dont la voie de synthése suit
la réaction suivante : 4E (x,y)4,E' ol 4E représente I'élément cible, x |a particule utilisée pour le
bombardement, y la particule émise lors de la réaction et 4,E I'élément produit. Parmi toutes les
voies de production, D. W. Mc Carthy et al. ont mis au point via un cyclotron, une méthode utilisant
une cible enrichie en nickel-64 sur laquelle un bombardement de protons entraine la formation de
84Cu et de neutrons. La réaction mise en jeu est représentée de la maniére suivante :
64Ni(p,n)%*Cu ["8l. Cette technique permet d’obtenir aprés purification sur résine échangeuse

d’ions du ®*CuCl. avec une activité spécifique intéressante 7],

Le ®Cu posséde deux mécanismes différents de désexcitation radiative mettant en jeu la
production de particules B* et B-178l. La désintégration du 8Cu en 4Ni s’opére par I'émission d’un
positon (19%) ou par capture électronique (42%). Le second mécanisme concerne la
désintégration du %Cu en 54Zn par émission d’une particule B-. Les particules B émises par les

radioisotopes peuvent étre utilisées en radiothérapie des cancers.

2. Isotopes du cuivre

Le cuivre posséde six isotopes radioactifs, parmi lesquels, seul le cuivre-67 posséde une
désintégration ionisante B~ "%. Ce radioisotope apparait ainsi comme un radiométal potentiel pour
la radioimmunothérapie (RIT) B%. Ce radionucléide est caractérisé par une voie unigue de
désintégration B~ (100%), une énergie de ionisation de 121 KeV et une pénétration dans les tissues
de 0,61 mm "9,

Le couple 8Cu (B*) / ’Cu (B") forme ce qu’on appelle une paire théranostique, c’est a dire une
paire d’éléments couplant le diagnostic et la thérapie avec le %Cu pour une application en imagerie
TEP et le Cu pour la RIT (radioimmunothérapie). Avec des temps de demi-vie de 12,7 et 62

heures respectivement, ces deux radioisotopes sont compatibles avec [I'élaboration de
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radiopharmaceutiques. Le radiopharmaceutique (Figure 22) est constitué d'un radionucléide,

émetteur de positons 3* pour I'imagerie ou de particules a et B~ pour la thérapie, relié a un vecteur

biologique (i.e biomolécule, anticorps etc...) spécifique de récepteurs présents sur les cellules

tumorales. Lorsque le radionucléide est de nature métallique, comme le 6#67Cu, il doit étre chélaté.

Cellule tumorale

s I (¢ 2lleurs
v.‘ / /VV\
e
! ‘\'/ \/’/ \7
Vecteur Chélate
F ', —

- AT
*\ > /l
. \ THERAPIE

(émetteurs a, )

Figure 22 : Représentation d’un radiopharmaceutique

Cahier des charges d’'un chélatant du Cu?* pour une application en

médecine nucléaire

Pour une application en médecine nucléaire, tant en imagerie avec des complexes de %*Cu qu’en

thérapie avec I'utilisation de I'isotope radioactif ®’Cu, le chélatant doit répondre a un cahier des

charges important. Il doit par conséquent posséder les caractéristiques suivantes :

Une fonction de couplage permettant le greffage sur biomolécule doit étre présente sur le
chélatant.

La vitesse de métallation doit étre rapide vis-a-vis du temps de demi-vie du radionucléide.
Il est nécessaire que le complexe soit stable thermodynamiquement, c’est-a-dire que
l'interaction métal-ligand soit la plus forte possible.

Le complexe ligand-métal doit a fortiori étre inerte cinétiquement afin d’éviter toute
démeétallation et donc un relargage du radioisotope dans I'organisme. Cette dissociation
peut étre due a une transchélation en présence d’un ligand compétiteur, d'une
transmétallation avec un métal compétiteur ou encore une dissociation en raison d’'une

variation importante du pH.
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e Le complexe doit également étre inerte vis-a-vis d’une potentielle réduction du Cu(ll) en
Cu(l). En effet, ce point précis du cahier des charges est crucial puisque certains
systémes biologiques sont connus pour avoir des propriétés réductrices ©" (Figure 23).

Oxaloacétate, 2H* /
malate

E°=-0,17V
0,4V 04V
]
' E° (V)
£l o] ]
NAD", H/NADH Déhydroasc;:?atg,(JZsH\;f ascorbate 05, 2H* 1 H,0,
E*=-0,32V - E°=0,30V

Cation métallique réduit

Figure 23 : Echelle de potentiel de réduction dans des conditions standards (pH 7,0, 25°C) de certains

systémes biologiques par rapport a I'électrode normale a hydrogene (ENH)

Les especes biologiques réductrices possédent des potentiels de réduction situés dans la gamme
(-0,4 2 0,4 V vs ENH) dans laquelle le complexe de Cu?* est susceptible d’étre réduit en Cu*. lI
est ainsi préférable, pour une application in vivo, d’obtenir des complexes dont le potentiel de
réduction se situe hors de cette gamme. Dans le cas contraire, il est nécessaire d’obtenir des
complexes stables sous les deux degrés d’oxydation. Le Cu*, base plus molle selon Pearson, est
par conséquent plus labile que le Cu?* et la réduction Cu(ll) — Cu(l) peut entrainer la dissociation
du complexe, ce qui se traduirait par la présence de 54Cu libre dans I'organisme dans le cas de la

réduction de complexes radiomarqués 2,

Ces caractéristiques nécessitent toutes d’étre évaluées pour tout chélate susceptible d’étre utilisé

pour le radiomarquage au %Cu / ’Cu et pour toute application potentielle en milieu biologique.

V. Chélates polyazotés étudiés pour la complexation du Cu?*

Il existe dans la littérature plusieurs classes de ligands, autres que les polyazamacrocycles,
étudiés pour la complexation du Cu?* (Figure 24 et Tableau 20).
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AAZTA Bispidine 1 Bispidine 2 R =H, SaAr
R = NH, Diamsar

Figure 24 : Chélates azotés pour la complexation du 84Cu?+

NC logKcuL Epc (V) radiomarguage  Références
Hsdtpa 6 (N3O2) 21,4 - 40°C, 5-30 [38,83]
min, pH 5,5
Hzde2pa 6 (N4O2) 19,16 -0,9V 25°C, 5-10 (84]
Irréversible min, pH 6,5
atsm 4 (N2S2) - -0,4V 25°C, 5-10 (85]
réversible min, pH 6,5
AAZTA 6 (N3Oa) 22,27 - - (86]
Bispidine 1 6 (Ns) 16,28 (pCu) -0,3V 25°C, 1 min, [87]
réversible pH 6,5
Bispidine 2 6 (NsO) 19,1 (pCu) -0,6V 25°C, 1-15 (88]
réversible min, pH 3-6,6
Diamsar 6 (Ns) -0,9v 25°C, 5-30 (29.30]
irréversible min, pH 5,5

Tableau 20 : Propriétés de différents chélatants du cuivre (ll) issus de la littérature

Dans la famille des ligands linéaires, le Hsdtpa a été un des premiers chélatants a étre
étudié 83, Ce ligand posséde une cinétigue de complexation envers le Cu?* trés rapide mais
l'inertie cinétique du complexe est trop faible pour une application en milieu biologique. E. Boros
et al. ont tenté d’augmenter la stabilité des complexes formés avec des diamines linéaires en
utilisant les propriétés de coordination des bras picolinate ®4. Le H.de2pa (Figure 24) forme avec
le Cu?* un complexe stable traduit par une constante de complexation de l'ordre 19,16. Le
complexe est caractérisé par un comportement irréversible avec un potentiel de réduction situé a
-0,92 V, hors de la fenétre d’action des enzymes réductases. Des études in vitro ont également
montré que le complexe subit une transchélation avec des protéines sériques dans du sérum de

souris, ce qui explique qu’il n’a pas été testé in vivo. Ensuite, le complexe de Cu?* de I'atsm,
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présente, quant a lui, un systéme réversible avec un potentiel de réduction situé a -0,4V, a la
frontiere de la fenétre biologique précédemment citée, ce qui peut expliquer la démétallation

observée en milieu réducteur 82,

Plusieurs groupes ont travaillé sur I'élaboration de ligands renforcés, comprenant des structures
plus rigides dans le but d’augmenter linertie cinétique des complexes. M. Botta et al. ont
développé des ligands cycliques rigides comme le AAZTA et montré que le complexe de Cu(ll)
possédait de trés bonnes propriétés thermodynamiques, comparables au Hsnota ©8. P. Comba
et al. ont élaboré une bispidine substituée par quatre groupements pyridine (Bispidine 1, Figure
24) pour la complexation du cuivre (ll). Le complexe formé possede une trés bonne stabilité
thermodynamique (pCu = 16,28) et une réversibilité électrochimique avec une réduction a -0,3V
(vs ENH). Ce composé a été couplé a un peptide pour le ciblage de récepteurs pour le cancer de
la prostate, et la stabilité du radiocomplexe en milieu compétiteur et réducteur a été observée ©7,
L. Charbonniere et al. ont également développé un dérivé bispidinique (Bispidine 2, Figure 24)
fonctionnalisé par deux pyridines, et un groupement acide phosphonique. Ce macrocycle
préorganisé possede également de tres bonnes propriétés thermodynamiques (pCu = 19,1), une
inertie cinétique en milieu HCIO4 5M supérieure a 20 jours a température ambiante et une
réversibilité électrochimique avec un pic de réduction a -0,6V (vs ENH) ®8. Finalement, A. M.
Sargeson et al. ont élaboré des nouveaux ligands cages (Dlamsar et SaAr) analogues renforcés
du cyclam B9, Le renforcement du macrocycle permet d’augmenter de fagon significative I'inertie
cinétique du complexe (ti2 = 40h, HClI 5M a 90°C). C. J. Anderson a étudié la stabilité
électrochimique du complexe qui posséde une irréversibilité électrochimique avec un potentiel de
réduction égal a -0,9V (vs. ENH) 9. Ces exemples montrent qu'il existe déja, dans la littérature,
de nombreuses recherches pour la synthese de divers chélates du Cu?* pour une application en
Imagerie TEP.

Au laboratoire, les dérivés du cyclam mono-picolinate (Hte1pa et Hcbte1pa) ainsi qu'un dérivé
du tacn (Hno2py1ipa) (Figure 25) ont démontré qu’ils possédaient d’excellentes propriétés de
coordination envers le Cu(ll), une inertie cinétique trés intéressante et une stabilité

électrochimique vis-a-vis de la réduction du Cu(ll) en Cu(l) 6791,
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Figure 25 : Structures des ligands Hte1pa, Hcbte1pa et Hno2pyipa

Plus particulierement, les résultats obtenus avec le ligand Hno2py1pa, présenté dans le chapitre
I, nous ont motivés a I'étudier en tant que potentiel radiopharmaceutique. En effet, il répond au
cahier des charges d’'un bon complexant du cuivre (ll). La fonction acide carboxylique du bras
picolinate ne rentrant pas dans la coordination du Cu?* peut permettre une bioconjugaison via un
couplage peptidique sur une amine secondaire par exemple. Des tests de radiomarquage ont
également démontré que le ligand était radiomarquable quantitativement a pH 5,5 et température
ambiante . Le ligand Hno2py1pa nous est apparu étre un bon candidat pour I'élaboration d’une

sonde bimodale de type TEP-fluorescence.
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2 Imagerie par Résonance Magnétique Nucléaire (IRM)

l.  Principe

L’Imagerie par Résonance Magnétique Nucléaire (IRM) est une technique de diagnostic médical
fournissant une information en trois dimensions. Découvert dans les années 1970, cette technique
est désormais utilisée au quotidien dans le domaine de I'imagerie médicale. Lors d’un examen
IRM le contraste obtenu est fonction de la concentration en eau présente dans les organes. L’eau
a une abondance de 60% dans le corps humain, les protons sont aussi des cibles de choix pour

une étude IRM. Le principe de I'IRM repose sur celui de la RMN.

En I'absence de champ magnétique Bo, les moments magnétiques peuvent prendre n’'importe
quelle orientation dans 'espace (Figure 26, A). La génération d’'un champ magnétique Bg entraine
un alignement des moments magnétiques pouvant prendre (2nl+1) orientations. Dans le cas du
H, la moyenne des moments magnétiques ont une orientation paralléle au champ magnétique Bo

et décrivent un mouvement de précession (Figure 26, B) 2.

‘/Q_p 5 @ 0/\.
r.\ P \.

Figure 26 : Représentation des moments magnétiques sans perturbation extérieure (A), et aprés

application d'un champ magnétique Bo (B)

L’alignement des moments magnétiques de spin des protons peut étre considéré comme la
somme des moments magnétiques isolés paralléle a 'axe z (Figure 27, A). Cette somme des

moments magnétiques représente la magnétisation globale résultante (Mo) paralléle a I'axe z.
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Figure 27 : Moment magnétique Mo sous un champ magnétique Bo (A), Moment magnétique résultant

d’une impulsion B+ (B) et retour a I'état fondamental Mo (C)

L’application d’'une impulsion radiofréquence B+ sur 'axe x entraine une rotation du moment Mo
selon y (Figure 27, B) qui engendre deux composantes M, et et M,, (Figure 27, C). La précession
de M et du retour a I'équilibre Mo entraine une diminution de la magnétisation My, et une
augmentation de M,. La relaxation des noyaux et le retour a I'équilibre (Figure 28) peuvent se

calculer selon deux équations :

M,(t) = M0(1—e‘%) (1)

Equation 1 : Calcul des magnétisation M en fonction du temps

M, (t) = Moe_% (2)

Equation 2 : Calcul des magnétisation My en fonction du temps

La relaxation longitudinale, aussi connue sous le nom de relaxation « spin-réseau » ou encore de
relaxation T4 correspond au retour a I'équilibre de la magnétisation selon I'axe z. La relaxation
transversale quant a elle, aussi dénommée relaxation « spin-spin » ou encore relaxation Tz

correspond au retour a I'équilibre selon le plan xy.

En pratique lors d’un scanner IRM, ce sont ces deux grandeurs qui sont étudiées, grace aux
molécules d’eau présentes dans le corps humain. Néanmoins certaines Iésions ne peuvent étre
détectées en utilisant seulement le contraste obtenu grace aux molécules d’eau, c’est pourquoi

l'usage d’agents de contrastes est nécessaire.
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1 Mg

M,(t) = My(1-eT) M (1) = Mge?T?

> >
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Figure 28 : Retour a I'équilibre Mo selon I'axe z et le plan xy et détermination des temps T1 et T2

Il.  Agents de contraste

L’injection d’un agent de contraste permet de modifier localement les propriétés intrinseques des
tissus. Leur objectif est de modifier la vitesse de relaxation des molécules d’eau avoisinantes. Les
agents de contraste sont classés en deux catégories, les agents de type T, dit paramagnétiques,
qui affecte le temps de relaxation longitudinal (T1) et de type Tz, super-paramagnétiques, lorsque
le temps de relaxation transversal (T2) est le plus modifié.

L’efficacité d’'un agent de contraste est évaluée au travers de sa relaxivité r;, qui est fonction de la
concentration en espéce paramagnétique et également du temps de relaxation Ti;
(i=1,2).
1 1 (3)
808 () s~ () a7
i(0bs) T;) obs \T;/ diamagnétique rilM]

Equation 3 : Calcul de la relaxivité R{obs) en fonction de la concentration en métal avec [M] exprimée en

mM et rren mM-1.s!

De maniéere plus générale, I'efficacité d’'un agent de contraste est déterminée par sa valeur de r;

qui peut se calculer a partir de I’Equation 4.

A (Tll) (4)
[M]

Ti:

Equation 4 : Calcul de la relaxivité r; exprimée en mM-'.s-"
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1. Agents de contraste T+

Les agents de contraste T+ sont les plus utilisés aujourd’hui. lls sont constitués de complexes dont
le cation métallique posséde des électrons non appariés, ce qui permet de conférer des propriétés
paramagnétiques au complexe. Ces cations métalliques sont pour la plupart des lanthanides ou
des métaux de transitions %Y. Le principe de fonctionnement d'un agent de contraste

paramagnétique est présenté ci-dessous (Figure 29).

Figure 29 : Principe de fonctionnement d'un agent de contraste

Trois paramétres jouent sur I'efficacité de 'agent de contraste :
e Le complexe métallique doit posséder un nombre q de molécule d’eau coordinée supérieur
ou égal a zéro.
e La molécule d’eau coordinée au métal (sphére interne) doit s’échanger avec d’autres
molécules d’eau présentes sur la sphére externe du complexe le plus rapidement possible.
Cette vitesse est caractérisée par une constante d’échange (kex)
¢ Enfin le complexe doit également présenter un vitesse de rotation lente, définie par le un

temps de corrélation ().

2. Agents de contraste T2

Les agents de contrastes T» sont souvent des nanoparticules super-paramagnétiques d’oxyde de
fer divisées en deux classes selon leur taille. Les SPION (SuperParagmanetic Iron Oxide
Nanoparticles) ont des diamétres supérieurs a quelques dizaines de nanometres alors que les
USPION (Ultra small SuperParagmanetic Iron Oxide Nanoparticles) ont des diamétres inférieurs
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a 50nm. Ces agents de contraste sont essentiellement utilisés pour l'imagerie de lésions

présentes dans le foie [ en raison de leur grande taille.

lll.  Agents de Contraste a base de Gadolinium

Le gadolinium de configuration électronique [Xe]4f’3d'6s? appartient a la famille des lanthanides.
Le Gd(lll) possede un spin électronique élevé (S =7/2) et un temps de relaxation lent ce qui en
fait un élément de choix pour 'IRM. Le Gd(lll) est toutefois toxique a I'état libre et doit donc étre
chélaté pour une utilisation en milieu biologique. Plusieurs ligands polyaminocarboxylate ont été
développés 3% dans ce but. Parmi eux, trois ligands sont particuliérement adaptés a la
complexation du gadolinium car ils possedent 8 atomes coordinants, ce qui permet la coordination
d’une molécule d’eau par I'ion Gd** (Figure 30). Cette condition est nécessaire pour obtenir des
agents de contraste de type Ti. L'utilisation de ces complexes en IRM a été approuvée par les

autorités de santé internationales.
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pGd = 15,8 pGd = 19,1 pGd = 19,2

Figure 30 : Structure et valeurs de relaxivité de différents agents de contraste pour I'RM [97:98]

Le dotarem®, complexe dérivé du Hisdota, est considéré comme le standard mondial pour I'lRM.
Il possede une valeur de relaxivité du méme ordre de grandeur que les dérivés acycliques
(omniscan® et magnevist®) et posséde une grande stabilit¢é thermodynamique, comme en
témoigne sa valeur d’affinité pour le gadolinium (pGd = 19.2) 7,

En pratique, le dotarem® est utilisé quotidiennement comme agent de contraste Ti. Il permet un

contraste positif et une image plus claire la ou le complexe s’accumule. Ce principe est représenté

sur la figure ci-apres (Figure 31).
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Figure 31 : Scanner IRM sans (A) et avec utilisation d'un agent de contraste (B)

Cependant, le manque de stabilité et d’'inertie de certains agents de contraste seraient impliqués
dans la Fibrose Systémique Néphrogénique (FSN) chez les patients souffrant d’'une insuffisance
rénale °°. La FSN serait liée & une accumulation de gadolinium libre dans I'organisme entrainant

une mort cellulaire 1199,

IV. Agents de contraste a base de Métaux de transition

Une alternative au gadolinium repose sur l'utilisation de composés paramagnétiques a base de
métaux de transitions moins nocifs. C’est dans ce champs d’applications que des dérivés
triazamacrocycliques ont pris une importance énorme pour I'élaboration d’agents de contraste a
base de Fe®, Ni2* ou Mn2+101.102]

Gale et al. ont développé un complexe acyclique (PyC3A) pour la complexation du Mn?* (Figure
32) remplissant tous les critéres nécessaires pour une application in vivo ['%l. Les caractéristiques

du complexe sont toutes aussi bonnes que celles du [Gd(dtpa)]* (omniscan®, Figure 30).

0) 0] A -
YON NOY ry=3.1mM s’

O30 Key = 100 .108 5"
Z "N | 0”0 =
Q pMn = 8.17

[Mn(PyC3A)(H,0)]

Figure 32 : Structure et caractéristiques du complexe [Mn(PyC3A)(H20)]

Contrairement a 'omniscan®, 99% du complexe de manganeése (ll) est excrété du corps par le
foie et les reins en moins de 24h. Le complexe a une rétention dans les reins bien moindre et ce
phénoméne permet d’éviter une accumulation trop importante. Les chercheurs ont également
développé une sonde IRM composé de cing complexes de [Mn(PyC3A)(H20)] liés de maniere
covalente a un peptide ciblant spécifiquement les fibrines (protéines polymériques insolubles)
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présentes au niveau des thrombus (Figure 33) "%, Les thrombus sont des amas de fibrines qui
obturent les vaisseaux sanguins et peuvent causer a terme des caillots sanguins. Les études in

vivo réalisées sur des rats ont permis de mettre en évidence ['efficacité de I'agent de contraste.
ks

[Mn(PyC3A)]-FBP

Figure 33 : Structure d'une sonde IRM pour le diagnostic du thrombus [194

Plusieurs groupes ont également mis a profit les trés bonnes propriétés de complexation des
triazamacrocycles pour I'élaboration de potentiels agents de contraste a base de Mn(l1) [12:13.105.106]
Parmi tous ces dérivés, les propriétés de seulement trois dérivés du tacn N-fonctionnalisés par
des groupements acétate (Meno2a et enota) ou picolinate (Hno1pa) seront discutées dans la
suite (Figure 34). Une attention particuliere sera portée sur le Hnol1pa, ligand élaboré au

laboratoire.
2
OH
O =
S e
OH(\N/> O v/ \/\N N/Yo N OH
o~N N (n_/ ©OH HN  NH
HOTH -/
o
Meno2a enota Hno1pa

Figure 34 : Ligands triazamacrocycliques étudiés pour la complexation du Mn(ll) [1213.105.106]

Le Meno2a, tacn tri-N-fonctionnalisé par deux groupements acétate et un groupement méthyl

décrit par notre équipe, permet une pentacoordination de Iion Mn?* et laisse donc la possibilité a
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une molécule d’eau de se coordiner au cation métallique. Les études en solution ont mis en
évidence la présence d’'une molécule d’eau coordinée (q = 1) qui peut s’échanger avec le solvant
avec une vitesse d’environ 6,3.108 s, supérieure a celle obtenue avec le PyC3A décrit par E.
Bale et al. La valeur de relaxivité calculée a 20 MHz et 298 K est de 2,74 mM'.s', ce qui est
légérement inférieure au PyC3A mais qui reste dans la gamme des valeurs de relaxivité pour les
dérivés polyazamacrocycliques %7,

PyC3A 193] Meno2a ['2] enota [1%9] Hno1pa ['3]
r (mM-1.s, 20 MHz) 3,1 2,74 3,4 3,32
q 1 1 1 1
kex (x 108 s°1) 100 626 + 23 55 2789
pMn 8,17 / / 7,08

Tableau 21 : Propriétés des ligands PyC3A, Meno2a, enota et Hno1pa

L’équipe de E. Téth a également élaboré un dimére, analogue du Meno2a. Il s’agit du enota, un
bismacrocycle formé de deux unités tacn reliées par un pont éthylene et porteurs chacun de deux
bras acétate (Figure 34). L’objectif était de créer des molécules dimériques a poids moléculaire
plus élevé afin d’'augmenter le temps de corrélation rotationnel ainsi que les valeurs de relaxivité.
Dans ce cas précis, le complexe dimérique formé avec le ligand enota a une meilleure relaxivité
qui est de 3,4 mM'.s™ contre 2,74 mM'.s" pour le Meno2a. Les études a I'état solide témoignent
également de la coordination d’'une molécule d’eau afin de compléter la sphére de coordination
du cation divalent ['2. Toutefois, la vitesse d’échange des molécules d’eau entre la sphére interne

et le solvant est plus faible, ce qui est potentiellement da a la nature du complexe bimétallique.

Derniérement, I'équipe a développé une série de ligands polyazamacrocycliques dérivés du tacn,
cyclen et cyclam mono-N-fonctionnalisés par un bras picolinate pour la complexation du Mn?*.
D’aprés leurs études, le complexe formé avec le ligand Hno1pa posséde les meilleurs propriétés
(Tableau 21). La structure a I'état solide, représentée ci-apres (Figure 35) se compose de deux
entités [Mn(no1pa)(H-0)] et montre qu’'une molécule d’eau est coordinée au centre métallique.
Ces résultats ont également été démontrés par calcul DFT. Au vu des trés bonnes propriétés de
complexation du Hno1pa, d'une trés bonne valeur de relaxivité et d’'une vitesse d’échange des
molécules d’eau avec la sphére externe, du complexe de Mn?*, ce complexe peut étre considéré
comme une bonne alternative aux agents de contraste a base de Gd** pour une application en
IRM.
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Figure 35 : Structure aux rayons X du complexe [Mn(no1pa)(H20)]2 (A) structure obtenue par DFT (B)

V. Cahier des charges d’'un agent de contraste pour une application en
milieu biologique

Pour une application en milieu biologique, il est nécessaire que I'agent de contraste posséde les
criteres suivants :

o Stabilité thermodynamique importante (logKu. importante).
¢ |nertie cinétique importante pour éviter toute dissociation in vivo.

e Posséder une valeur de ry et r2 les plus hautes possibles, pour éviter d’utiliser une trop
grande concentration en agent de contraste.

e Présenter une molécule d’eau coordinée au cation métallique (q > 0).
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3 Imagerie Optique de fluorescence et sondes bimodales

|.  Principe et applications en milieu biologique

Les premiéres descriptions de la fluorescence ont été faites par N. Monardes en 1565 en mettant
en évidence une émission lumineuse bleue d’une infusion d’'un bois mexicain appelé « Lignum
Nephriticum » 1'%, Néanmoins, il faudra attendre 1852 et les travaux de G. G. Stokes pour définir
le principe de fonctionnement de la fluorescence "%, Ce principe est représenté ci-dessous
(Figure 36).

Reconversion
SZ énergétique
interne

\ Etat triplet

Niveaux d’énergie

ABSORPTION

FLUORESCENCE

Phosphorescence

Figure 36 : Diagramme de Jablonski

Sous l'effet d’'une excitation lumineuse, un fluorophore absorbe un photon et passe de son état
fondamental (So) a un état virtuel excité (S1). Le retour a I'état fondamental peut se faire de
plusieurs fagcons et caractérise ainsi les phénoménes de luminescence. La fluorescence
correspond au retour direct a I'état fondamental par émission d’'un photon, qui est considéré
comme processus rapide (107'%s). La seconde méthode de désexcitation radiative, aussi connue
sous le nom de phosphorescence fait intervenir le passage par un état triplet de plus basse
énergie (T4). L’émission d’'un photon, plus longue, est caractérisée par un temps de désexcitation
compris entre 10 et 10s.

L’imagerie par fluorescence est une technique qui est également plus facile a mettre en ceuvre
que I'imagerie TEP ou I'lRM. Cependant, plusieurs systémes biologiques fluorescents absorbent
dans la gamme du visible et du proche infrarouge (NIR) ce qui présente un inconvénient de

sensibilité de cette technique. En revanche, il existe une fenétre de transparence biologique allant
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de 700 a 1000nm, dans laquelle, aucun systéme biologique n’absorbe (Figure 37) et il est donc

intéressant d’obtenir des sondes émettant dans cette région.

Fenétrede transparence
Biologique

Proteines Melanine

| ! Ie!—_! ! !_R" !

100 Longueurs d'ondes (nm) 1000

Figure 37 : Fenétre de transparence biologique

Il.  Sondes fluorescentes a base de chromophores organiques

Depuis longtemps les chromophores organiques conjugués sont connus pour avoir des propriétés
de fluorescence ['%, lls possedent les caractéristiques suivantes :

e Coefficient d’extinction molaire élevée (> 10 000 M"'.cm™)

¢ Rendement quantique de fluorescence important

Les fluorophores organiques sont trés souvent des molécules insaturées ou des composés
possédant des cycles aromatiques conjugués. Des exemples de sondes fluorescentes dérivées
de la famille de la coumarine, de la fluorescéine et des bodipy sont présentés ci-dessous (Figure
38).

F o]
HO 0.0 T\‘Q
— _ o %
F o 0 /\/\/\(
Me (0]
o}”
marina blue Bodipy 630/650

Figure 38 : Structures de divers fluorophores organiques
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Ces fluorophores sont également caractérisés par des bandes d’émissions larges dans le visible
(400 et 800 nm). Les spectres d’émissions de la marina blue, de la rhodamine red et du Bodipy

630/650 sont représentés ci-dessous (Figure 39) a titre d’'exemple.

marina blue bodipy
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75
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Figure 39 : Spectres d'émissions de la marina blue (bleu), de la rhodamine red (jaune) et du bodipy
630/650 (rouge)

Avec une émission dans le visible, l'utilisation de ces chromophores comme sondes
luminescentes en milieu biologique est trés limitée puisqu’ils émettent dans la fenétre d’émission
de certains systemes biologiques. De plus, ces composés sont trés peu stables en milieu
biologique et se décomposent dans le temps (photo-blanchiment).

lll. L’absorption biphotonique (TPA)

Afin d’obtenir des absorptions au-dela de 700 nm, une alternative a I'absorption monophotonique
est I'absorption biphotonique. Ce phénoméne, décrit en premier lieu par M. Géppert-Mayer en
1931 "9 appartient a I'optique non linéaire de second ordre. Contrairement a I'absorption
monophotonique, ce phénoméne repose sur I'absorption simultanée de deux photons de demi-
énergie. Cette particularité entraine alors une absorption a une double longueur d’'onde soit un
déplacement du bleu vers le NIR (fenétre de transparence biologique). De fait, la pénétration dans
les tissus est importante tout en évitant les phénoménes de photo-dommage des tissus.
Finalement, I'excitation a deux photons du chromophore n’ayant lieu qu’au point focal du laser

(Figure 40) une résolution tridimensionnelle est possible.

80



Excitation Emission

— Y — —
$1 o €L i
hva hvaz
2-photon
1-photon § 2-photon h\'
1-photon
h\'M

©“n

Figure 40 : différence entre I'absorption mono et biphotonique

IV. Sondes luminescentes a base de complexes de lanthanides

Du Lanthane La (Z = 57) au Lutécium Lu (Z = 71), les lanthanides sont des éléments appartenant
au bloc f du tableau périodique et ont pour configuration électronique [Xe]6s24f" (n < 14). A
I'exception du La3* et du Lu®*, les ions lanthanides, au degré d’oxydation +lll, ont la particularité
de posséder une signature spectrale bien spécifique allant du visible au proche infrarouge
(400 — 1550 nm). Les spectres d'émission des ions lanthanides sont présentés

ci-dessous (Figure 41).

Tm Tb Dy Eu Sm
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A/nm

Figure 41 : Spectres d'émission des lanthanides
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Contrairement aux chromophores organiques, les lanthanides possédent des bandes d’émission
fines avec des déplacements de Stokes élevés. Certaines de ces émissions sont dans la fenétre
de transparence biologique ce qui permet d’envisager de l'imagerie biologique. De plus, ils
possédent des durées de vie d’émission allant de la microseconde a la milliseconde, a
température ambiante, permettant de mettre en ceuvre la technique de fluorescence en temps
résolu, non envisageable avec des sondes organiques. Cette technique permet de s’affranchir
des artefacts lumineux (bandes Rayleigh et Raman) et de la fluorescence naturelle des milieux
biologiques.

Du fait des transitions “f-*f interdites par symétries, selon les régles de Laporte, les ions
lanthanides ont un coefficient d’extinction molaire (¢) faible (€ < 10 M'.cm™). Afin d’exciter ces
derniers, il est nécessaire d’introduire un ou plusieurs émetteurs possédant des bonnes propriétés
d’absorption, capable d’exciter le lanthanide. Cette méthode est aussi connue sous le nom d’effet

d’antenne.

En 2007, A. Nonat a étudié durant sa thése linfluence de ligands triazamacrocycliques pour la
complexation de lanthanides dans l'optique d’élaborer de nouvelles sondes magnétiques et/ou
fluorescentes [,  Ses recherches ont montré que le ligand Hsno3pa, tacn
tri-N-fonctionnalisé par des groupements picolinate, était un trés bon ligand pour I'élaboration de
complexes d’Eu®* et de Tb® luminescents (Figure 42). En effet les groupements picolinate jouent

le rdle d’antennes pour I'excitation monophotonique du lanthanide.
O

Ln = Eu®* dpp0 = 9%
Ln = Tb3* ¢yyp0 = 60%

Figure 42 : Sondes luminescentes a base de complexes de lanthanides dérivés du Hzno3pa [''1]

Le complexe de [Tb(no3pa)] posséde un rendement quantique intéressant de I'ordre de 60% ainsi
qu’une stabilité importante dans I'eau, comme en atteste la valeur de logKr,. égale a 17,4, qui est
supérieure de 3,7 unités de log a celle du complexe [Tb(nota)]. Toutes ces études mettent I'accent
sur 'apport d’une plateforme triazamacrocyclique pour la formation de complexes de lanthanides
stables luminescents. En revanche, avec une émission dans le visible, ces complexes ne sont

pas adaptés pour une application en imagerie optique de fluorescence.
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En 2008, O. Maury et al. ont développé une sonde luminescente biphotonique et biocompatible a
base de lanthanide ''2. La sonde est composée d'un cation Eu®* complexé par trois antennes
T-conjuguées de type acide dipicolinique possédant des chaines pégylés permettant d’augmenter

'hydrosolubilité du complexe (Figure 43).

NH

Figure 43 : Structure d'une sonde luminescente a base de lanthanide développée par
O. Maury et al. [''2

Avec une absorption a 332 nm et une émission vers 720 nm ainsi qu’'un rendement quantique de
15,7 % dans I'eau et un temps de vie de luminescence long (1,062 ms), le complexe posséde
toutes les caractéristiques nécessaires pour réaliser de I'imagerie optique en milieu biologique.
Des études d’'imagerie confocale in vitro réalisées sur des cellules du cancer T24 sont présentées
ci-aprés (Figure 44). L’excitation biphotonique a 760 nm des cellules a permis de mettre en
évidence la luminescence rouge du complexe d’Eu(lll). En comparant les images de microscopie
confocale (gauche) et celles du contraste de phase (droite) , il a été possible de montrer que le
complexe était majoritairement localisé dans la région périnucléaire des cellules. Néanmoins, des
études de stabilité en milieu aqueux ont permis de mettre en évidence une dissociation dans I'eau
d’environ 30% du complexe. Cet exemple décrit la premiére sonde biocompatible a base d’un
complexe de lanthanide pour une imagerie biphotonique. Il reste cependant nécessaire

d’optimiser ces sondes, particulierement au niveau de la stabilité du complexe.
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Figure 44 : Images de microscopie confocale de cellules cancéreuses T24 fixées dans I'éthanol et

marqués avec le complexe ['12

Depuis ces travaux, de nombreuses études ont été développées autour de sondes de lanthanides,
luminescentes par absorption biphotonique, a base de ligands triazamacrocycliques U''3-'"7], La
plateforme tacn tri-N-fonctionnalisée par trois groupements picolinate apparait comme une
plateforme de choix pour la complexation d’ion Ln(lIl) puisqu’elle permet de former des complexes
avec un nombre de coordinance de 9. En 2013, D. Parker et al. ont étudié de nouvelles sondes a
absorption biphotonique a base de complexes d’Eu®* de ligands dérivés du Hzno3pa pour
I'imagerie in vitro [''®. Cing complexes d’Eu®* possédant diverses antennes biphotoniques ont été

synthétisés (Figure 45) et les propriétés photophysiques ont été étudiées et sont répertoriées

dans le tableau ci-aprés (Tableau 22).
X X

[EuL™?] X = OMe [EuL?]X=OMe R=Ph  [EuL?] X = O(CH,CH,0);Me X' = O(CH,);NH3*
by y = -
[EUL™] X = O(CH,CH,0)sMe [EUL?] X = OMe R = Me R=Ph

Figure 45 : Exemples de sondes luminescentes a base d’Eu(lll) développées par D. Parker et al. [18]
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complexes Amax (NM) @em (%) T (mMS)

[EuLa] 338 48 0,95
[EuL ] 338 25 1,06
[Eul2e] 332 52 1,30
[EuL20] 331 39 1,03
[EuL2] 332 54 1,00

Tableau 22 : Propriétés photophysiques de quelques complexes d'Eus+ décrit dans la littérature [118]

Les cing complexes présentent des longueurs d’onde d’absorption proches de 330 nm dans le
méthanol, mais également des rendements quantiques compris entre 25 et 54% et des temps de
vie de luminescence proche de la milliseconde. Des études par microscopie confocale réalisées
sur des cellules de type NIH 3T3 avec le complexe [EuL?®], ont montré que le complexe est
internalisé dans la cellule comme en témoigne la couleur rouge intense, caractéristique de l'ion
Eu®* sur la figure ci-dessous (Figure 40). L'internalisation du composé contrairement aux autres
complexes serait due a la présence d’une charge positive, ce qui a déja été observé auparavant
sur différents complexes de lanthanides [119:120],

Figure 46 : Image obtenue par microscopie confocale bidirectionnelle d'une mitochondrie réalisée sur une
cellule NIH 3T3 avec le complexe [EuL??] (10 mM, 15 min, Aexc 355 nm, détection 600-720 nm)

Ces travaux montrent encore une fois l'efficacité des ligands triazamacrocycliques pour
I'élaboration de sondes luminescentes a base de lanthanides. Ces complexes présentent une
meilleure stabilité que leurs analogues linéaires, et permettent une trés bonne imagerie in vitro a

excitation mono- et biphotonique.
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V. Cahier des charges d’'une sonde fluorescente pour une application in

Vivo

Pour une application en milieu biologique, une sonde fluorescente doit avoir les caractéristiques
suivantes :
¢ Une bande d’émission située dans les longueurs d’onde de la fenétre de transparence
biologique.
¢ Un rendement quantique de fluorescence élevé.
e La présence d’'une charge positive peut a priori favoriser I'internalisation cellulaire.
e Une stabilité thermodynamique et une inertie cinétique importantes pour éviter toute

dissociation du complexe en milieu biologique.

VI. Exemples de sondes bimodales TEP-fluorescence et IRM-fluorescence

Il existe dans la littérature plusieurs exemples de sondes bimodales alliant les différentes
techniques d’imagerie détaillées précédemment ©56¢ En revanche, la plupart des sondes
multimodales sont des nano-objets comme des nanoparticules ©2, quantum dots ['*', ou des

polyméres ['22l tandis que moins de recherches ont été réalisées sur des sondes moléculaires 23],

Par exemple, B. Guérin et al. ont développé une sonde bimodale TEP-fluorescence a partir d’'une

phtalocyanine de zinc relié de maniere covalente a un dérivé du Hsnota pour la complexation du
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Figure 47 : Structure d’une sonde bimodale TEP-fluorescence décrite par B. Guérin et al. [124

La combinaison des deux molécules ne change pas leurs propriétés respectives et permet donc
un effet synergétique en termes d’imagerie pour étudier la biodistribution du composé par TEP ou

imagerie optique. En revanche, l'utilisation de phtalocyanine présente deux inconvénients : la
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syntheése du composé dissymétrique est difficile et il est obtenu avec un trés faible rendement. Le
second probléme relevé est lié a la taille de la molécule puisqu’une grande accumulation dans le

foie et les reins a été décelée lors d’étude in vivo.

Plusieurs exemples de sondes IRM-fluorescence ont vu le jour en utilisant les dérivés gadolinés
déja connus en clinique pour un diagnostic IRM. N. K. Logothetis et al. ont ainsi développé une

sonde moléculaire a base d’'un dérivé du Gd** lié a un fluorophore organique (Figure 48) 1291,

Figure 48 : Structure d'une sonde IRM-fluorescence développée par N. K. Logothetis et al. ['2%]

L’introduction du motif fluorescent a été possible en sacrifiant 'un des bras acétate. Cela conduit
a une perte de stabilité du complexe [Gd(do3a)] par rapport au [Gd(dota)]. La sonde créée
possede cependant des valeurs de ri et r. satisfaisantes (i = 5,36 mM's' et
r. = 7,52 mM'.s") pour une application en IRM. Les études par imagerie optique ont également

permis de suivre la localisation intracellulaire de la sonde.

Ces deux différents exemples montrent qu’il est trés intéressant de combiner les techniques

d’'imageries telles que la TEP et I'IRM avec la fluorescence pour élaborer de sondes bimodales.

VIl. Présentation des cibles

Dans le but de développer de nouvelles sondes moléculaires, notre équipe a obtenu un
financement ANR en 2016 (ANR SaDAM), pour la synthése et I'étude de sondes multimodales
mais également de sondes théranostiques, alliant diagnostic et thérapie. Ce projet a ainsi eu pour
but d’associer la complémentarité des recherches de notre groupe et de ses collaborateurs
historiques, en chimie macrocyclique pour des applications en imagerie TEP ou IRM (avec
I'équipe de Pr. Alain Faivre-Chauvet du CRCINA de I'Université de Nantes et I'équipe du Dr. Gyula
Tirsco de I'Université de Debrecen) et I'expertise du groupe d’Olivier Maury a 'ENS de Lyon,

spécialisé dans la conception et I'étude de sondes luminescentes comme vu dans cette partie
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bibliographique. Certains des bras chélatants antennes développés précédemment sont en effet,
de par leur longueur d’'onde d’absorption, adaptables aux complexes de métaux de transition, ce

qui nous a permis de cibler des sondes TEP-fluorescence et IRM-fluorescence (Figure 49).

2 - Emission

/\/\N \\ Macrocycle
R N Bras chélatant
M
Mt Cation métallique
L—,—J . . Fluorophore
Imagerie 2 Imagerie 1

Figure 49 : Schéma représentatif des sondes bimodales

Nous avons ainsi étudié la possibilité d’association des ligands Hno2pyipa et Hno1pa, pour la
complexation respective du Cu(ll) et du Mn(ll), avec les antennes fluorescentes développées par
le groupe d’Oliver Maury. L’antenne fluorescente sera fixée sur un des bras coordinants du
macrocycle afin de ne pas impacter la stabilité thermodynamique des complexes. Les deux
ligands ainsi ciblés sont le Hno2pyifluo, tacn tri-N-fonctionnalisé par deux groupements
méthylpyridine et une antenne fluorescente et le Hno1fluo, tacn
mono-N-fonctionnalisé par un bras coordinant fluorescent (Figure 50).

antenne HO
fluorescente

antenne
fluorescente

\ /M
@N N NH N
N Q,NJ Sonde TEP-fluorescence ',:,'J Sonde IRM-fluorescence
Ny M2+ = Cu?t M?* = Mn?*
' =
Hno2py1fluo Hnolfluo

Figure 50 : Présentation des cibles Hno2pyifluo et Hno1fluo
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Ce chapitre est divisé en deux parties. Une premiére partie concernera la synthése et les études
photophysiques du complexe [Cu(no2pyifluo)]* afin d’étudier linfluence du Cu?" sur les
propriétés luminescentes de la sonde TEP-fluorescence. Ensuite, les études de radiomarquage
au cuivre-64 seront abordées ainsi que les premiéres images in vitro obtenues par microscopie
confocale. Dans un second temps, les différentes méthodes de synthése développées pour
I'élaboration du ligand Hnoifluo dans le but de synthétiser une potentielle sonde bimodale
IRM-fluorescence a base d’'un complexe de Mn2* seront détaillées. Les premiéres études en

solution et les études de relaxométrie seront ensuite discutées.
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4 Sonde bimodale TEP-fluorescence a motif tacn

|.  Synthése et caractérisation du ligand Hno2py1fluo

Une voie de synthése a été envisagée pour l'obtention du ligand Hno2pyifluo, tacn
tri-N-fonctionnalisé par deux groupements méthylpyridine et une antenne fluorescente.
L’approche rétrosynthétique est représentée ci-dessous (Schéma 16). La voie décrite consiste a
introduire en dernier lieu I'antenne fluorescente sur le tacn di-N-fonctionnalisé par deux
groupements méthylpyridine. L'antenne fluorescente est préalablement synthétisée en dix étapes

a partir de deux dérivés commerciaux, I'acide chélidamique et la N-phénylediethanolamine.

Hno2py1fluo

| 0 f
z ! " OH
| | | NPEG, N~
WO oo LT Oy ow
T——— | L e—
OMe oH H oH ! =
3 i

OH

N-phénylediethanolamine
acide chélidamique 8 phény

Schéma 16 : Approche rétrosynthétique du ligand Hno2py1fluo

1. Synthése d’un dérivé du picolinate substitué en position para par un atome d’iode

Le dérivé du picolinate portant un atome d’iode en position para de 'atome d’azote (3), ce qui
permet de réaliser des couplages organopalladés avec des alcynes vrais, sera le synthon de
départ pour I'élaboration de l'antenne fluorescente. La synthése s’effectue en trois étapes
(Schéma 17) a partir de I'acide chélidamique commercial. Cette synthése est adaptée d’'une

procédure déja décrite dans la littérature 11261,

La premiéere étape consiste a réaliser la chloration de la fonction cétone du cycle aromatique par
action du chlorure de thionyle catalysée au DMF. Cette étape permet également d’activer les
fonctions acide carboxylique en fonctions chlorure d’acyle. Ensuite, I'ajout de méthanol conduit a

une double estérification des fonctions chlorure d’acyle. Le composé 1 est obtenu avec un
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rendement de 96%. Afin d’obtenir un halogéne plus réactif pour un futur couplage de Sonogashira,
une métathése de I'atome de chlore par un atome d’iode est réalisée par action d’'un excés
d’iodure de sodium puis de chlorure d’acétyle, ce qui permet d’obtenir le diester iodé 2 avec un
rendement de 96%. Enfin, la mono-réduction des fonctions ester méthylique est conduite par
action de deux équivalents de NaBH.. Le dérivé du picolinate fonctionnalisé en para par un atome
d’iode 3 est obtenu avec un rendement de 67% aprés purification. Ces synthéses optimisées

permettent d’obtenir le composé 3 a grande échelle (= 15 g).

1) Nal (10 &
o 1) SOCI, / DMF Cl ) CaHs(CNeq) | I
R 70°C 12h 5 ta 48h \ NaBH, (2 éq) N
HOS N 2) meoH CH,Cl, MeOL A\ AN OMe o acci3eq)  MeO | N7 OMe  CH,Cly / MeOH MeO A2\ OH
o H 0 nHo 0°C 3h 0 ) 3h o ) 0°C 3h 0
. A 96% 96% 67%
acide chélidamique 1 2 3
Schéma 17 : Voie de synthése du composé 3
2. Synthése de I'antenne fluorescente a motif picolinate 10

La synthése de I'antenne fluorescente biphotonique est effectuée en sept étapes. La premiere
étape (Schéma 18) consiste a former un dérivé électrophile 4 du 2,2-méthoxyéthoxyéthanol via
une activation de la fonction alcool secondaire par action du chlorure de tosyle. Le composé 4
précurseur des chaines hydrosolubilisantes (PEG), est obtenu avec un rendement de 75%.

1) NaOH (2 éq)
2)TsCI (1,5 6
MeO._~ g ~_OH ) TsCI{1.5 gq) MeO_~ g~ OTs
H,0 / THF
0°’Cata 4

24h
75%

Schéma 18 : Synthése du composé 4

La suite de la synthése de la sonde fluorescente se réalise en six étapes a partir d’'un composé
commercial, le N,N-bis(2-hydroxyéthyl)aniline. Le schéma réactionnel est représenté ci-aprés
(Schéma 19). La formation du N,N-bis(2-hydroxyéthyl)-4-iodoaniline 5 est obtenue par réaction
entre N,N-bis(2-hydroxyéthyl)aniline et le diiode a 0°C. Les premiers tests de synthese nécessitent
une purification par colonne chromatographique pour enlever I'excés de pyridine et de sous-
produits. Néanmoins, une alternative a cette purification a été trouvée par lavage de la phase

organique avec une solution aqueuse de CuSOs 10%, ce qui permet d’enlever les traces de
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pyridine restantes ['*”]. Ensuite, une simple recristallisation dans I'acétate d'éthyle permet d’obtenir

le composé 5 avec un rendement de 86%.

Of O/
OH_OH OH_OH /\/ Of NPEG,
(S [ I NaH(6q) (° TMS—=
N | ; NJ‘O Pd(PPh3),.Cl, (6% mol)
2 4 (3 ¢q) Cul (3% mol)
THF / pyridine THF 55°C Q THF / Et3N //
0°C 3h 96h | 55°C12h  TMS
86% [ 92% 04%
5 6
NPEG, NPEG, TBAF (1.5 éq)
(0.6 eq) NPEG, THF t.a 2h
MsCl (1.5 éq) Pd(PPh3)2 Cly (6% mol) 99%
Et3N (3 éq) Cul (3% mol)
CH,Cl THF / EteN Et;N
tazh 55°C 12h
MeO,C N MeO,C N

PEG = /o\/\o/\/o\/>ﬁJJ

Schéma 19 : voie de synthése de I'antenne fluorescente 10

Une réaction de Williamson entre le composé 5 et I'électrophile tosylé 4 en présence d’hydrure
de sodium permet d’obtenir 'aromatique 6 possédant deux chaines PEG avec un rendement de
92%. Ensuite, un premier couplage de Sonogashira dans des conditions usuelles entre le
triméthylsilylacétyléne et le dérivé 3 conduit au produit 7 avec un rendement de 94% apres
purification par colonne chromatographique. L’alcyne protégé 7 est engagé dans une réaction de
clivage du groupement sylilé par action du fluorure de tétrabutylammonium dans du THF. Cette
étape permet d’obtenir I'alcyne vrai 8 pouvant réagir dans un second couplage de Sonogashira
avec un rendement de 99%. Le second couplage organopalladé avec un dérivé iodé du picolinate
3 abouitit a la formation de I'antenne fluorescente 9 avec un rendement de 90%. Enfin, I'activation
de la fonction alcool secondaire du composé 9 est réalisée par action du chlorure de mésyle.
L’antenne fluorescente 10 est obtenue avec un rendement global de 65% en six étapes. Toutes
les optimisations effectuées nous permettent de réaliser la synthése de I'antenne fluorescente 9

a hauteur de plusieurs grammes (= 5 g).
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3. Synthése et caractérisation du ligand Hno2py1fluo

La synthése du ligand Hno2py1fluo s’effectue en 7 étapes a partir du tacn. Afin d’obtenir une
N-fonctionnalisation régiospécifique du tacn, la méthode décrite par G. R. Weisman et al. a été
choisie 1 (Schéma 20). Aprés formation du tacn orthoamide 11, I'alkylation régiospécifique d’'une
amine tertiaire permet d’obtenir l'ammonium 12 avec un rendement de 69%. L’hydrolyse partielle
du groupement orthoamide conduit au composé 13, porteur d’'une fonction amide, d'un bras
picolyle et d’'une fonction amine secondaire. L’introduction d’'un second bras picolyle est effectuée
sur cette derniere par réaction avec un second équivalent de chlorure de picolyle. Le composé 14
est obtenu aprés purification sur colonne de silice avec un rendement de 84%. Enfin, 'hydrolyse
en milieu acide de I'amide permet d’obtenir le no2py (15), tacn di-N-fonctionnalisé par deux

groupements méthylpyridine, avec un rendement global de 44% en 5 étapes a partir du tacn.

N =N
B N4< Q/
gy e S agh
HN NH toluene/ CHCl N THF
t.a 6h t.a 7 jours
99% " 69% 12
ta12h
99y | MO
1) HCI conc. (O \N f/o

OV(NS MeOH 100°C Q N \ AN N
D < N BN
2) NaOH ch;o3 /

7% CH3CN

t.a 72h

84%

Schéma 20 : Voie de synthése du composé 15 (no2py)

La synthése du ligand final s’effectue en deux étapes (Schéma 21), a partir du composé no2py.
La premiere étape consiste a introduire I'antenne biphotonique (10) par une réaction de SN par
addition du bras mésylé 10. Apres plusieurs étapes de purification, le tacn
tri-N-fonctionnalisé par deux groupement méthylpyridine et une antenne fluorescente 16 est

obtenu avec un rendement de 53%.
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Schéma 21 : Voie de synthese du ligand Hno2pyifluo
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Figure 51 : Spectre RMN 'H (75,4 MHz, 298 K, CDClIs3) du composé 16

Une isochronie fortuite des protons du macrocycle est caractérisée par la présence d’un singulet

a 2,89 ppm. Les groupements méthyl terminaux des fonctions PEG sont représentés sous la

forme d’un singulet a 3,39 ppm intégrant pour six protons. Les groupements CH. des chaines

PEG ne sont pas différenciables et se retrouvent sous la forme d’un massif a 3,50 ppm intégrant

pour vingt-quatre protons. Le singulet a 3,83 ppm intégrant pour trois protons est caractéristique

du groupement méthyle de la fonction ester. Les CH> du groupement picolinate et des

groupements méthylpyridine se retrouvent respectivement a 3,90 et 3,95 ppm. Enfin, dans la

région des protons aromatiques, tous les groupes de protons des bras méthylpyridine et du bras

picolinate sont différenciables. Les attributions de chaque groupe de protons sont représentées

sur le spectre 'H.
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Sur le spectre RMN '3C, en J-modulation représenté ci-dessous (Figure 52), le pic positif a 50,6
ppm est attribué aux groupements CH2 des chaines PEG en 3 de 'atome d’azote. Le pic négatif
a 52,7 ppm est caractéristique du groupement CHs de la fonction ester méthylique tandis que celui
a 58,8 ppm, plus déblindé, correspond aux groupements CHs des chaines PEG. Le pic positif mal
résolu a 55,6 ppm est la signature des CHz du cycle tacn. Ensuite, les pics positifs a 63,9 et 64,4
ppm représentent respectivement les groupements CH. des bras méthylpyridine et du bras
picolinate. Les deux pics positifs a 85,0 et 96,7 ppm sont attribués aux atomes de carbone de la
triple liaison. Dans la zone des atomes de carbone aromatique, les groupes d’atomes de carbone
du groupement aryle de I'antenne fluorescente sont représentés par deux pics négatifs a 111,8 et
123,1 ppm tandis que les deux pics négatifs a 125,0 et 127,1 ppm correspondent aux atomes de
carbone du cycle aromatique picolinate. Les pics négatifs a 121,7, 133,2, 136,1 et 148,6 ppm
correspondent au groupements CH des bras méthylpyridine. Enfin, le pic positif a 165,4 ppm est
la signature du groupement carbonyle présent sur le groupements picolinate. Une attribution
précise des atomes de carbone du composé 16, réalisée par RMN 2D (COSY, HMBC et HMQC)
est représentée sur le spectre RMN '3C (Figure 52).

CH, PEG
1 '16N\2o
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Figure 52 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, CDCIz) du composé 16

L’hydrolyse du groupement ester méthylique est effectuée en condition basique en raison d’une
faible stabilité de I'antenne fluorescente en milieu acide due a la présence de la triple liaison, et
donne le ligand Hno2py1ifluo est obtenu avec rendement de 98%. Le rendement global est de
29% en sept étapes a partir du tacn.
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L’analyse du spectre RMN 3C en J-modulation (Figure 53) permet de confirmer la structure du
ligand Hno2pyifluo. La disparition du pic positif a 52,6 correspondant au groupement CHs de la
fonction ester méthylique et le déplacement du carbonyle de 165,4 a 173,8 permet de confirmer
la transformation de la fonction ester méthylique en fonction acide carboxylique. L’attribution de

chaque carbone du ligand Hno2pyifluo est présentée sur le spectre ci-dessous (Figure 53).
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Figure 53 : Spectre RMN '3C (75,4 MHz, 298 K, D20) du ligand Hno2py1fluo

4, Synthése des complexes [M'(no2py1fluo)]* (M = Cu?* / Zn?¥)

La réaction de complexation du Cu?* et du Zn?* par le ligand est effectuée dans I'eau a 60°C avec

un pH ajusté a 6,6 en utilisant 1 équivalent de sel métallique hydraté (Schéma 22).

mNPEGz
O N
Z
HO™ ™
=
SN N M(CIO,),.6H,0
ey CORL
H,0 -
'N\ pH 6,6
P 12h 60°C
Hno2py1ifluo

18 M = Cu?* (94%)
19 M = Zn?* (90%)

PEG = Meo\/\o/\/ovﬁ

Schéma 22 : Voie de synthése des complexes [M"(no2py1fluo)]* ( M = Cu?+ / Zn3*)
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Le complexe [Cu(no2py1fluo)]* est obtenu sous la forme d’une huile verte avec un rendement de
94% tandis que le complexe [Zn(no2pyifluo)]* est isolé sous la forme d’'une huile jaunatre avec
un rendement de 90%. Les études de caractérisations et photophysiques des complexes seront

discutées dans la prochaine partie.

Il. Etudes électrochimiques du complexe [Cu(no2py1fluo)]*

1. Etude par voltamétrie cyclique

Le comportement électrochimique du complexe [Cu(no2py1fluo)]* est étudié par voltamétrie
cyclique dans I'eau a pH neutre, a une concentration de 1mM (Figure 54). L’enregistrement des
spectres est effectué, avant et apres électrolyse, en appliquant un potentiel de -0,6V, afin d’étudier
la stabilité du complexe Cu(l) électrogénéré. Les valeurs des potentiels de réduction et d’oxydation

sont répertoriées dans le Tableau 23.

Le complexe [Cu(no2py1fluo)]* adopte un comportement quasi-réversible. Ce dernier possede
un pic de réduction a -0,54V par rapport a Ag/AgCl et un pic d’'oxydation a -0,42V ce qui lui confére
un potentiel standard de -0,48V.

. [Cu(no2py1fluo)]* [Cu(no2py1fluo)]

1x10 1x10°
04

< < 04

-1x10° 4 a

et -1x107°
10 05 0.0 05 10 05 0.0 05

E vs. Ag/AgCl / V E vs. Ag/AgCl / V

Figure 54 : Voltamogrammes cycliques avant électrolyse (bleu) et aprées électrolyse (rouge) a -0,6V
enregistrés a 0,1 V.s' dans H20/LiClO4 (0,1M) a pH 6,7

Potentiel [Cu(no2py1fluo)] [Cu(no2pyifluo)]
Epc (V) -0,54 -0,54
Epa (V) -0,42 -0,41

Tableau 23 : Caractéristiques électrochimiques du complexe [Cu(no2py1fluo)]* et de I'analogue réduit

[Cu(no2pyifluo)]

97



L’espéce réduite in situ, en appliquant un potentiel de -0,6V pendant une heure, révele également
un comportement quasi-réversible. Les potentiels de réduction et d’'oxydation sont également
similaires au complexe Cu(ll) (Figure 54).

Les résultats obtenus montrent que l'introduction de I'antenne biphotonique sur le picolinate du
ligand Hno2py1pa n’entraine pas de différence de stabilité du complexe [Cu(no2pyifluo)]*. Le
complexe est néanmoins plus facilement réductible puisqu’il posséde un potentiel -0,54 V contre
-0,67 V B (vs Ag/AgCl).

2. Caractérisation du complexe [Cu(no2pyifluo)]* par spectroélectrochimie

Les études par spectroélectrochimie permettent d’obtenir des informations spectrales lors de la
réduction du cuivre. Ces études, réalisées par le Dr. Christophe Bucher de 'ENS Lyon, sont
réalisées dans le DMF a température ambiante. L'objectif est de déterminer I'effet de la réduction
du Cu?* en Cu* sur I'absorption du complexe. Les résultats obtenus sont représentés sur le graphe
UV-visible ci-dessous (Figure 55). Le complexe [Cu(no2py1fluo)]* posséde une bande
d’absorption large et mal définie centrée a 402 nm dans le DMF. Lors de I'électrolyse de la solution
en appliquant un potentiel de -0,6 V, un déplacement hypsochrome est notable puisque le
complexe de Cu* électrogénéré a une absorbance a 377 nm (AAmax = 25 nm). Apres électrolyse,
tout le complexe est réduit comme en témoigne le spectre d’absorbance du complexe réduit
[Cu(no2pyifluo)] (B). Ces résultats préliminaires permettent de mettre en évidence encore une
fois la stabilité du complexe sous sa forme réduite. Des études de spectrofluoélectrochimie sont
en cours pour permettre de déterminer le rendement quantique de l'espéce réduite
[Cu(no2pyifluo)].

Intensité normalisée (u.a)
Intensité normalisée (u.a)

00

Y Y v 4 1 0,0 T T T T
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Longueur d’'ondes (nm) Longueur d'ondes (nm)

Figure 55: Spectres UV-visible d’absorption du complexe [Cu(no2py1fluo)]* pendant I'électrolyse (A) et
apres électrolyse (B)
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lll. Etudes des propriétés physico-chimiques

1. Caractéristique UV-visible

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence I'effet du cuivre sur les propriétés optiques du
ligand synthétisé. En effet de nombreux articles relatent du phénoméne d’extinction de
fluorescence de différents fluorophores en présence de cuivre '28-130 [ ’étude sur le complexe
[Zn(no2pyifluo)]* est également effectuée pour avoir un comparatif.

Les propriétés spectroscopiques du ligand Hno2pyifluo sous sa forme ester méthylique (16), du
ligand Hno2py1fluo et des complexes [Cu(no2pyifluo)]* et [Zn(no2py1fluo)]* sont étudiées par
spectroscopie UV-visible. Les spectres d’absorption, d’excitation et d’émission sont enregistrés
dans le dichlorométhane a température ambiante et sont représentés ci-dessous (Figure 56). Les
valeurs de longueurs d’'ondes d’absorption, d’excitation et d’émission sont répertoriées dans le

tableau ci-apres (Tableau 24).
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Figure 56 : Spectres d’absorption (—), d’émission (—) et d’excitation (- -) des composés 16, Hno2pyifluo,
[Cu(no2pyifluo)]* et [Zn(no2pyifluo)]*
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16 Hno2pyifluo [Cu(no2pyifluo)]* [Zn(no2pyifluo)]

Aabs (NmM) 385 365 410 407
Aexc (NmM) 385 385 405 405
Aem (NmM) 545 510 507 570

Tableau 24 : Propriétés photophysiques des composés 16, Hno2pyifluo, [Cu(no2pyifluo)]* et
[Zn(no2py1fluo)]*

Le composé 16, tacn tri-N-fonctionnalisé par deux groupements méthylpyridine et une antenne
fluorescente sous la forme ester méthylique, posséde une bande d’absorption large avec une
longueur d’'onde maximale a 385 nm, correspondant a un transfert de charge du donneur
(groupement -N(PEG)2) au groupement accepteur (groupement picolinate). Aprés excitation
monophotonique a 385 nm, I'émission du composé 16 est caractérisée par une bande large et
non structurée, caractéristique de la fluorescence de chromophore organique, a 545 nm.
L’absorbance du ligand Hno2pyifluo est caractérisée par une bande large et non structurée
comme pour le composé 16 avec un maximum d’absorption & 365 nm. A la suite d’une excitation

a 385 nm, le ligand Hno2py1fluo posséde un maximum d’émission a 510 nm.

Le complexe [Cu(no2pyifluo)]* est caractérisé par une bande large d’absorption centrée a 407
nm due au transfert de charge du donneur vers I'accepteur. Aprés excitation a 405 nm, le
complexe posséde une émission trés faible avec une longueur d’onde maximale d’émission de
507 nm. Finalement, le complexe de [Zn(no2py1fluo)]* posséde une absorbance similaire au
complexe de Cu?*, centrée a 407 nm et une bande d’émission large centré a 507 nm apres

excitation a 405 nm.

2. Rendements Quantiques

Le rendement quantique correspond au rapport du nombre de photons émis par rapport au
nombre de photons absorbés. Les rendements quantiques de fluorescence des composés 16,
Hno2py1fluo et des complexes de Cu?* et Zn?* sont déterminés par la méthode relative. Cette
méthode consiste a comparer lintensité de fluorescence d’'un composé a analyser avec celle
d’une référence. Expérimentalement, il faut travailler a une longueur d’'onde d’excitation fixe et
une densité optique inférieure a 0,1 afin de garder une linéarité des résultats.

Les rendements quantiques sont déterminés dans le CH>Cl> en utilisant la coumarine comme

référence interne et sont calculés grace a 'équation suivante (Equation 5) :
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_ A, DO, (A,) (n)?
?= A D0 ()

Equation 5 : Calcul du rendement quantique de fluorescence

Dans cette équation @ représente le rendement quantique du composé étudié, @, le rendement
quantique de la référence, DO, et DO, la densité optique a la longueur d’onde d’excitation du
composé et de la référence, A, et A, alintensité d’émission du composé et de la référence. Enfin,
n et n, représentes quant a eux, l'indice de réfraction du solvant de I'échantillon et celui de la
référence. Les valeurs des rendements quantiques sont répertoriées dans le tableau ci-dessous

(Tableau 25) et sont déterminées avec une approximation de 15%.

16 Hno2pyifluo [Cu(no2py1fluo)]* [Zn(no2py1fluo)]*
D (%) 5 6 <1 4

Tableau 25 : Rendements quantiques de fluorescence des composés 16, Hno2pyifluo,

[Cu(no2py1fluo)]* et [Zn(no2py1fluo)]* (référence = coumarine)

Le composé 16 possede un rendement quantique relativement faible de I'ordre de 5% dans le
dichlorométhane. Le ligand Hno2py1ifluo est caractérisé lui par un rendement quantique similaire
égal a 6%. En revanche, pour le complexe [Cu(no2pyifluo)]* une diminution du rendement
quantique est notable puisque le rendement quantique du complexe est inférieur a 1%. Enfin le

complexe de Zn?* posséde un rendement quantique plus élevé de I'ordre de 4%.

Avec un rendement quantigue de 6%, le ligand Hno2py1fluo est le plus fluorescent des
composés étudiés. Si I'antenne biphotonique est un chromophore organique intéressant pour
I'excitation de lanthanides par effet d’antenne, elle ne posséde cependant qu’une fluorescence
faible. La complexation du Cu?* par le ligand entraine comme attendu une extinction de la
luminescence qui remet en question [l'application potentielle comme sonde bimodale

TEP-fluorescence.

3. Etude du phénoméne d’extinction de fluorescence du complexe de cuivre
Une potentielle explication de I'extinction de fluorescence par le Cu?* peut étre évaluée a partir du
comportement électrochimique et des propriétés photophysiques du complexe. Des études

réalisées par G. Pilet et al. ont permis de proposer une explication de I'extinction de fluorescence
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de chromophores organiques a base de bodipy aprés complexation du Cu? 3"l La formation du
complexe entraine un changement du rendement quantique du ligand de 97 a 0% apres
complexation et ils ont avancé que ce phénomene pouvait étre di a un transfert électronique
photo-induit. D. Rehm et A. Weller, dans les années 1970, ont mis au point une équation semi-
empirique (Equation 6) permettant de déterminer si le phénoméne de transfert électronique

photo-induit entraine une extinction de luminescence ['%2,

AG = Epx(D) — Epeq(A) — E*+C

Equation 6 : Equation de Rehm-Weller

Dans cette équation, E,, (D) correspond au potentiel d’'oxydation du donneur a savoir 'antenne
fluorescente et E,.;(A) au potentiel de réduction de I'accepteur qui est le centre métallique.
L’entité E* correspond a l'intersection des spectres d’absorption et d’émission du complexe et
enfin C est un terme coulombien qui, dans notre cas, a été fixé a 0. Si la valeur de AG prend des
valeurs négatives alors le phénoméne d’extinction de fluorescence peut étre dd a un transfert
électronique photo-induit.

L’analyse de I'extinction de fluorescence est donc possible a partir de I'équation de Rehm-Weller
et des propriétés électrochimique et spectroscopiques du complexe. Le voltamogramme et les
spectres sont représentés ci-dessous (Figure 57) et les valeurs des parameétres de I'équation de

Rehm-Weller sont répertoriées dans le Tableau 26.

1,2
. [[Cu(no2py1fiuo)]* E,. (D) {[Cu(no2pyifluo)]* — Emission
4,0x107 ox — )
’ o 1,0 / —— Absorption
= ] 2 — — Excitation
[}
Rl
0,8+ [
2,0x10° 3 ] ! '\
< £ i
- 6 0,6 \
= ; | I \
0,0+ 2 ! \
g 0,4*!\“ 1 1 =
<] \
B 024
-2,0x10° < 7 \
Ered (A) A
. : . . . T . T 0,0 ; T = T T i T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 300 400 500 600 700
E vs. Ag/AgCl/ V Longueurs d'onde (nm)

Figure 57 : Voltamogramme cyclique dans H20/LiClO4 (0,1M) a pH 6.7 et spectres d’absorption (—),
d’émission (—) et d’excitation (- -) du complexe [Cu(no2py1fluo)]*
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Eox (D) (V) Ered (A) (V) E* (eV) AG (eV)
[Cu(no2pyifluo)]* 0,91 -0,57 2,72 1,24

Tableau 26 : Caractéristiques électrochimique et photophysiques du complexe [Cu(no2py1fluo)]*

D’aprés le voltamogramme cyclique, le complexe posséde un pic de réduction a -0,57 V (vs
Ag/AgCl) qui correspond a la réduction du Cu®* en Cu*. Il possede également deux pic
d’oxydation, un premier correspondant a I'oxydation quasi-réversible a -0,42 V comme vu
précédemment. Le second pic d’oxydation correspond a I'oxydation du donneur N-aryle. Ce pic
irréversible apparait a un potentiel de 0,91 V. L’étude des spectres d’absorption et d’émission
permet de déterminer l'intersection des deux courbes. Cette derniére prend la valeur de 456 nm
soit 2,72 eV.

Toutes ces mesures ont permis de calculer la valeur de AG qui est égale a -1,24 eV ce qui permet
d’émettre une hypothése sur la nature du phénoméne d’extinction de fluorescence, qui pourrait
par conséquent étre di a un transfert électronique photo-induit entre le donneur (N(PEG).) et le

cation Cu?*.

IV. Radiomarquage au %*Cu et études in vitro

Les études de radiomarquage au cuivre-64 et les études d’imagerie sont réalisées en

collaboration avec I'équipe nantaise du Pr. Alain Faivre Chauvet du CRCINA.

1. Radiomarquage du ligand Hno2py1fluo au $4Cu

Le radiomarquage au %Cu est réalisé dans un tampon acétate d’'ammonium (pH 5,5) avec une
concentration en ligand Hno2py1ifluo égale a 58 uM pendant 15 minutes a 100°C. Les résultats
obtenus par radio-CCM sont présentés ci-aprés (Figure 58). La premiére radio-CCM correspond
au complexe [**Cu(acétate)] qui sert de référence pour déterminer le radiomarquage du ligand.
Le [**Cu(acétate)] possede un R; = 0,1 et ne migre pas sur la CCM. La seconde radio-CCM
correspond au test de radiomarquage du ligand. Sur cette derniére, deux entités radiomarquées
sont présentes: le spot avec un R¢ = 0,3 correspond au complexe radiomarqué
[**Cu(no2py1fluo)]* alors que celui avec un R égal a 0,1 correspond au %*Cu non complexé.
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Aprés 15 minutes a 100°C, le radiomarquage du ligand Hno2py1fluo est surprenant puisque

seulement 40% du cuivre-64 est complexé par le ligand.
A B

L1 L2

40 ! Rr = 0,3 [**Cu(no2py1fluo)]*
@ Ri=01 [¢“Cu(acétate)] gg [ Ri = 0,1 [**Cu(acétate)]

Figure 58 : Radio-CCM du composé [¢*Cu(no2py1fluo)]* (15 minutes, pH 5,5, 100°C)

Ces premiers tests de radiomarquage ne sont pas concluants d’autant plus si on les compare au
ligand non fluorescent Hno2py1pa qui est radiomarquable de fagon quantitative a pH 5,5 et
température ambiante . Une hypothése possible pour expliquer le faible rendement de
radiomarquage porte sur la présence des chaines PEG de I'antenne fluorescente, qui, a une
concentration élevée, sont susceptibles de former des micelles gardant le macrocycle prisonnier
a l'intérieur de la micelle et moins accessible. Afin d’évaluer cette hypothése, des études de

radiomarquage a différentes concentrations sont en cours de réalisation par nos collaborateurs.

2. Etudes in vitro : imagerie confocale

Des premieres études in vitro d’'imagerie confocale ont été réalisées sur des cellules cancéreuses
humaines provenant de glandes mammaires (MDA-MB 468). Les études se sont uniquement
portées sur le complexe de Zn?* puisqu’il posséde un rendement quantique de fluorescence
acceptable de 4%.

Les tests d'imagerie sont effectués sur des cellules témoins, seulement marquées avec du Wheat
Germ Agglutinin (WGA) qui permet de colorer la membrane cellulaire d’'une couleur rose-rouge.
Les tests sont réalisés sur des cellules fixées (cellules en apoptose) et sur des cellules vivantes
aprés une incubation de 24h avec 10 uM du complexe [Zn(no2pyifluo)]*. Les cellules sont
excitées a 385 nm et les images sont enregistrées sur une gamme spectrale de 500 a 600 nm.
Les résultats obtenus sur cellules fixées sont représentés ci-apres (Figure 59).
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Figure 59 : Imagerie confocale sur cellules MDA-MD 468 fixées (A) ; Imagerie confocale sur cellules
MDA-MD 468 fixées aprés 24h d’incubation avec 10 uM du complexe [Zn(no2py1fluo)]* (B)

Sur l'image confocale obtenue pour les cellules fixées, seule la fluorescence mauve due au
marqueur WGA est notable (A). Aprés incubation pendant 24h avec le complexe de Zn?*, une
fluorescence verte est présente a lintérieure des cellules ce qui permet de visualiser la

fluorescence du complexe.

La méme expérience est réalisée sur des cellules vivantes et les images obtenues sont
représentées ci-dessous (Figure 60) : aucune différence de fluorescence n’est notable entre le
témoin (A) et les cellules incubées pendant 24h (B). Ce résultat est contradictoire par rapport aux
hypothéses faites sur l'internalisation plus aisée des complexes cationiques [11%:120],

A B

Figure 60 : Imagerie confocale sur cellules MDA-MD 468 vivantes (A) ; Imagerie confocale sur cellules
MDA-MD 468 vivantes apres 24h d’incubation avec 10 uM du complexe
[Zn(no2py1fluo)]* (B)
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Les résultats indiquent que dans le cas des cellules fixées, le composé peut pénétrer la membrane
qui est perméable (cellules en apoptose). En revanche dans le cas de cellules vivantes, aucune
internalisation du [Zn(no2py1fluo)]* n'est observée malgré la charge positive présente sur le
complexe. La vectorisation du composé s’avere nécessaire pour de prochaines études in vitro et
in vivo. Au vu de la structure du ligand Hno2pyifluo, aucune fonctions amine n’est disponible
pour introduire une fonction de greffage et nécessite d’introduire cette derniére sur un des atomes

de carbone du macrocycle (C-fonctionnalisation). Cette méthode sera étudiée dans le chapitre V.
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5 Synthése et études d’une sonde bimodale

IRM-fluorescence a motif tacn

Dans cette partie de chapitre, la synthése d’'une sonde bimodale IRM-fluorescence a base d’'un
complexe triazamacrocycliqgue de Mn?* sera présentée. Les verrous et les leviers pour obtenir le
composé désiré seront discutés. Finalement, les études potentiométrique et de relaxométrie

réalisées en collaboration avec le Dr. Gyula Tirsco de l'université de Debrecen seront abordées.

|.  Synthése et caractérisation du ligand Hno1fluo

Le ligand Hno1fluo est un tacn mono-N-fonctionnalisé par la méme antenne fluorescente que
précédemment (Figure 61). C’est un dérivé du ligand Hno1pa déja étudié au laboratoire pour la

complexation du Mn2+ 3],

NPEG,
(0]
0}
HO™ Y 7
N HO ‘ A
™\ N
'y ik
N H
R
Hno1pa Hno1fluo

Figure 61 : Structures des ligands Hno1pa et Hno1fluo

Le ligand Hno1pa est synthétisé via la méthode de mono-N-alkylation régiospécifique du tacn
orthoamide, décrite par G. R. Weisman 6", dans laquelle I'ammonium N-fonctionnalisé précipite

dans le milieu ce qui permet d’éviter la di- et tri-N-fonctionnalisation.

0 0
o B MeO”™ ™S HO™ ™
\N ~ 0 N~ N P
/ _
™\ O ™\ OMe ™\ ™/
HN  NH NN NNer . {IﬁN
Q/N toluene/ CHCl, &NJ THF N 100°C NJ
H t.a 4h 1 semaine 99%
99% 80% Hno1pa

Schéma 23 : Voie de synthése du Hno1pa
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En raison de la non-précipitation de 'ammonium formé, la chaine pegylée augmentant la solubilité
du composé, il a été nécessaire de trouver une alternative a la mono-N-fonctionnalisation du tacn.

Plusieurs voies de syntheése ont été entreprises afin d’obtenir le ligand désiré.

1. Méthode de synthése par la voie d’'une di-N-protection par des groupements Boc

La stratégie de synthése choisie (Schéma 24) met en jeu la di-N-protection des fonctions amine
secondaires du tacn en une étape par action du Boc-ON, décrite par D. Sherry et al. ! puis une
étape de di-N-fonctionnalisation avec le dérivé mésylé 10. Une étape de déprotection finale de

I'ester méthylique et des groupements Boc donnera le ligand Hno1fluo.

OBu_ O j\lB”ﬁ\ Q
i BocON @) oA W oy 10 (1eq) "N N osu
H —
N/ CHiCly/EtN Y K,CO, N
H ta 5h CHyCN  MeO:C. N
92% ta 96h ‘
20 70% 72
f
NPEG,

PEG = MeO\/\O/\/Ov}f

Schéma 24 : Voie de synthése du composé 21

La protection du tacn se fait en utilisant deux équivalents de Boc-ON pour un équivalent de tacn
dans du dichlorométhane. Le composé 20, obtenu avec un rendement de 92%, est ensuite
engagé dans une étape de N-alkylation de la fonction amine secondaire vacante avec 1 équivalent
du dérivé meésylé 10. Aprés purification sur colonne chromatographique, le tacn tri-N-
fonctionnalisé par deux groupements Boc et une antenne fluorescente (21) est obtenu avec un

rendement de 74%.

Sur le spectre RMN 'H, la présence de groupements Boc entraine la formation de rotameéres et
par conséquent un dédoublement des signaux. Les quatre singulets entre 1,38 et 1,46 ppm
correspondent aux CHs des groupements tertio-butyle. Les protons du macrocycle sont
difficilement observables sur le spectre et se retrouvent sous la forme de plusieurs signaux mal

résolus entre 2,62 et 3,46 ppm. Le CH> du bras picolinate est représenté par deux singulets mal
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résolu a 3,87 ppm et le CHs de la fonction ester méthylique est également représenté par deux
singulets a 3,93 ppm. Les doublets a 6,60 et 7,30 ppm correspondent aux groupements CH du
cycle aromatique portant la fonction (-N(PEG)2). Enfin, les protons aromatiques du groupement
picolinate se retrouvent sur le spectre sous la forme de deux singulets a 7,96 et 8,01 ppm.

L’attribution de chaque déplacement est représentée sur le spectre ci-dessous (Figure 62).

1
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8 8 8 % 88  SA8% & 2
- - a ad Beicd a E:
9.5 2.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 50 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0

5 (ppm)

Figure 62 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, CDClI3) du composé 21

Les groupements Boc sont connus pour se cliver en milieu acide. La méthode classique est
l'utilisation de I'acide trifluoroacétique dans le dichlorométhane. Par conséquent, le composé 21
est engagé dans une étape de déprotection des groupements Boc par action de l'acide
trifluoroacétique (Schéma 25), et par la suite, directement engagé dans I'étape de saponification
de I'ester méthylique. Aprés traitement, 'analyse par RMN indique que le composé a subi une
rupture au niveau de la triple liaison. Les essais par hydrolyse avec du HCI 3M puis hydrolyse

basique de la fonction ester ont conduit au méme résultat.

NPEG, NPEG
e 2
- \
H N ~Z
\ NPEG,
f TFA/CH,Cl, Q/ J N
t.a 24h
\
\N O\
1
N/> 0 HCI 3M
'BuO.__N N__O'Bu
:g'\AJ Eg t.a 24h

Schéma 25 : Voies de déprotection étudiées des groupements Boc
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2. Voie de synthése par la chimie des aminals

Nous avons alors utilisé la méthode de di-N-protection mise au point au laboratoire par
M. Roger durant sa thése (Schéma 11, p 52) ®9, La premiére étape consiste a réaliser une
di-N-protection du tacn en présence d’un équivalent de benzaldéhyde dans I'éthanol (Schéma

26), ce qui conduit a 'aminal cyclique 22 avec un rendement de 95%.

NPEG, NPEG,
Ox = ‘ = ‘
(0] N O N
HN  NH HN(E\N%© 10(1eq) | fNrﬂ} Al,Os - Hq s
NJ EtOH ON CH4CN —/
H tamis moléculaire t.a 96h
t.a 4h
95% 22 — 23 — 24

non isolé
PEG = Meo\/\o/\/ov}ﬁ

Schéma 26 : Voie de synthése du composé 24

Ce composé 22 est engagé dans une étape de mono-N-fonctionnalisation avec un équivalent du
dérivé mésylé de I'antenne fluorescente 10. La purification sur alumine activée provoque le clivage
de la protection aminal ce qui permet d’obtenir directement le tacn mono-N-fonctionnalisé par une

antenne fluorescente 24, avec un rendement de 62% en 2 étapes.

Le spectre RMN 'H enregistré dans le CDCl; est représenté ci-aprés (Figure 63). Le singulet a
2,74 ppm, intégrant pour huit protons, correspond au CH2 du macrocycle en 3 et & de I'atome
d’azote N-fonctionnalisé par I'antenne fluorescente tandis que le singulet a 2,84 ppm, intégrant
pour quatre protons correspond au CHz en a de I'atome d’azote N-alkylé. Le signal mal résolu a
2,94 ppm, intégrant pour deux protons, correspond aux atomes d’hydrogéne labiles des fonctions
amine secondaires du macrocycle. Les CHs terminaux des fonctions PEG sont caractérisés par
un singulet intense a 3,53 ppm tandis que les CH2 des mémes chaines se retrouvent sur le spectre
entre 3,51 et 3,62 ppm. Le singulet a 3,92 ppm, intégrant pour deux protons correspond au

groupement CH> du picolinate tandis que celui a 3,98 ppm, intégrant pour trois protons est
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caractéristique du groupement méthyle de la fonction ester méthylique. Enfin dans la zone des
protons aromatiques, les protons équivalents deux a deux du groupement aryle sont représentés
par deux doublets a 6,42 et 7,34 ppm. Les deux singulets a 7,60 et 8,01 ppm sont attribués aux
protons du groupement picolinate.
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Figure 63 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, CDCls) du composé 24

le spectre RMN 3C en J-modulation (Figure 64), affiche les différents signaux (46,2, et 46,4 ppm)
pour les atomes de carbone du macrocycle, le CH: reliant 'antenne au tacn (52,7 ppm) les atomes
de carbone de la chaine pegylée, les atomes de carbone éthyléniques (85,0 et 97,5 ppm) et les
atomes de carbone sp? (aromatiques et carbonyle). Ce spectre est en accord avec la structure du
composé 24.
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16, 6 13 12 1 H
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7!l5
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Figure 64 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, CDCIz) du composé 24
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Enfin I'étape de saponification (Schéma 27) est préférée a I'hydrolyse acide compte tenu de

'instabilité de I'antenne fluorescente en milieu acide.

NPEG, NPEG,
.
M\ 7 Ho M\ Z
N NS KOH 1M CNJ B
N~
&NJ N7 THF z
H 55°C 3h
07 OH
o~ o 97%
24 Hno1fluo

PEG = Meo\/\o/\/ov}f

Schéma 27 : Synthése du Hno1fluo a partir du composé 24

La saponification de I'ester méthylique en milieu KOH/THF puis la purification sur HPLC
semi-préparative permettent d’obtenir le ligand final Hno1fluo avec un rendement de 97% soit un

rendement global de 62% en quatre étapes a partir du tacn.

Sur le spectre RMN 'H représenté ci-dessous (Figure 65) la disparition du singulet correspondant
au groupement CHjs de la fonction ester méthylique permet de confirmer la structure du ligand.
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Figure 65 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20) du ligand Hno1fluo

Le spectre RMN '3C enregistré en J-modulation dans le D20 est représenté ci-apres (Figure 66).

La disparition du pic négatif & 53,1 ppm correspondant au groupement CHs de la fonction ester
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méthylique ainsi que le déblindage du carbonyle vers 200 ppm témoignent de la transformation
de la fonction ester méthylique en fonction acide carboxylique.
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Figure 66 : Spectre RMN 13C (75,47 MHz, 298 K, D20) du ligand Hno1fluo

Malgré des difficultés importantes lors de la synthése du ligand Hno1fluo, tacn
mono-N-fonctionnalisé par une antenne fluorescente, le composé désiré a finalement pu étre
obtenu via la méthode de protection du tacn décrite au laboratoire. Les verrous de synthese étant
levés, le ligand, avec nos collaborateurs de I'Université de Debrecen, a été étudié plus en détails

afin d’évaluer ses propriétés de coordination avec le Mn?*.

Il. Etudes potentiométriques : propriétés acido-basiques du ligand
Hno1fluo. Constantes de complexation

1. Propriétés acido-basiques du ligand

Les propriétés acido-basiques du ligand Hno1fluo sont étudiées par titrage potentiométrique en
solution aqueuse et sont comparées a celles du Hno1pa et du tacn. Le ligand posséde trois
constantes de protonation qui peuvent étre attribuées aux fonctions amine secondaire du
macrocycle et a la fonction acide carboxylique du bras picolinate substitué en para. Les
constantes de protonation globales (logB) et successives (logK) sont déterminées a 25°C en
utilisant une force ionique | = 0,15 M NaCl et sont répertoriées dans le tableau ci-aprés (Tableau
27). Celles du Hno1pa et du tacn y sont ajoutées pour comparaison.

113



Equilibres Hno1fluo Hno1pa ['3] tacn [133]

logP
L+ H*2HL 11,41(1) 11,33(1) 10,50(1)
L+2H*2HaL 18,87(1) 18,63(1) 17,30(1)
L+3H"2HsL 22,12(1) 21,12(1) -
logK
L+ H*2HL 11,41(1) 11,33 10,50
HL + H* 2 HoL 7,46(3) 7,30 6,80
Hol+ H* 2 HslL 3,25(3) 2,49 -

Tableau 27 : Constantes de protonation globales logp et constantes de protonation successives logK des
ligands Hno1fluo, Hno1pa et du tacn

a. Constantes de basicité

Avec une valeur de logBs €gale a 22,12, le ligand Hno1fluo posséde une basicité globale du
méme ordre que le Hno1pa. Le ligand tacn posséde une basicité plus forte de 17,30 qui s’explique
par 'absence du bras picolinate, ce qui entraine la perte d’un site protonable. Le ligand Hno1fluo
possede trois constantes de protonations successives. La premiére constante logK; égale a 11,41
correspond comme dans le cas du Hno1pa (logKs = 11,33) a la protonation d’un atome d’azote
d’une des fonctions amine secondaires du macrocycle. La seconde constante, logKz égale a 7,46,
correspond a la protonation d’'une seconde amine secondaire du macrocycle. Enfin la constante
de protonation de la fonction acide carboxylique du picolinate substitué en para est de 3,25. Ces
valeurs restent du méme ordre de grandeur que celle déterminées pour le ligand Hno1pa et le
ligand tacn.

b. Diagrammes de spéciation des especes

Les diagrammes de spéciation des espéces en fonction du pH pour le ligand Hno1pa et le ligand
Hno1fluo ont été tracés a partir des constantes de protonation et sont représentées ci-aprés
(Figure 67). Le ligand Hno1fluo possede quatre états de protonation différents en fonction du
pH. Entre pH 2 et 3, 'espéce prédominante est I'espéce tri-protonée LHs?* qui coexiste a partir de
pH 3,5 avec I'espéce di-protonée LH,*. Cette derniére a une abondance de 100% entre 5 et 6,5
avant de laisser place a I'espéce mono-protonée entre pH 8,5 et 10. A pH physiologique les
espéces LH>* et LH sont présentes dans des proportions équivalentes. Ces résultats sont

similaires et en accord avec ceux obtenus pour le ligand Hno1pa.
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Figure 67 : Diagrammes de spéciation des ligands Hno1pa et Hno1fluo de pH 2 a 12. Les charges des

especes sont omises pour raison de clarté

2. Constantes de complexation

a. Constantes de formation des complexes

Les constantes de formation du complexe de Mn?*, formé & partir du ligand Hno1fluo, sont
déterminées par titrage potentiométrique en solution aqueuse sans utilisation de ligand
compétiteur. Tout comme les constantes de protonation, les valeurs des constantes de formation
sont déterminées a 25°C en utilisant une force ionique | = 0,15 M NaCl, en utilisant 1,0 équivalent
de cation métallique. Les valeurs obtenues sont répertoriées dans le tableau ci-aprés
(Tableau 28).

Le ligand Hno1fluo posséde une constante de formation logKun. €gale a 10,56 qui reste du méme
ordre de grandeur que le ligand Hno1pa (logKwun. = 10,28). Ce résultat démontre que l'introduction
d’un bras picolinate permet une meilleure stabilité du complexe de Mn?* si 'on compare au ligand
parent, le tacn, qui posséde une constante de formation de l'ordre de 8,33 unités de log. La
substitution du groupement picolinate en para n’entraine pas de grande modification vis-a-vis de
la complexation du cation métallique. Une seconde constante de formation est notable pour le
ligand Hno1fluo correspondant a la formation du complexe hydroxo MnL(OH) (logKwnion = 11,62).
A partir des constantes de protonation ainsi que celles de formation des complexes, il est possible
de calculer les pMn afin de comparer les ligands entre eux. Avec un pMn égal a 7,21 le ligand
Hno1fluo posséde une affinité intéressante pour le Mn?*, ce qui est en accord avec les résultats
déja obtenus pour le ligand Hno1pa.

115



Constantes Hno1fluo Hno1pa ['3] tacn [133]
logKmnL 10,56(4) 10,28 8,33
logKmnL" - - -
logKun,OH 11,62(5) 11,94 -
pMn 7,21 7,08 6,37

Tableau 28 : Valeurs des constantes de formation des complexes [Mn(no1fluo)]*, [Mn(no1pa)]*+ et
[Mn(tacn)]?*. pM calculés a pH 7,4 et 25°C avec [L] = 10 pM, [Mn?*] = 1 pM

b. Diagramme de spéciation des espéces en fonction du pH

Le diagramme de spéciation des espéces en fonction du pH du complexe de Mn?+ a été tracé a

partir des constantes de complexation et est représenté ci-dessous (Figure 68). D’aprés le

diagramme de répartition des espéces, on n'observe pas de complexation du Mn?* par le ligand

Hno1fluo a pH acide. Le diagramme de spéciation du ligand en fonction du pH, a montré que le

ligand est tri- et di-protoné a pH acide, ce qui entraine une compétition entre les protons et le Mn?

compliquant ainsi la complexation. Le complexe commence a se former vers pH 4,5 et I'espéce

MnL est prédominante sur une gamme de pH allant de 7,5 a 10, puis I'espéce MnLOH commence

a se former. Ces études démontrent que le ligand Hno1fluo posséde des propriétés physico-

chimiques intéressantes. Avec une valeur de pM égale a 7,21 il forme un complexe relativement

stable avec le Mn?*, caractéristique primordiale pour une application en milieu biologique.

100

80

60

40

20

% formation relative to Mn

Mn2+

MnL

MnLH-4

Figure 68 : Diagramme de spéciation du ligand Hno1fluo de pH 2 a 12 en présence d’un équivalent de

Mn2+, Les charges des complexes sont omises pour raison de clarté.
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lll. Etudes relaxométriques du complexe [Mn(no1fluo)]*

Pour une application en IRM, il est nécessaire d’étudier le comportement du complexe de Mn?*
par relaxométrie. Un agent de contraste T+ ou T2 doit posséder une valeur de relaxivité rq la plus
grande possible pour engendrer un contraste positif (blanc) ou une valeur de r. également

importante pour obtenir un contraste négatif (noir).

Les études de relaxométrie du complexe [Mn(no1fluo)]* sont réalisées par mesure de la relaxivité
des protons des molécules d’eau coordinées au centre métallique. Ces valeurs sont déterminées
a 60 MHz et 25°C. Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous (Figure 69) et les valeurs
de rq et r2 correspondantes sont répertoriées dans le Tableau 29 et seront comparées avec le
complexe [Mn(no1pa)]*.

- 100,0
- 80,0

- 60,0

1T, (s)

- 40,0

(%) suonoe.

- 20,0

H

0,0

pH

Figure 69 : Diagramme de spéciation du complexe [Mn(no1fluo)]* de pH 3 a 11 en présence d’'un

équivalent de Mn2+ et valeurs de T1 et T2. Les charges des complexes sont omises pour raison de clarté.

[Mn(noifluo)]* [Mn(no1pa)]+ I3l
ri (mM-'s) 4,80(5) 3,32
rz (mM-s) 8,72(8) -

Tableau 29 : Valeurs des relaxivités r1 et r2 des complexes[Mn(no1fluo)]* et [Mn(no1pa)]* calculées

respectivement a 60 et 20 MHz avec une force ionique I= 0,15 M NaCl
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les valeurs de 1/T+4, correspondant a ry, décroissent de la méme fagon que la concentration en
Mn2*, ce qui est directement corrélé avec la formation du complexe [Mn(no1fluo)]*. L’exploitation
de la courbe, donne une valeur de 4,80 mM.s™" pour la relaxivité r1 & 60 MHz pour le complexe
[Mn(no1fluo)]*. Cette valeur est légérement supérieure a celle déterminée pour le complexe
[Mn(no1pa)]* qui est de 3,32 mM".s"a 20 MHz.

Pour le complexe [Mn(no1pa)]* aucune valeur de r» n’avait été déterminée puisque la molécule
possédait un temps de rotation trop rapide. En revanche, il est possible de déterminer une valeur
de rz pour le complexe [Mn(no1fluo)]*. La présence de I'antenne fluorescente et des chaines
PEG, augmente la masse moléculaire du complexe mais peut également induire la formation
d’agrégats, ce qui engendre alors un temps rotationnel plus long et par conséquent une valeur de
r. égale a 8,72 mM'.s'. Ce résultat est trés intéressant puisqu’il serait ainsi possible d'utiliser ce

complexe comme agent de contraste T+ et T2 pour une application en IRM.
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Conclusion du Chapitre Il

Aprés avoir décrit les différentes techniques d’imagerie que sont la TEP, I'IRM et l'imagerie
optique de fluorescence, ce chapitre était consacré aux synthéses et aux études de potentielles
sondes bimodales TEP-fluorescence et IRM-fluorescence a base de tacn.

La stratégie de synthése mise au point pour ['élaboration d'une potentielle sonde
TEP-fluorescence (Hno2py1ifluo), est basée sur celle du ligand Hno2py1pa, décrit récemment
au laboratoire sur lequel le bras picolinate d’origine est fonctionnalisé d’'une antenne fluorescente.

Les complexes de Cu?* et Zn?* ont été obtenus avec de trés bons rendements.

Les propriétés du complexe [Cu(no2py1fluo)]* ont été investiguées par différentes méthodes
spectroscopiques. Les études électrochimiques ont montré la treés bonne stabilité électrochimique
du systéme Cu(ll)/Cu(l) préparé. Avec un potentiel de réduction de -0,32V par rapport a 'ENH, le
complexe est susceptible d’étre réduit en milieu biologique mais son caractére quasi-réversible
avant et apres électrolyse témoigne de sa grande stabilité méme sous sa forme réduite. Les
études photophysiques de la sonde [Cu(no2py1fluo)]* ont mis en évidence une extinction de
fluorescence, avec un rendement quantique passant de 6% a un rendement quasi nul aprés
complexation. De plus, en couplant les études électrochimiques et photophysiques, nous avons
montré que le phénomeéne d’extinction de fluorescence pouvait étre di a un transfert électronique
photo-induit de Il'antenne biphotonique vers le cation métallique. Des premiers tests de
radiomarquage au cuivre-64 ont été effectués et montrent que le ligand Hno2pyifluo est
radiomarquable a pH 5,5 et 100°C. Néanmoins, les rendements restent faibles puisque seulement
40% du composé est radiomarqué dans ces conditions. Une optimisation doit étre effectuée afin

d’augmenter ce rendement.

Les études réalisées sur le complexe de [Zn(no2py1fluo)]*, isoélectronique du Cu*, ont montré
que ce dernier est fluorescent avec un rendement quantique de I'ordre de 4%. Il serait important
d’étudier si le phénomene d’extinction observé pour le Cu(ll) persiste lors de la réduction en Cu(l).
En effet, si I'annihilation de fluorescence lors de la réduction du cuivre n’est pas observée, il serait
alors intéressant de cibler spécifiquement les zones hypoxiques connues pour leur caractére
réducteur. Le complexe [Cu(no2pyifluo)]* agirait alors comme une sonde off-on capable de
détecter les zones hypoxiques (Figure 70). |l faudra pour cela déterminer dans un premier temps,

le rendement quantique du complexe sous sa forme Cu(l).
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Figure 70 : Principe d’une sonde off-on

Pour la sonde IRM-fluorescence a base d’'un complexe de Mn?*, deux voies de synthéses ont été
envisagées pour obtenir le ligand Hno1fluo. La premiéere, reposant sur une di-N-protection de
deux fonctions amine secondaires par des groupements Boc, a permis d’aboutir ensuite au tacn
tri-N-fonctionnalisé par une antenne fluorescente et deux groupements Boc. Cependant, les
diverses tentatives de déprotection des groupements Boc se sont soldées par des échecs et un
clivage du composé au niveau de I'antenne. Finalement, le ligand Hno1fluo a pu étre obtenu avec
de bons rendements, via une méthode de N-fonctionnalisation régiospécifique utilisant un

intermédiaire aminal, mise au point au laboratoire il y a quelques années.

Les études potentiométriqgues ont montré que le ligand posséde les mémes caractéristiques en
matiére de stabilité thermodynamique que le ligand parent Hnolpa. |l est également apte a
complexer le Mn?* sur une gamme de pH relativement importante et forme un complexe plutot
stable, comme en témoigne la valeur de pMn égale a 7,21.En outre, les études de relaxométrie
ont montré que le complexe posséde une relaxivité longitudinale intéressante (r1 égale a 4,80
mM'.s" a 60 MHz) mais également une valeur de r» égale a 8,72 mM'.s". Cette valeur de
relaxivité r., absente pour le complexe [Mn(no1pa)]* est potentiellement due a la formation
d’agrégat ou de micelles en solutions, ce qui expliquerait également le rendement de
radiomarquage faible du ligand Hno2py1fluo. Néanmoins, ceci ouvre la voie a l'utilisation d’un tel
composé comme potentiel agent de contraste Ty et T.. Afin d’obtenir une sonde bimodale
IRM-fluorescence, il reste a étudier les propriétés photophysiques du complexe avant de pouvoir

réaliser des test in vitro.

Une éventuelle application in vivo sera par la suite envisageable pour ces deux nouvelles sondes

et nécessitera de vectoriser ces composés.
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Chapitre Il : Synthéses et études de nouveaux
chélates pour la complexation du Cu?*
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1 Les ligands ambidents N/S pour la complexation du cuivre

|.  Les ligands ambidents N/S

Il a été vu en introduction du chapitre |l que les complexes du cuivre de type CuNes ou CuN»S:
présentent a la fois des propriétés thermodynamiques et cinétiques supérieures aux ligands
Hsnota, Hsdota et Hsteta souvent pris comme références. Ces résultats laissent penser que les
atomes d’azote et de soufre sont plus appropriés a la stabilisation des complexes de Cu(ll) et de
Cu(l), afin d’éviter toute dissociation in vivo. Ceci confirme les regles établies selon la théorie
HSAB qui considérent le Cu?* comme un acide intermédiaire ', formant des complexes stables
avec des bases de Lewis intermédiaires azotés et/ou soufrés 1 plutdt qu’avec des bases
oxygénées, et le Cu* plutét avec des ligands soufrés.

L’équipe du Pr. D. Deniaud, a étudié une famille de ligands tétradentates a base de bras
aminothiazole proposant des modes de coordination de type N2Sz, NsS ou Ns en théorie
adaptables a I'oxydation du métal (Figure 71) [134135],

(O () ()

H&N NEH s HNS NN e H/r\[N Né\l\)H

N" s SN N" s NS SN N” s

\—/ \—/ \—/ = \—/ \—/
N,S, N;S N,

Figure 71 : Modes de coordination envisageables avec des ligands ambidents N/S [135]

Ces ligands (Figure 72, A) possédent des fonctions aminothiazole pour la complexation du cuivre,
substituées en position a de 'atome de soufre. Elles sont liées a une bis-imine aromatique qui

peut étre fonctionnalisée pour y introduire une fonction de couplage 134,

O/\/NHZ
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Figure 72 : A) Structure de ligands pour la complexation du Cu(l) ; B) géométrie optimisée d’un complexe
de Cu(l) ; C) Chélatant bifonctionnel [133]
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Cependant, des calculs DFT ont montré que, quel que soit le degré d’oxydation du métal, la
coordination était assurée par les atomes d’azote des groupements thiazole (B). Néanmoins un
complexe, présentant un systeme Cu?*/Cu* réversible du point de vue électrochimique, a été
obtenu avec le ligand (C) présenté ci-dessus (Figure 72) [35],

Il. Ligands polyazamacrocycles ambidents N/S étudiés au laboratoire

A partir de ces résultats, notre équipe en collaboration avec celle du Pr. D. Deniaud a récemment
développé et étudié des nouveaux ligands macrocycliques N-fonctionnalisés par des
groupements méthylthiazole. L’'étude s’est centrée sur un dérivé du tacn di-N-fonctionnalisé
(no~th) et sur deux dérivés du cyclam, mono- (te'ih) et di-N-fonctionnalisés (te”i1) par un ou
deux bras méthylthiazole (Figure 73) [136.137],
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Figure 73 : Ligands N-fonctionnalisés par des bras méthylthiazole pour la complexation du Cu(ll)
et Cu(l) [136,137]

1. Géomeétrie des complexes

Les structures obtenues par diffraction des rayons X sont représentées ci-apres (Figure 74). Le
complexe [Cu(no”i1)]?* posseéde une géométrie de type pyramidale a base carrée caractérisée
par des distances Cu-N proches de 2,0 A, le cation métallique se situant légérement au-dessus
du plan basal. La distance Cu-Napical €st de 2,16 A.

Dans la sphére de coordination de type CuNs du complexe [Cu(te111)]?*, le cation métallique est
dans un environnement pyramidal a base carrée. Les atomes d’azote formant le plan basal sont
distants d’environ 2,0 A tandis que la distance Cu-Napica €st de 2,25 A pour le bras méthylthiazole
en position apicale.

Enfin, le complexe [Cu(te”11)]?>* adopte une géométrie octaédrique ou le cation métallique est
placé dans la cavité macrocyclique. Le complexe subit une distorsion de type Jahn-Teller qui
entraine une élongation des liaisons selon I'axe z, caractérisée par une distance Cu-N égale a
2,46 A.
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Pyramidale a base carrée Pyramidale a base carrée Octaédrique

Figure 74 : Structures cristallographiques des complexes de Cu?* et caractéristiques UV-visible [136:137]

2. Stabilité thermodynamique et inertie cinétique des complexes

La stabilité thermodynamique, l'inertie cinétique et la stabilité électrochimique des trois dérivés
ont été étudiées afin d’évaluer I'impact du macrocycle et des bras méthylthiazole sur la
complexation du Cu?*. Le Tableau 30 ci-aprés regroupe les résultats de ces études.

Les trois ligands forment des complexes stables avec le Cu** comme en témoignent les
constantes de formation logKcu.. D’'une maniére générale, les trois complexes possédent des
valeurs de logKcuL proches, comprises entre 19,90 et 21,56. Les deux dérivés du cyclam ont une
affinité similaire pour le cuivre avec des valeurs de pCu de 16,30 pour le te'i et 16,17 pour le
te’ih. Leur sélectivité respective pour le Cu?* vis-a-vis du Zn?* décroit légérement avec
laugmentation du nombre de bras méthylthiazole mais leur sélectivité reste élevée. Le no”il,
avec un ApM = pCu — pZn = 4,5 a une grande affinité pour le Cu?* par rapport au Zn?* et présente
des propriétés comparables a celles du Hsnota, référence triazamacrocyclique pour la
complexation du Cu?*dans le domaine.

Les complexes présentent des inerties cinétiques en milieu acide chlorhydrique intéressantes. Le
complexe [Cu(no”ih)]** posséde une stabilité importante puisqu’il se dissocie totalement

seulement aprés 15 jours dans un milieu HCI 2M a 90°C.

126



Les études par voltamétrie cyclique ont permis de montrer que les complexes [Cu(teh)]*>* et
[Cu(te”h)]?* présentent un caractére quasi-réversible avec des potentiels de réductions de
-0,41 et -0,65 V (solvant = acétonitrile, référence = Fc/Fc*). Le complexe [Cu(no”i1)]?*, soluble
dans l'eau, présente un comportement quasi-réversible avec un potentiel de réduction égal a
-0,25V (vs. ENH), situé dans la zone de réduction (-0,4 - 0,4 V / ENH) des systemes biologiques.
Afin d’obtenir plus d’informations quant a la stabilité des complexes de Cu(l), chaque complexe a
également été étudié par voltamétrie cyclique aprés électrolyse. L’électrolyse a pour but de
générer électrochimiquement le complexe cuivreux et ainsi de pouvoir vérifier la réversibilité des
systemes aprés réduction. Aprés électrolyse, la signature électrochimique du complexe
[Cu(te11h)]?* n’affiche aucun pic d’oxydation ni de réduction, ce qui signifie que le complexe se
dissocie apres réduction. En revanche, le complexe formé a partir du no~ " est plus stable, ce
qui peut s’expliquer par la taille de la cavité macrocyclique, qui, étant plus petite, stabilise plus le

cation Cu*.

Ces résultats montrent que le macrocycle tacn di-N-fonctionnalisé par des bras méthylthiazole
(no21h) permet une meilleure stabilité des complexes Cu?/Cu* par rapport aux dérivés du cyclam.
Par conséquent, nous avons décidé de poursuivre I'étude en développant de nouveaux ligands a

partir de la base macrocyclique de type tacn.

te  [136] te  [136] no  [137] Hsnota 58]

Stabilité thermodynamique

Log Keul 21,56 19,90 20,77 21,63
pCu = -log[Culiibre 16,30 16,17 17,15 17,61
Sélectivité
pCu-pZn 6,1 5,5 4,5 3,3
Inertie cinétique (t112)
HCI 2M, 90°C - - 7,5 jours -
HCI 5M, 50°C 3,4h 5,8 min - <3 min
Propriétés électrochimiques
Epc (V) -0,412 -0,652 -0,25° -0,7°
Réversibilité quasi-réversible  quasi-réversible quasi-réversible irréversible

a E vs Fc/Fc*, CHsCN, NBu4PFs 1M. ® E vs ENH H20, LiCIO4 1M

Tableau 30 : Stabilité thermodynamique et inertie cinétique des complexes formés avec les ligands te'ih,
te”ih, no”th et Hsnota.

127



lll. Objectifs

A partir des bons résultats précédemment obtenus avec le ligand no”ih, I'idée a été d’étudier
l'influence d’une nouvelle N-fonctionnalisation par un bras méthylthiazole sur les propriétés des
complexes. Notre étude s’est également étendue a des ligands N-fonctionnalisés par des bras
méthylthiazole substitués en a de I'atome d’azote par une fonction acide carboxylique. Cette
fonction acide carboxylique, placée sur le carbone adjacent a 'atome d’azote a un double objectif.
Comme démontré au laboratoire par I'utilisation de fonction picolinate, ce dernier offre un atome
coordinant supplémentaire susceptible d’assister la coordination, mais aussi d’avoir un effet non
négligeable sur les propriétés acido-basique des ligands . En effet, nous avons démontré que
ce groupement abaissait les constantes de protonation des ligands, par rapport a des dérivés
méthylpyridine, a I'origine de meilleurs propriétés cinétiques des complexes métalliques ©71. En
revanche, il a également été montré que sur des dérivés du tacn, un nombre trop important de
fonctions picolinate entrainait la formation de complexes polynucléaires et abaissait par
conséquent la stabilité thermodynamique des espéces mononucléaires ',

Cette fonctionnalisation sur les bras méthylthiazole devrait permettre d’impacter favorablement
les propriétés acido-basiques des ligands. En plus d’apporter un autre mode de coordination, les
bras méthylthiazole acide permettront d’améliorer la solubilité des ligands en solution aqueuse,
jusqu’ici difficile pour les ligands utilisés. En outre, ces bras coordinants, devraient permettre une
future bioconjugaison pour des applications in vivo par couplage peptidique et formation d’'une
liaison amide. Quatre nouveaux ligands ont ainsi été ciblés et sont représentés ci-dessous
(Figure 75).
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Figure 75 : Présentation des ligands ciblés

Ces dérivés du tacn déclinent les différentes possibilités de substitutions des atomes d’azote du

macrocycle par des bras méthylthiazole (111) et méthylthiazole acide (tha).
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L’équipe du Dr. M. Bartholoma s’est intéressée, a la méme période, a I'étude de composés
similaires (Figure 76) dont le no~i/ 138l pour la complexation du %Cu. lls ont démontré que le
complexe formé a partir du no était plus stable que ceux formés avec des bras
méthylimidazole. Cette nouvelle nous a confortés dans le choix de ce substituant pour
I'élaboration de nouveaux chélatant du cuivre (Il). Les résultats majeurs obtenus seront intégrés
dans I'étude comparative de ce chapitre.

HNX N N
_ K
N N N
NGy oy ey
HJ\/N\_/N NJVN\_/N N N
N\;/NH N\;/N/
noti noti-Me no

Figure 76 : Structures des ligands étudiés par I'équipe du Dr. Mark Bartholoma (138l

Afin de pouvoir valider I'utilisation de ses chélatants pour une application en imagerie TEP au
84Cu, les études de complexation seront effectuées. Ainsi, aprés avoir détaillé la synthése des
ligands et leur caractérisation, I'étude s’orientera vers leurs propriétés de coordination. Dans un
premier temps les études thermodynamiques seront commentées avant de décrire la synthése
des complexes de Cu(ll) et Zn(Il). Une étude a I'état solide et en solution viendra compléter nos
investigations pour comprendre le mode de complexation des chélatants. Ensuite une étude
d’inertie cinétique en milieu acide sera exposée afin d’évaluer la stabilité des complexes en milieu
compétiteur. Enfin, une étude électrochimique terminera le travail pour évaluer la stabilité des
complexes de cuivre sous leur forme réduite Cu(l).

Il sera finalement possible de conclure sur I'importance de la présence d’un ou plusieurs
groupements méthylthiazole acide sur les chélatants.
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2 Synthéses et études de nouveaux chélates du Cu(ll)

|.  Synthéses et caractérisations des ligands

1. Synthése et caractérisation du no

La synthése du noiih, tacn tri-N-fonctionnalisé par trois groupements méthylthiazole (i)
s’effectue en deux étapes. La premiére étape consiste a préparer le 2-bromométhylthiazole a

partir de I'alcool primaire commercial par action d’un léger excés de tribromure de phosphore.

HO s PBr3 (1.5 eq)

N | CH,Cl, 50°C

4h
99%

26

Schéma 28 : Synthese du 2-bromométhylthiazole 26

L’électrophile bromé 26 est ensuite engagé dans une étape de tri-N-fonctionnalisation du tacn en
utilisant un léger excés par rapport au nombre de sites fonctionnalisables. Le ligand no est
obtenu avec un rendement de 81% apres purification par colonne chromatographique.

H 26 (3,3 eq)
N ) N
(e -
- 2C0s s
CH4CN

ta72h
81%

Schéma 29 : Synthese du no

Le ligand no posseéde un axe de symétrie Cs, ce qui rend chaque atome de carbone du
macrocycle isochrone. Les groupements CH. ainsi que les groupements CH des bras
méthylthiazole se retrouvent équivalents respectivement. Ces isochronies se traduisent sur le
spectre 'H (Figure 77) par quatre signaux distinctifs. Le singulet a 2,98 ppm, intégrant pour douze
protons isochrones correspond au signal des protons du macrocycle. A 4,04 ppm, le singulet qui
intégre pour quatre protons est caractéristique de groupements méthyléne en a de fonctions
amine et correspond au CHz des bras méthylthiazole. Les deux doublets a 7,26 ppm et 7,66 ppm
correspondent aux protons aromatiques des groupements méthylthiazole. Le premier doublet
correspond aux protons positionnés en 3 par rapport a 'atome d’azote des hétérocycles alors que
le second présent a 7,66 ppm correspond aux protons en 3 des atomes de soufre. Les deux

protons couplent entre eux avec une constante 3Jun de I'ordre de 3 Hz.
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Figure 77 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, CDCl3) du no

Les cing groupes de carbone différents sont attribuables sur le spectre ™C en
J-modulation (Figure 78). Les pics positifs présents a 55,9 et 60,0 ppm correspondent
respectivement aux groupements CH du polyazamacrocycle et a ceux des bras méthylthiazole.
Les pics négatifs a 119,3 et 142,1 ppm correspondent aux atomes de carbone CH en a des
atomes d’azote et a ceux en a des atomes de soufre des groupements méthylthiazole. Enfin, le

pic positif a 172,1 ppm correspond aux atomes de carbone quaternaire de I'hétérocycle.
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Figure 78 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, CDClI3) du no

2. Synthése et caractérisation du Hno” i1 1tha

La synthése du précurseur du bras méthylthiazole portant une fonction acide carboxylique en a
de 'atome d’azote est réalisée en adaptant une méthode décrite par T. Kodadek et al. [139
(Schéma 30).
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Schéma 30 : Synthése du composé 29

La premiére étape consiste a synthétiser I'iminoester a partir du dichloroacétonitrile et du
méthanolate de sodium. Ensuite, 1,5 équivalents d’'un dérivé ester méthylique de la L-cystéine
sont additionnés afin de réaliser une cyclisation intermoléculaire et d’obtenir I'intermédiaire
cycligue 28. Enfin une réaction d’élimination en présence de triéthylamine permet d’obtenir le

deérivé 29 avec un rendement global de 59% en trois étapes.

La synthése du Hno”h1tha, tacn N-fonctionnalisé par deux groupements méthylthiazole (1) et
un groupement méthylthiazole acide (tha) s’effectue en sept étapes a partir du tacn (Schéma 31
et Schéma 32). La synthése de ce ligand est effectuée via une N-fonctionnalisation sélective des
fonctions amine secondaires en se basant sur la méthode décrite par G. R. Weisman et al. ',

v O—
H N—
N AR N 26 (1,2 eq) N
SN ° K Sy
{ NH toluene/siHCIg, U] t T|—1|gh J
t.a .a
99% 1 91% 30
ta 12h
99% H20
1) HCI conc. ° °
N °
an MeOI1-|2:]00 c (N 26 (1.2 q) [N
N N ~12h N N N HN
- 2) NaOH \_/ K,CO4 Y
89% CH4CN
33 32 ta72h 3

84%

Schéma 31 : Synthese du no”ih (33)

La premiere étape consiste a protéger les fonctions amine secondaires du tacn, par réaction avec
un équivalent de N,N-diméthylformamide diméthylacétal pour pouvoir introduire de maniere
sélective par la suite les bras méthylthiazole et méthylthiazole acide. Le tacn présentant une
fonction orthoamide 11 ainsi obtenu est ensuite engagé dans une étape de
mono-N-fonctionnalisation en utilisant 1,2 équivalents de 2-bromométhylthiazole dans le THF ce

qui permet d’isoler par précipitation, 'ammonium 30 avec un rendement de 91%.
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L’hydrolyse partielle de la fonction orthoamide en milieu aqueux conduit a la formation du
triazamacrocycle N-fonctionnalisé par un bras méthylthiazole et portant également une fonction
amide 30 avec un rendement de 99%. Cette étape permet de garder une fonction amine
secondaire vacante pour lintroduction d’'un nouveau bras coordinant tout en conservant la
troisieéme fonction amine secondaire protégée sous la forme d’une fonction amide. L’introduction
d’un second groupement méthylthiazole est effectuée via une N-fonctionnalisation de la fonction
amine secondaire présente sur le macrocycle par 1,2 équivalents du composé 26. Le macrocycle
tri-N-fonctionnalisé par deux groupements méthylthiazole et une fonction amide 32 est obtenu
avec un rendement de 84% apres purification sur colonne de silice. Enfin le no (33), tacn
di-N-fonctionnalisé par deux groupements méthylthiazole est obtenu apreés hydrolyse de la
fonction amide en milieu acide chlorhydrique 12M dans du méthanol puis traitement basique pour
récupérer le composé 32 sous sa forme base libre. La N-fonctionnalisation du no (Schéma
32) avec 1,2 équivalents du dérivé méthylthiazole portant une fonction ester méthylique 29 conduit

au macrocycle 34 avec un rendement de 92% apres purification sur colonne de silice.

N
(N 29 (1,2 eq) (N HCI6M Q N, .2Hcl HnoZthitha
N HN K,CO4 NuN]\ 100°C — ]\

CH,CN s 12h NS

ta 72h _ 99% =

92% = HO«J

MeO,C o

33 34

Schéma 32 : Synthese du Hno”th1tha,2HCI

Finalement, le Hno”h1tha, tacn tri-N-fonctionnalisé par deux groupements méthylthiazole et un
groupement méthylthiazole acide, est obtenu quantitativement aprés hydrolyse acide de la
fonction ester méthylique. Le Hno”ih1tha sous sa forme chlorhydrate est obtenu avec un
rendement global de 60% en 7 étapes a partir du tacn.

L’introduction d’un groupement méthylthiazole acide engendre la perte de 'axe C3 de la molécule
par rapport au no 1. Par conséquent sur le spectre RMN 'H (Figure 79), les CH. du macrocycle
se retrouvent sous la forme de trois signaux a 2,7, 2,9 et 3,4 ppm intégrant chacun pour quatre
protons.

Les groupements CH. des bras méthylthiazole et méthylthiazole acide sont également
différenciables par la présence de deux singulets a 4,4 et 4,8 ppm intégrant respectivement pour
quatre et deux protons.
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Figure 79 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20) du Hno>th1tha,2HCI

Les protons aromatiques des groupements méthylthiazole et méthylthiazole acide sont également
représentés par deux doublets ayant une constante de couplage de 3 Hz a 7,8, 7,9 ppm et un
singulet a 8,3 ppm. Le premier doublet correspond aux protons positionnés en B de I'atome
d’azote de I'hétérocycle alors que le second présent a 7,9 ppm correspond a ceux positionnés en
B de l'atome de soufre. La présence de la fonction acide carboxylique présente sur le bras

méthylthiazole acide entraine un déblindage du proton en 3 de 'atome de soufre.

Sur le spectre RMN '3C ci-aprés (Figure 80), les pics positifs a 49,2, 52,1 et 54,8 correspondent
aux trois groupes de CH. du cycle tacn. Ensuite, le pic positif d’'intensité double a 55,5 ppm par
rapport a celui présent a 57,3 ppm correspond au CH. des bras méthylthiazole alors que le second
est la signature du CH, du bras méthylthiazole acide. Les pics négatifs a 127,3 et 137,1
correspondent aux atomes de carbone des groupements CH aromatiques des bras
méthylthiazole. Le pic négatif a 135,3 ppm correspond, quant a lui, a 'atome de carbone du
groupement CH aromatique du bras méthylthiazole acide. Dans la zone des atomes de carbone
quaternaire, quatre pics positifs sont présents. Le premier a 149,2 correspond a l'atome de
carbone en a de la fonction acide carboxylique du groupement méthylthiazole acide. Le second a
162,9 ppm peut étre attribué a 'atome de carbone quaternaire du groupement méthylthiazole en
a de 'atome d’azote et du soufre. Enfin le carbonyle est représenté sur le spectre RMN par un pic
positif a 166,7 ppm et 'atome de carbone quaternaire des groupements méthylthiazole acide se

retrouve a 174,2 ppm.
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Figure 80 : Spectre RMN 13C (75,47 MHz, 298 K, D20) du Hno>th1tha,2HCI

3. Synthese et caractérisation du Hzno ' 12tha

La synthese du Hzno ' 1"12tha, tacn tri-N-fonctionnalisé par un groupement méthylthiazole et deux
groupements méthylthiazole acide, est effectuée en cinq étapes a partir du tacn (Schéma 33 et
Schéma 34). Comme précédemment, 'ammonium 30 est obtenu aprées protection des fonctions
amine secondaires du macrocycle et mono-N-fonctionnalisation régiospécifique. Une hydrolyse
en milieu acide chlorhydrique 6M a température ambiante permet d’obtenir le synthon 36, tacn

mono-N-fonctionnalisé par un bras méthylthiazole avec un rendement de 89% en trois étapes.

o—

\
H N—~ N
N VAR N 26 (1,2 eq) N HCI 6M
(a ° QR n Ml e O G
J toluene/ CHCl3 \J THF / t.a 10h /
t.a 6h t.a 10h 99%

99% 1" 91% 30 36

Schéma 33 : Syntheése du noil (36)

Le no'ih (36) est ensuite engagé dans une étape de di-N-fonctionnalisation des fonctions amine
secondaires en utilisant 2,2 équivalents du composé 29 afin d’obtenir le ligand Hzno 1 112tha sous
sa forme ester méthylique 37 avec un rendement de 72% apres purification. Enfin, une hydrolyse
des fonctions ester méthylique au reflux de l'acide chlorhydrique 6M permet d’obtenir le
Hznoh2tha sous sa forme chlorhydrate avec un rendement global de 64% en 5 étapes a partir

du tacn.
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Schéma 34 : Synthése du Hzno11h2tha,3HCI

Le spectre RMN 'H représenté ci-dessous (Figure 81) posséde huit pics correspondant aux
différents groupes de protons présents sur la molécule. Les trois pics mal résolus a 3,0, 3,3 et 3,4
ppm, qui intégrent chacun pour quatre protons correspondent aux signaux des atomes
d’hydrogéne des CH2 du macrocycle. Les deux singulets a 4,5 et 4,6 ppm, d’intensité 1:2 dont
l'intégration est de deux et quatre protons correspondent respectivement aux groupements CH»
du groupement méthylthiazole et des groupements méthylthiazole acide. Les deux signaux mal
résolus a 7,7 et 7,8 ppm, d’intégration 1 chacun, représentent les protons aromatiques du bras
méthylthiazole. Enfin, le singulet d’intensité 2 a 8,2 ppm correspond aux atomes d’hydrogéne des

deux groupements méthylthiazole acide.
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Figure 81 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20) du Hznoi2tha,3HCI

Le spectre RMN "°C en J-modulation représenté est ci-apres (Figure 82). Les trois premiers pics
positifs a respectivement 51,1, 53,0 et 53,9 ppm correspondent aux atomes de carbone du tacn.
Les deux pics positifs d’intensité 1:2 a 55,4 et 58,3 ppm correspondent au groupement CH du
bras méthylthiazole et aux deux groupements CHz des bras méthylthiazole acide. Dans la zone
des atomes de carbone aromatique, les pics négatifs présents a 127,2 et 138,6 ppm
correspondent aux atomes de carbone aromatiques respectivement en a de I'atome d’azote et de

I'atome du soufre des bras méthylthiazole. Le pic d’'intensité double a 134,6 ppm correspond quant
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a lui au groupement CH du bras méthylthiazole acide. Enfin dans la zone des atomes de carbone
quaternaire, le pic positif a 148,3 ppm correspond aux atomes de carbone en a des fonctions
carbonyle des bras méthylthiazole acide et le pic a 165,7 ppm aux atomes de carbone des
groupements carbonyle. Finalement le pic positif a 170,6 ppm correspond aux atomes de carbone
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Figure 82 : Spectre RMN 13C (75,47 MHz, 298 K, D20) du Hzno1th2tha,3HCI

4. Synthése et caractérisation du Hzno3tha

La synthése du Hsno3tha, tacn tri-N-fonctionnalisé par trois groupements méthylthiazole acide

s'effectue en deux étapes a partir du tacn (Schéma 35).

Kﬁ\}COQMe SMO

H MeO,C o N by
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HN NH S N\_/N o ﬁ\/N N L 4HCI H3n°3tha
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CH,CN N s 12h ]
ta72h Y=/ 99% N"s
87% MeO,C HO «J

39

Schéma 35 : Synthése du Hano3tha,4HCI

La premiere étape consiste a réaliser la tri-N-fonctionnalisation du tacn en employant 3,3
équivalents de I'électrophile 29, afin d’obtenir le dérivé 39 avec un rendement de 87% aprés
purification par colonne chromatographique. Ensuite I'hydrolyse des fonctions ester méthylique
est effectuée dans 'acide chlorhydrique 6M au reflux et conduit au ligand Hsno3tha sous sa forme

chlorhydrate avec un rendement global de 86%.
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Tout comme le no“ih, le ligand posséde un axe de symétrie Cs ce qui conduit a des spectres

RMN simples. Le spectre RMN 'H, représenté ci-dessous (Figure 83), est composé de trois

singulets correspondant aux atomes d’hydrogéne du macrocycle (3,5 ppm, 12H), aux atomes

d’hydrogéne des groupements méthyléne des bras méthylthiazole acide (4,6 ppm, 6H) et aux

atomes d’hydrogéne aromatiques des bras méthylthiazole acide (8,3 ppm, 3H).
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Figure 83 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20) du Hsno3tha,4HCI

Sur le spectre RMN '3C en J-modulation représenté ci-dessous (Figure 84), la symétrie C; se
traduit par la présence de seulement six pics. Les pics positifs a 53,5 et 58,5 ppm correspondent
respectivement aux atomes de carbone du macrocycle et des groupements CH. des bras
méthylthiazole acide.

WWWMW N PR,

4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
)0 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 (
5 (pom)

Figure 84 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, D20) du Hsno3tha,4HCI

Le pic négatif a 134,8 ppm correspond aux trois atomes de carbone aromatiques des bras
méthylthiazole acide. Le pic positif a 148,6 ppm peut étre attribué aux atomes de carbone en a

des fonctions carbonyle. Enfin le pic & 166,3 ppm est caractéristique des trois groupements
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carbonyle alors que le pic a 168,0 ppm correspond aux atomes de carbone quaternaire en position

a des atomes d’azote et de soufre.

Il. Etudes potentiométriques : propriétés acido-basiques des ligands.
Constantes de complexation

1. Propriétés acido-basiques

Les propriétés acido-basiques des ligands Hno~11tha, H2no11112tha et Hsno3tha sont étudiées
par titrage potentiométrique en solution aqueuse. En revanche, le ligand no/, insoluble dans
'eau, n'a pu étre étudié. Les constantes sont déterminées a 25°C en utilisant une force ionique
| =0,10 £ 0.01 M KNO:s.

Ces ligands possédent entre quatre et neuf entités protonables qui font référence aux fonctions
amine tertiaire du macrocycle, aux fonctions imine des bras méthylthiazole et méthylthiazole acide
ainsi que les fonctions acide carboxylique des bras méthylthiazole acide. Parmi toutes les
constantes possibles, seules trois a cing constantes sont mesurées par potentiométrie pour ces
trois ligands et sont répertoriées dans le tableau ci-dessous (Tableau 31). Les constantes de

protonation des ligands Hsnota et du no” i/ sont également répertoriées pour une comparaison

plus détaillée.
Equilibres no Hno ' 1tha Hzno i2tha Hsno3tha HsnotalP4 no i [137]
logP
L+H+2HL - 9,47(1) 9,63(1) 9,58(1) 11,3 11,03
L+2H*2HaL - 12,65(2) 13,38(2) 13,48(1) 16,88 13,48
L+3H*2HsL - 14,47(2) 16,18(2) 16,74(1) 19,77 -
L+ 4 H* 2 Hd - - 18,14(3) 18,96(1) - -
L+5H*2HsL - - - 20,88(2) - -
logK
L+H*2HL - 9,47 9,63 9,58 11,3 11,03
HL + H* 2 HaL - 3,18 3,75 3,90 5,59 2,45
Hol+ H+ 2 Hsl - 1,82 2,80 3,26 2,88 -
HsL+ H* 2 H4lL - - 1,96 2,22 - -
Hal+ H* 2 Hsl - - - 1,92 - -

Tableau 31 : Constantes de protonation globales logf et constantes de protonation successives logK

obtenues par potentiométrie
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a. Constantes de protonation

Le nombre de constantes de protonation augmente avec le nombre de fonctions acide
carboxylique présentes sur les bras méthylthiazole ce qui augmente la basicité globale des ligands
comme en témoignent les valeurs de logB comprise entre 14,47 < log < 20,88. Les premiéres
constantes de protonation sont du méme ordre de grandeur pour les trois ligands
(logKs = 9,5). Ces constantes sont nettement moins basiques que celles déterminées pour les
dérivés Hsnota et no” i1 qui sont deux unités de log plus grande (logKs = 11.2). Cette différence
notable s’explique par la présence de fonctions acide carboxylique sur les bras méthylthiazole par
rapport au bras méthylthiazole. La premiére constante peut étre attribuée a la protonation d’un
des atomes d’azote du macrocycle.

Les secondes constantes de protonation logK, comprise entre 3,18 < logKz> < 3,9 sont moins
basiques que celle du Hsnota mais restent clairement moins acides que celle déterminée pour le
no (AlogK>= 0,73 a 1,45 unités de log). Ces constantes, relativement faibles, peuvent
correspondre a la protonation d’'un second atome d’azote du macrocycle. La répulsion
électrostatique générée par la protonation d’'une seconde amine du cycle tacn augmente I'acidité
des ligands et par conséquent entraine une diminution des constantes de protonation.

Les troisiemes constantes, pouvant étre attribuées a la protonation de la fonction acide
carboxylique du bras méthylthiazole sont de 1,82 pour le Hno”i11tha, 2,8 pour le Hzno'2tha
et 3,26 pour le no3tha. Pour le ligand Hzno 1 112tha, une quatriéeme constante est mesurée a 1,96
et correspond a la protonation de la seconde fonction acide carboxylique. Enfin, pour le ligand
Hsno3tha, les constantes de protonation des deux derniéres fonctions acide carboxylique sont
mesurées a logKs = 2,22 et logKs =1,92.

Les hypothéses émises concernant le mécanisme de protonation des ligands pourraient étre
confirmées par une étude RMN du 'H.

b. Diagrammes de spéciation

Les diagrammes de spéciation des espéeces en fonction du pH des quatre ligands ainsi que du
no ont été tracés a partir des constantes de protonation déterminées par potentiométrie et
sont représentés ci-apres (Figure 85).

Pour le ligand Hno~h1tha, quatre especes sont présentes sur une échelle de pH allant de 2 a
12. Pour un pH compris entre 2 et 4, les espéces LH, LH>* et LH3?* coexistent. L’espéce
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prédominante est 'espéce LH qui a une abondance de 100% pour des pH compris entre 5 et 8.
Aprés pH 11, seule I'espéce déprotonée est présente.

Le ligand Hzno' 1h2tha est présent sous cing états de protonation différents sur la gamme de pH
étudiée. Les especes mono-, di-, tri-, et tétra-protonées coexistent pour des pH compris entre 3
et 5. L'espéce LH" est présente a 100% a partir de pH 6 et son abondance commence a diminuer
a partir de pH 8, ce qui entraine I'apparition de I'espéce déprotonée.

Enfin, pour le ligand Hsno3tha, six espéces coexistent sur toute la gamme de pH étudiée. On
retrouve plusieurs espéces protonées pour des pH acides, tandis que I'espéce mono-protonée
LH? existe entre pH 6 et 8.
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Figure 85 : Diagrammes de spéciation des ligands Hno”h1tha, Hz2no112tha, Hsno3tha et no”ih de pH

2 a12. Les charges des espéces sont omises pour raison de clarté.

En conclusion, pour tous ces ligands, il est notable qu'a pH 5,5 et 7,4, souvent utilisés pour le

radiomarquage au cuivre-64, seule I'espece mono-protonée est présente en solution ce qui
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permet une complexation plus aisée puisque la compétition avec les protons est beaucoup moins

forte qu’a pH plus acide.

2. Constantes de complexation

Les constantes de formation des complexes ML (M = Cu?* / Zn?*) sont mesurées par titrages
potentiométriques. Comme précédemment, les constantes sont déterminées a 25°C en utilisant
une force ionique 1 = 0,10 £ 0,01 M KNOs. Les titrages sont réalisés en utilisant 0,9 équivalent de
cation métallique par rapport a la quantité en ligand.

a. Constantes de complexation avec le Cu?*

La complexation du Cu?* par les trois ligands étant quantitative méme a pH acide, les valeurs des
constantes de formation pour les espéces ML sont déterminées par compétition avec le ligand
KzoH.edta. Les valeurs de constantes de formation des complexes ML et MsL. sont répertoriées
dans le tableau ci-dessous (Tableau 32). Les valeurs des constantes de formation des complexes
ML avec les ligands Hsnota et no” 11 y sont ajoutées pour comparaison.

Equilibres Hno '"1tha Hzno "2tha Hsno3tha Hsnotal'd  no
[137]
logBcuL

Cu? + L e CuL 19,8(1) 18,0(1) 16,6(1) 21,63 20,77

Cu?* + L + H* 2 CuHL 22,76(1) 21,65(4) 20,98(4) 24,37 23,60

Cu?* + L 2 CulLH-1 + H* 8,86(2) 7,65(5) 6,79(3) - 11,59
3 Cu?* + 2L 2 Cuslo 46,53(4) 44,17(9) 42,48(9) - -
3Cu?* + 2L 2 CuslLzH-1 + H* - 37,2(1) 36,8(1) - -
3Cu? + 2L 2 CusLzH-2 + 2H*  33,24(3) 28,9(1) 28,8(1) - -

pCu = -log[Cu?*Jiibre
pCu 17,74 15,40 14,04 17,6 17,15

Tableau 32 : Valeurs des constantes de formation logBcu. et des pCu des complexes Cul déterminées

par potentiométrie

De maniere générale, la constante de métallation décroit avec le nombre de bras méthylthiazole
acide présents sur la molécule. La constante de métallation du Cu?* est la plus élevée pour le
ligand Hno”ih1tha avec logKcu = 19,8 ( AlogKcu= 1,8 par rapport au ligand Hzno'ih2tha;
AlogKcu = 3,2 par rapport au ligand Hszno3tha). L'introduction de bras méthylthiazole acide décroit

la stabilité des complexes comparés au complexe formé avec le no qui a une constante de
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formation de 'ordre de 20,77. Les bras méthylthiazole ont un moins bon pouvoir complexant pour

le Cu?*, que les bras acétates, comme en témoignent les valeurs de constantes d’affinité du

Hsnota (logKcuL = 21,63).

Les diagrammes de spéciation des espéces en fonction du pH avec 0,9 équivalent de sel

meétallique ainsi que celui du no

sont représentés ci-dessous (Figure 87).
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Figure 86 : Diagrammes de spéciation des ligands Hno”ih1tha, Hzno11h2tha,Hsno3tha et no”ih de pH

2 a 12 en présence de 0,9 équivalent de Cu?*. Les charges des espéces sont omises pour raison de

clarté.

Les ligands forment avec Iion Cu?* trois especes sur une échelle de pH de 2 a 12: I'espéce
mononucléaire CuL, mais également le complexe sous sa forme protonée CuLH et a pH basique
'espéce hydroxo CuL(OH). Le complexe [Cu(no”i"11tha)]* est prédominant sur la gamme de pH

allant de 4 a 10. A pH physiologique, seule I'espece CuL est présente en solution pour les trois
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ligands. De plus, a pH acide, aucune trace de Cu?* non complexé n’est notable, ni la formation
d’hydroxyde de Cu(OH). a pH basique. Les trois ligands complexent donc de facon efficace I'ion
Cu?* sur une trés grande gamme de pH, ce qui témoigne d’une stabilité thermodynamique

importante.

Avec un pCu égal a 17,74, le ligand Hno~!li1tha posséde une stabilité thermodynamique
nettement supérieure que le Hano'h2tha (ApCu = 17,74 - 15,40 = 2,34) ainsi que le Hzno3tha
(ApCu = 17,74 - 14,04 = 3,74). Les valeurs obtenues pour les ligands Hzno':2tha et Hsno3tha
sont faibles mais du méme ordre de grandeur que celles obtenues pour les analogues
tétraazamacrocycliques Hsdota (pCu = 15,20) B9 et Hiteta (pCu = 14,20) “9. Enfin, le pCu du
ligand Hno”ih1tha est du méme ordre de grandeur que celui du Hsznota et méme légerement
supérieur a celle du no”t" (ApCu = 0,59).

Il est a noter également, que 'augmentation d’atomes coordinant impacte de fagon néfaste la
stabilité thermodynamique des complexes mais également le domaine de prédominance de
'espéce Cul et favorise la formation d’entités trinucléaires, ce qui n’avait pas été observé avec le
ligand no”ih. De fait, les études de titrages potentiométriques sont également effectuées en
présence de 1,5 équivalents de Cu?* afin de mettre en évidence la formation de complexes
trinucléaires de type Cusl.. Les constantes de formation étagées (Tableau 32) des complexes
trinucléaires sont respectivement de 46,53, 44,17 et 42,48 pour les ligands Hno”i"1tha,
Hzno'12tha et Hsno3tha. Ces valeurs correspondent a des constantes logKc,, 1, €gales a 26,73,

26,17 et 24,38.

D’aprés les diagrammes de répartition des espéces (Figure 87), on peut remarquer que méme
en présence de 1,5 équivalents de Cu?*, 'espéce mononucléaire CuL est présente sur toute la
gamme de pH d’étude. Néanmoins, plus le nombre de bras méthylthiazole acide augmente, plus
la formation du complexe mononucléaire est amoindrie par rapport a celles d’entités trinucléaires.
Sur la gamme de pH de 3 a 6, le ligand Hno~11tha forme environ 50% d’espéces trinucléaires
CuslLz, 30% d’espéces mononucléaires CuL et 20% de Cu?* reste non complexé. En revanche,
pour des pH plus basiques (pH > 7), seule I'espéce trinucléaire CusL2(OH). est présente en

solution.

Le diagramme de prédominance des espéces pour le ligand Hzno12tha montre la coexistence

de neuf espéces en fonction du pH. L'espéce prédominante est le complexe trinucléaire Cusl.
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présent a 80% pour 4 < pH < 7. L’espéce mononucléaire, est quant a elle, également présente
sur 'ensemble de la gamme d’étude avec une abondance d’environ 10%. A partir de pH 8, trois

espéces hydroxo trinucléaires coexistent.

Enfin, pour le ligand Hsno3tha, six espéces sont présentes en solution. Pour ce ligand, 'espéce
CuL a une abondance inférieure a 5% pour des pH compris entre 4 et 6. L’espéce CuslL. est
présente majoritairement sur une gamme de pH entre 3 et 5. Lorsque le pH augmente, la
déprotonation successive des fonctions acide carboxylique donne lieu a la coexistence de

plusieurs espéces déprotonées.
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0 0 | Cuzlz2H-2
Q Q CuslaH-
§ 60 2 60- 3k2H-17 " CusloH 3
T T _
5 5
E 40 E 40
8 20 8 20+
0 - 00— T T T T T T T T T T
2 4 (5] 8 10 12
pH
Hsno3tha
100 . CuzloH-37
i Cuslo CusloH-q
a 80+
e _
% CusloH-2
.N 60_
T i
5
E 40
0 — T T T T T T T T T T
2 4 G 8 10 12

Figure 87 : Diagrammes de spéciation des ligands Hno”ih1tha, H2no11h2tha et Hsno3tha de pH 2 a 12

en présence de 1,5 équivalents de Cu?+. Les charges des espéces sont omises pour raison de clarté.
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b. Constantes de formation avec le Zn?*

Avec 0,9 ou 1,5 équivalents de sel métallique aucune espéce trinucléaire n’est détectée. Pour les
trois ligands, il est possible de mesurer les constantes de trois a quatre équilibres différents. Les
valeurs de constantes de formation globale (log) et de pZn sont répertoriées dans le tableau ci-

dessous (Tableau 33). Celles du Hsnota et du no”i" y sont également ajoutées.

Equilibres Hno”'1tha Hono 112tha  Hsno3tha  Hsnota™'l  no il [137]
logBznL

Zn?* + L2 ZnL 16,0(1) 11,52(1) 9,85(6) 18,30 16,28

Zn?* + L + H* 2 ZnHL 18,56(2) 15,05(1) 17,23(6) - 18,30
Zn?* + L + 2 H* 2 ZnHaL - - 19,34(7) - -

Zn?* + L 2 ZnLH-1 + H* 4,85(7) 0,45(2) -1,19(9) - 5,75

pZn = -log[Zn®*]iibre
pZn 13,89 8,89 7,80 14,28 12,65

Tableau 33 : Valeurs des constantes de formation globale logp et pZn des complexes de Zn2*

Comme observé avec les complexes de Cu?', les constantes de formation de I'espéce
mononucléaire ZnL diminuent en fonction du nombre de bras méthylthiazole acide présent sur
chaque molécule. Le ligand Hno”'11tha posséde une valeur de constante de formation logKz..
égale a 16,0, ce qui lui confére une stabilité thermodynamique similaire au ligand no”ih. Avec
des constantes de formation logKz.. égale a 11,52 et 9,85, les ligands Hono'12tha et Hsno3tha
possedent des constantes nettement plus faibles que celles obtenues avec les dérivés Hsnota et

no

L’affinité des ligands pour le Zn?* se dégrade la encore avec I'augmentation du nombre de bras
méthylthiazole acide. Avec un pZn de 13,89, le ligand Hno”!11tha complexe aussi efficacement
le cation métallique que les ligands Hsnota et no”i. Les deux autres ligands possédent des pZn
respectivement de 8,89 et 7,80 pour le Hzno'ih2tha et le Hsno3tha qui sont beaucoup plus
faibles. Ces ligands sont par conséquent des mauvais complexant du Zn2+.

Les diagrammes de spéciation des especes en fonction du pH ont été tracés a partir de ces
constantes et sont représentés ci-aprés (Figure 88). Les ligands forment en fonction du pH trois
a quatre especes différentes. Le ligand Hno”ih1tha présente trois espéces en fonction du pH,

une espece mono-protonée formée a pH acide (pH < 2) présente a 60% et une seconde
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correspondant au complexe ZnL avec une abondance de 40%. Cette espece est par la suite
prédominante sur une trés large échelle de pH comprise entre 4 et 10. La derniére espéce
prédominante a partir de pH 11 correspond au complexe déprotoné. Le ligand Hzno'i2tha
présente également les espéces ZnLH, ZnL et ZnL(OH) sur la gamme de pH étudiée. La seule
différence notable avec le ligand Hno”i1tha est la zone de prédominance de I'espéce ZnL
puisque I'espéce mononucléaire a une abondance de 100%, dans la gamme de pH 5 a 9. Le
ligand Hsno3tha posséde, quant a lui, des caractéristiques différentes puisque I'espéce
prédominante est le complexe mono-protoné ZnLH présent entre pH 2 et 7,5. Ce résultat est en
accord avec la constante log calculée qui est supérieure de deux unités de log pour la formation
du complexe protoné par rapport aux deux premiers ligands. Ce dernier est donc plus facilement
protonable et ceci se traduit par une plus grande zone de prédominance. Entre pH 7 et 12 on

retrouve un mélange d’espéces mono-protonées, neutres ou déprotonées.
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Figure 88 : Diagrammes de spéciation des ligands Hno”ih1tha, Hz2no112tha, Hsno3tha et no”ih de pH
2 a 12 en présence de 0,9 équivalent de Zn?+. Les charges des especes sont omises pour raison de

clarté.
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3. Sélectivité du Cu?+ vis-a-vis du Zn2+

Les pM (M = Cu?*/Zn?*) sont calculés en solution agueuse a 25,0°C en utilisant une concentration
en ligand 2 fois supérieure a celle du métal étudié, [L] = 2,0.10°°M et [M?*];,t = 1,0.10°M et sont
répertoriés dans le tableau ci-dessous (Tableau 34), tout comme ceux des ligands références
Hsnota et no

Hno '1tha Hono'''2tha Hsno3tha Hsnota [137] no [137]

pCu 17,74 15,40 14,04 17,6 17,15
pZn 13,89 8,89 7,80 14,28 12,65
pCu-pZn 3,85 6,51 6,24 3,33 4,50

Tableau 34 : Valeurs des pM calculés a pH 7,4 et 25°C

Les valeurs de pCu et pZn des trois ligands diminuent, en accord avec les constantes obtenues
précédemment, avec 'augmentation du nombre de fonctions acide carboxylique présentes sur les
bras méthylthiazole. La différence de 3,85 unités de log des pM (ApM = pCu - pZn) du ligand
Hno”th1tha, témoigne de la grande sélectivité pour le Cu?* vis-a-vis du Zn?*. Cette valeur est du
méme ordre de grandeur que celles déterminées pour le no et le Hsnota ['37l, Les ligands
Hz:no11h2tha et Hsho3tha possédent des sélectivités similaires, comme l'attestent les différences
de pM (ApM = pCu - pZn) qui sont respectivement de 6,51 et 6,24. Mais restent malgré tous des
chélatants du Cu?* aux propriétés de complexation modestes, d’autant plus qu’ils vont facilement

vers la formation de complexes polynucléaires.

4. Conclusions des études potentiométriques

Les études par potentiométrie ont permis d’obtenir des informations sur les propriétés acido-
basiques, ainsi que la stabilité des complexes de Cu?* et Zn?* par détermination des constantes
de formation. D’'une maniére générale, ces derniéres diminuent avec 'augmentation du nombre
de groupements méthylthiazole acide. Nous avons pu montrer que ces groupements coordinants,
pouvaient former des complexes mono et trinucléaires avec 0,9 et 1,5 équivalents de Cu?*. La
formation d’entités trinucléaires est un inconvénient majeur pour une application en milieu
biologique. Néanmoins, lors du radiomarquage de radiopharmaceutique, le ligand est trés souvent
introduit en excés par rapport au radionucléide ce qui permettrait de s’affranchir de la formation
de complexes trinucléaires. Cette propriété devra étre confirmée a I'état solide et constitue une

caractéristique remarquable de ces ligands qu’il sera intéressant de valoriser.
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Au vu de ces résultats le ligand Hno”i11tha posseéde les meilleurs caractéristiques des trois
ligands étudiés, en termes de stabilité thermodynamique et de sélectivité (logKcw = 19,8,
pCu = 17,74 et ApM = 3,85) et est également un aussi bon chélatant du Cu?* que le Hsnota et le
no

lll.  Synthéses et caractérisations des complexes de M''L (M = Cu?*/ Zn?*)

Dans cette partie, la synthese et la caractérisation des complexes a I'état solide et en solution par
RMN, UV-visible et RPE seront détaillées.

1. Synthéses des complexes

La synthése des complexes de M?* (M = Cu?* / Zn?*) avec le ligand no=ih, est effectuée dans
'acétonitrile en utilisant 1,5 équivalents de sel métallique. Les complexes sont sous la forme de
solides verts [Cu(no=11)](ClOa4)2 et incolores [Zn(no=11)](ClO4)2 avec des rendements de 97 et
95% respectivement.

Bk
N M(C104)2 61,0 ~TNA M = Cu?* (97%) 40
M 2CI0,”
N N CH4CN NEND o M= 202 (95%) 41
50°C, 12h

Schéma 36 : Voie de synthése des complexes [M"(no=1h)](ClO4)2 (M = Cu2+/Zn2+)

Pour s’affranchir de la formation d’espéces trinucléaires, détectées en potentiométrie, les
syntheses des complexes a partir des ligands Hno2th , Hzno'11h2tha et Hzno3tha s’effectuent
avec 0,9 équivalent de sel métallique dans I'eau a un pH ajusté entre 6 et 7. Les complexes sont

ensuite purifiés par HPLC semi-préparative.
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AN N H0 oH 6.7 s ANMN Ry =Ry =CO,H; Ry =H; M= Cu? (91%) 44 ; M = Zn2* (93%) 45
— j\ 50°’c:p, 12h ‘—‘(\ j\ Ry =Ry =R =CO,H ; M = Cu?* (90%) 46 ; M = Zn?* (87%) 47
N”"s NS
R, Rz

Schéma 37 : Voie de synthése des complexes M'L (M = Cu?+/Zn?+)
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2. Caractérisations des complexes [M!(no=1h)J?

a. Structures cristallographiques des complexes [M'(no=1h)]?* obtenues par diffraction des
rayons X

Des monocristaux de qualité suffisante, ont été obtenus par évaporation lente d’'une solution
d’acétonitrile, pour une analyse par diffraction des rayons X. Les deux complexes cristallisent
dans un groupe d’espace centro-symétrique de type P21/c. Pour les deux complexes, l'unité
asymétrique est composée du complexe [M(no=11)]?* et de deux contre-ions perchlorate. Les
structures aux rayons X des complexes sont représentées ci-dessous (Figure 89). Seul 'isomére
A(ddD) cristallise a I'état solide. Les valeurs de liaisons et d’angles sont répertoriées dans le
Tableau 35 pour le complexe [Cu(noZih)]** et dans le Tableau 36 pour le complexe de
[Zn(no=th)]?.

Figure 89 : Structure cristallographique des complexes [Cu(no=th)]?* et [Zn(no=th)]?* obtenues par DRX.
Les atomes d’hydrogéne et les contre-ions perchlorates sont omis pour des raisons de clarté

[Cu(no )P+
Distances (A)

N(1)-Cu(1) 2,210(3) N(4)-Cu(1) 2,263(3)
N(2)-Cu(1) 2,228(3) N(5)-Cu(1) 2,048(3)
N(3)-Cu(1) 2,065(3) N(6)-Cu(1) 2,061(3)
Angles (°)
N(5)-Cu(1)-N(6) 94,05(14) N(6)-Cu(1)-N(1) 151,60(13)
N(5)-Cu(1)-N(3) 154,00(13) N(3)-Cu(1)-N(1) 82,37(13)
N(6)-Cu(1)-N(3) 81,49(14) N(6)-Cu(1)-N(4) 91,19(12)
N(5)-Cu(1)-N(1) 110,35(13) N(3)-Cu(1)-N(4) 115,60(12)
N(6)-Cu(1)-N(2) 121,52(13) N(1)-Cu(1)-N(4) 75,04(11)
N(3)-Cu(1)-N(2) 82,66(13) N(2)-Cu(1)-N(4) 145,48(12)
N(1)-Cu(1)-N(2) 79,11(12) N(5)-Cu(1)-N(4) 89,99(13)

Tableau 35 : Données structurales du complexe [Cu(no=1h)]?* obtenues expérimentalement
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Le Cu(ll) est coordiné par les six atomes d’azote, les atomes de soufre, quant a eux, ne rentrent
pas dans la sphéere de coordination du métal. Le complexe est ainsi dans une géométrie pseudo-
octaédrique, dans laquelle les atomes N1, N2, N3 du macrocycle forment le plan inférieur de
I'octaédre et les trois atomes N4, N5 et N6 des bras méthylthiazole forment le plan supérieur. Le
cation métallique est situé au-dessus de la cavité macrocyclique et est distant de 1,422 A du plan
composé des atomes N1, N2 et N3 et 1,183 A du plan formé par les atomes N4, N5 et N6. La
géométrie pseudo-octaédrique est caractérisée par une élongation des liaisons axiales Cu-N2 et
Cu-N4 qui sont respectivement de 2,228 et 2,263 A. Cette géométrie déformée est également
caractérisée par un angle N2-Cu-N4 de 145,48° soit une différence Aa = 34,52° par rapport a un
angle théorique a = 180°C pour une géométrie octaédrique. La structure obtenue par diffraction

des rayons X est similaire a celle décrite dans la littérature [38],

Le complexe de Zn?* est isostructural de son analogue [Cu(noZi1)]?*. Le cation métallique est
hexacoordiné, par les six atomes d’azote du ligand. Les atomes d’azote N1, N2, et N3 du tacn
forment le plan inférieur de 'octaédre dont le cation métallique est distant de 1,150 A alors que
les atomes d’azote N4, N5, et N6 des bras méthylthiazole forment le plan supérieur qui se trouve
41,500 A du zinc. Les atomes N2, N3, N4 et N5 forment le plan équatorial de I'octaédre alors que
les atomes N1 et N6 se retrouvent sur les positions apicales du polyédre avec des distances
respectives de 2,243 et 2,135 A. L’angle formé a partir de ces atomes et du cation métallique est
de 148,73° soit une différence de 32,37° par rapport a un octaédre régulier. Avec un angle de
torsion moyen ¢ égal a 20,3° et toutes les autres données cristallographiques déterminées, la

sphére de coordination du cation métallique peut étre considérée comme un octaedre déformé.

[Zn(no= )]+

Distances (A)
N(1)-Zn(1) 2,243(3) N(4)-Zn(1) 2,124(3)
N(2)-Zn(1) 2,248(3) N(5)-Zn(1) 2,131(3)
N(3)-Zn(1) 2,193(3) N(6)-Zn(1) 2,135(3)

Angles (°)

N(4)-Zn(1)-N(6) 94,61(12) N(4)-Zn(1)-N(5) 92,35(12)
N(5)-Zn(1)-N(6) 93,88(13) N(5)-Zn(1)-N(3) 148,22(12)
N(4)-Zn(1)-N(2) 145,31(12) N(6)-Zn(1)-N(3) 77,82(13)
N(5)-Zn(1)-N(2) 77,30(12) N(4)-Zn(1)-N(1) 76,78(11)
N(6)-Zn(1)-N(2) 118,80(12) N(5)-Zn(1)-N(1) 116,20(12)
N(3)-Zn(1)-N(2) 80,08(12) N(6)-Zn(1)-N(1) 148,73(13)
N(1)-Zn(1)-N(2) 78,45(12) N(3)-Zn(1)-N(1) 80,23(12)
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b. Caractérisation RMN du complexe [Zn(no=ih)]?

La caractérisation RMN 'H (Figure 90) du complexe [Zn(noZih)]** est effectuée dans le

dmso-d®, le complexe n’étant pas soluble dans les solvants aqueux et organiques.

‘ I o [Zn(no3ih)e*

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 B.O 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 50 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.
5 (ppm)

Figure 90 : Spectres RMN 'H (300 MHz, 298 K, dmso-d®) du complexe [Zn(no=ih)]?+ (en haut) et du
ligand no (en bas)

Le ligand libre présente un singulet a 2,8 ppm comptant pour les douze protons des CH> du
macrocycle, un singulet a 4 ppm intégrant pour six protons correspondant au CH> des bras
méthylthiazole et de deux doublets vers 7,5 ppm pour les 2H éthyléniques des bras
méthylthiazole. Les atomes d’hydrogéne des CH> du macrocycle engagés dans des métallocycles
internes par coordination au Zn(ll) deviennent non isochrones. Sur le spectre RMN du complexe
[Zn(no=1h)]?*, cela se traduit par deux massifs comptant pour six protons chacun a 2,8 et 3,2 ppm
correspondant aux protons axiaux et équatoriaux. Le signal des CHz des bras méthylthiazole est
déblindé d’environ 0,5 ppm. Une différence importante est notable concernant les protons
éthyléniques des bras méthylthiazole. Les protons portés par les atomes de carbone positionnés
en a des atomes de soufre connaissent un blindage important (A% = 0,5 ppm), tandis que les
protons éthyléniques positionnés en a des atomes d’azote sont déblindés vers 8,20 ppm du fait

de la forte proximité de I'atome de Zn?*.

c. Caractérisations UV-visible et RPE du complexe [Cu(no=ih)]?**

La coordination du cation métallique entraine une levée de dégénérescence des orbitales 3d du

métal qui se caractérise par une bande d’absorption large et de faible intensité entre 500 et 1000
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nm. Le complexe [Cu(no=ih)]?* est caractérisé en UV-visible par une bande large avec un

maximum d’absorption a 674 nm dans I'eau a pH 5,5 (Figure 91).
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Figure 91 : Spectre d’absorption UV-visible du complexe [Cu(noZth)]?* a pH 5,5 et température ambiante

(A) et spectre RPE enregistré dans un mélange DMF/eau (1:1) a 130K (B)

Le spectre RPE du complexe [Cu(noZih)]?* enregistré dans un mélange DMF/eau (1:1) est
caractéristique d’'un complexe de cuivre (Il) anisotrope (Figure 91). Il est composé de trois des
quatre raies attendues pour g, alors que les interactions superhyperfines ne sont pas observées
a cause de la présence des atomes d’azote. Les valeurs de g et des constantes de couplage

hyperfin A sont simulées et sont répertoriées dans le tableau ci-dessous (Tableau 37).

Complexes Ox 9y gz Ax A A;
[Cu(nozih)]?* 2,06 2,06 2,15 60 10 175

Tableau 37 : Parametres RPE obtenus aprés simulation. A;donnés en 10~ cm™!

Les valeurs de gx et gy sont égales a 2,06 tandis que g. prend la valeur de 2,15 ce qui entraine
0z > (gx+Qy)/2 caractéristique d’'un complexe de cuivre mononucléaire. Les valeurs de g > 2,03
témoignent également d’'une symétrie a caractére rhombique du complexe avec une élongation
des liaisons axiales et d’'un état fondamental de type dx2-y2.

Ces valeurs sont en accord avec une géométrie octaédrique déformée du complexe, ce qui a
également été démontré par les études UV-visible en solution et I'étude par rayons X du complexe

a I'état solide.
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3. Caractérisations des complexes [M'(no2th1tha)]*

a. Caractérisation RMN du complexe [Zn(no~ih1tha)]*

L’analyse par RMN 'H du complexe dans le D-O est présentée ci-dessous (Figure 92). Comme
précédemment, on note I'anisochronie des deux protons des groupements CH> du macrocycle.
Les signaux sont moins bien résolus du fait de la possible interconversion rapide & - A du
macrocycle. Le doublet vers 4,5 ppm est caractéristique de la non isochronie des groupements

CH. des bras méthylthiazole.

| | o
‘ - ARy [Zn(noZih1tha)l*

‘ || ‘ bl no”ihitha

i SR W S N Y WY | U ) W W |

1.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.
& (ppm)

Figure 92 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20, pD 7,1) du complexe [Zn(no2th1tha)]* (en haut) et
du ligand Hno>ih1tha (en bas)

b. Caractérisations UV-visible et RPE du complexe [Cu(no”ih1tha)]*

En spectroscopie UV-visible, le complexe [Cu(no”ih1tha)]* est caractérisé par une bande large
et non structurée centrée a 653 nm (Figure 93) dans un tampon acétate a pH 5,5. Le spectre
RPE enregistré dans un mélange DMF/ eau (1:1), se compose, quant a lui, de trois raies bien
résolues a bas champ et d’'une quatrieme recouverte par la bande intense vers 3400 G. Tout
comme le spectre RPE du complexe [Cu(no”i1tha)]*, ce dernier est caractéristique d’'un

complexe de Cu?* mononucléaire.
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Figure 93 : Spectre d’absorption UV-visible du complexe [Cu(noZih1tha)]+ a pH 5,5 et température
ambiante (A) et spectre RPE enregistré dans un mélange DMF/eau (1:1) a 130K (B)

Les valeurs des paramétres RPE obtenus aprés simulation d’'une espéce mononucléaire sont

représentés ci-dessous (Tableau 38).

Complexe Ox 9y gz Ax A A;
[Cu(no”h1tha)]* 2,04 2,071 2,208 1 27 183

Tableau 38 : Parametres RPE obtenus apres simulation (A;donnés en 104 cm-')

Les paramétres gx, gy et g prennent des valeurs de 2,04 et 2,071 et 2,208 respectivement.
L’inégalité g. > (gx+9y)/2 est encore validée pour ce complexe et avec des valeurs de g > 2,03, le

complexe mononucléaire adopte une symétrie axiale a caractére rhombique.

Les valeurs obtenues en spectroscopie UV-visible et en RPE tendent a confirmer que le complexe
[Cu(no”ih1tha)]* est dans une géométrie pseudo-octaédrique en solution.

c. Caractérisation du complexe [Cu(no~ihi1tha)]* par DFT

Nos tentatives d’obtention de cristaux du [Cu(noZih1tha)]* s’étant soldées par des échecs, des
calculs DFT ont été réalisés en collaboration avec le groupe du Pr. Carlos Platas-Iglesias de
'Université de la Corogne en Espagne, afin de mieux comprendre le mode de coordination du

complexe.
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Ces calculs mettent en évidence la présence de deux géométries optimisées avec des modes de
coordination de type CuNs ou CuNg (Figure 94).

Figure 94 : Géométrie optimisées d’énergie minimale déterminées par calcul DFT

Dans le complexe de type CuNs le cation métallique est dans une géométrie de type pyramidale
a base carrée. Les atomes N1, N4, N2 et N5 représentent le plan basal de la pyramide et sont
distants d’environ 2,0 A du Cu?*. L’atome N3 distant de 2,237 A est en position apicale. Pour le
complexe de type CuNs, le métal est coordiné par les trois atomes d’azote du macrocycle et ceux
des bras méthylthiazole et méthylthiazole acide. La distance Cu-N6 égale a 2,389 A, incluant
'atome d’azote du bras méthylthiazole acide est relativement plus longue que celles comprenant
les bras méthylthiazole. Par conséquent, la fonction acide carboxylique, présente sur le
groupement méthylthiazole, entraine un encombrement stérique non négligeable, qui se traduit
par une élongation significative de la liaison Cu-N. Les énergies libres de Gibbs obtenues par
calcul DFT favorisent la formation du complexe CuNs de seulement 0.047 Kcal.mol" ce qui
suggeére que les deux formes peuvent étre présentes en solution. Finalement, dans les deux

géométries, la fonction acide carboxylique n’entre pas dans la sphére de coordination du métal.

4. Caractérisations des complexes de [M'(no112tha)]

Pour ce complexe, la caractérisation a I'état solide ne sera pas présentée puisqu’aucun
monocristal des complexes [M'(no112tha)] n’a été obtenu. Seules les études en solutions seront
discutées. Des études DFT sont en court de réalisation mais ne sont, a ce jours de la rédaction

de ce manuscrit, pas terminées.
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a. Caractérisation RMN du complexe [Zn(noi2tha)]

Les spectres RMN 'H enregistrés dans le D-O, du ligand H.no'i2tha et du complexe sont
présentés ci-dessous (Figure 95).

| . || b [Zn(no'ih2tha)]
i L .I'\* \

no'ih2tha

1.0 9.5 9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.
& (ppm)

Figure 95 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20, pD 6,9) du complexe [Zn(no1th2tha)] (en haut) et du
ligand [Zn(noth2tha)] (en bas)

Sur le spectre, une différence est notable par rapport aux spectres des complexes [Zn(no=1h)]%*
et [Zn(no2ih1tha)]*. En effet, les doublets a 4,40 et 4,54 ppm sur le spectre RMN 'H du complexe
[Zn(no1ih2tha)], sont caractéristiques des protons des CH: des bras méthylthiazole acide qui
apres complexation deviennent diastéréotopiques. La constante de couplage de 16 Hz, confirme
également cette diastéréotopie puisqu’elle correspond a une constante géminale entre deux

protons non isochrones portés par un méme atome de carbone.

b. Caractérisations UV-visible et RPE du complexe [Cu(noih2tha)]

Le complexe posséde également une longueur d’'onde maximale égale a 673 nm qui est trés
proche de celle obtenue pour le complexe [Cu(noZih)]?*. Le spectre RPE du complexe
[Cu(no'ih2tha)], enregistré dans un mélange DMF/eau a 130K, est représenté ci-aprés
(Figure 96) et les valeurs obtenues aprées simulation sont répertoriées dans le Tableau 39.
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Figure 96 : Spectre d’absorption UV-visible du complexe [Cu(noth2tha)] a pH 5,5 et température
ambiante (A) et spectre RPE enregistré dans un mélange DMF/eau (1:1) a 130K (B)

Le spectre est composé de quatre raies a bas champs et d’'une raie centrale a haut champ vers
3400 G. Les valeurs de gx et gy sont égales a 2,036 et 2,084 tandis que g, prend la valeur de
2,228.

Complexe Ox 9y (o Ax A A;
[Cu(no’ (h2tha)] 2,036 2,084 2,228 24 35 164

Tableau 39 : Parametres RPE obtenus apres simulation (A;donnés en 104 cm-)

Aux vues des résultats obtenus par UV-visible et RPE, il est possible d’émettre I'hnypothése que
le complexe [Cu(noih2tha)] est dans une géométrie similaire a celle du complexe [Cu(no=ih)]?

en solution, c’est-a-dire une géométrie octaédrique.

5. Caractérisations des complexes [M'(no3tha)]

a. Structures cristallographiques des complexes [M'(Hno3tha)] obtenues par diffraction des
rayons X

Des monocristaux analysables par diffraction des rayons X des complexes mononucléaires sont

obtenus aprés évaporation lente d’une solution aqueuse. Les structures cristallographiques des
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deux complexes (M = Cu?*, Zn?") sont représentées ci-dessous (Figure 97) et les données

expérimentales sont répertoriées dans les Tableau 40 et Tableau 41.

Figure 97 : Structure cristallographique des complexes [M'(Hno3tha)] obtenue par DRX. Les atomes
d’hydrogene (hormis celui positionné sur 'atome N1) et les contre-ions perchlorate sont omis pour des

raisons de clarté

[Cu(Hno3tha)]
Distances (A)
N(4)-Cu(1) 2,087(2) 0(1)-Cu(1) 2.309(2)
N(5)-Cu(1) 2,066(2) 0O(3)-Cu(1) 1,984(2)
N(6)-Cu(1) 2,430(2) O(5)-Cu(1) 1,981(2)
Angles (9)
0(5)-Cu(1)-0(3) 89,36(9) 0(3)-Cu(1)-0(1) 92,92(8)
0(5)-Cu(1)-N(5) 170,40(9) N(5)-Cu(1)-0(1) 85.88(9)
0(3)-Cu(1)-N(5) 82,16(9) N(4)-Cu(1)-O(1) 76.67(9)
O(5)-Cu(1)-N(4) 86.15(9) 0(5)-Cu(1)-N(6) 76.33(9)
0(3)-Cu(1)-N(4) 167,83(9) 0(3)-Cu(1)-N(6) 83.89(9)
N(5)-Cu(1)-N(4) 103,04(9) N(5)-Cu(1)-N(6) 98.21(9)
0(5)-Cu(1)-0(1) 99,08(9) N(4)-Cu(1)-N(6) 105,95(9)
O(1)-Cu(1)-N(6) 174,39(8)

Tableau 40 : Données structurales du complexe [Cu(Hno3tha)] obtenues expérimentalement

Le complexe [Cu(Hno3tha)] cristallise dans le groupe d’espace P-1 et est présent sous la forme
de I'énantiomére A(5680) a I'état solide. La sphere de coordination du métal est de type
CuN20:N’1O’y dans laquelle les atomes N4, N5, O3 et O5 ont des distances par rapport au cation
métallique proches de 2,0 A et les atomes N6 et O1 positionnés en trans, sont distants d’environ
2,4 A du métal mettent en évidence la distorsion de type Jahn-Teller. Les atomes N4, N5, O3 et
05 définissent un plan équatorial dont le Cu2* est situé a 0,067 A. Les atomes O1 et N6

positionnés en positions apicales, forment avec le Cu?* un angle de 174,39° qui est trés proche
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de 180° pour une géométrie octaédrique. L’environnement géométrique autour du centre

métallique peut donc étre défini comme un octaédre déformé.

Le complexe [Zn(Hno3tha)] est isostructural au complexe [Cu(Hno3tha)] et cristallise sous le
groupe d’espace centro-symétrique P21/n. L’introduction de trois bras méthylthiazole acide
entraine également avec le Zn?* la formation d’'un complexe exo-cyclique ol le cation métallique
n'est pas complexé par le macrocycle. La sphére de coordination du cation Zn?* peut également
étre décrite comme un octaédre déformé. En effet, les atomes N4, N6, O1 et O3 décrivent un plan
de I'octaédre ou le cation métallique est distant de 0,057 A. Les angles N(6)-Zn-O(3) et O(1)-
Zn(1)-O(3) présentent des valeurs de 89,42 et 91,59°, tandis qu’'une légére déformation est
présente autour des angles N(6)-Zn(1)-N(4) et N(4)-Zn(1)-O(1) qui ont respectivement des valeurs
de 101,52 et 77,76 °. Les atomes O5 et N5 positionnés en position apicale affichent des distances
respectives de 2,069 et 2,233 A par rapport au cation métallique et 'angle N(5)-Zn(1)-O(5) avec
une valeur de 175,0° est quasiment parfait. Tous ces facteurs permettent d’affirmer que le centre

métallique est bien dans une géométrie octaédrique légérement déformée.

[Zn(Hno3tha)]
Distances (A)
N(4)-Zn(1) 2,284(7) o(1)-zn(1) 2,062(6)
N(5)-zn(1) 2.233(7) 0(3)-zn(1) 2.057(7)
N(6)-Zn(1) 2.190(7) 0(5)-zn(1) 2.069(6)
Angles (9)
0(3)-Zn(1)-0(1) 91,6(3) 0(5)-Zn(1)-N(5) 175,0(3)
0(3)-zn(1)-0(5) 96.2(3) N(6)-Zn(1)-N(5) 100.3(3)
0(1)-Zn(1)-0(5) 92,5(3) 0(3)-Zn(1)-N(4) 169,0(3)
0(3)-Zn(1)-N(6) 89.4(3) O(1)-Zn(1)-N(4) 77.8(3)
O(1)-Zn(1)-N(6) 171,8(3) 0(5)-Zn(1)-N(4) 87.1(3)
0(5)-zn(1)-N(6) 79,3(3) N(6)-Zn(1)-N(4) 101,5(3)
0(3)-zn(1)-N(5) 78.9(3) N(5)-Zn(1)-N(4) 97,8(3)
0(1)-Zn(1)-N(5) 87.8(3)

Tableau 41 : Données structurales du complexe [Zn(Hno3tha)] obtenues expérimentalement

b. Caractérisation RMN du complexe [Zn(no3tha)]

L’analyse RMN du complexe [Zn(no3tha)] est effectuée dans le D-O a pD = 7,3 et a température
ambiante et est représentée ci-apres (Figure 98).

Les résultats sont similaires a ceux obtenus avec les trois autres ligands. Lors de la complexation

les protons des CH. du macrocycle deviennent diastéréotopiques, ce qui se traduit par un
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éclatement du signal vers 3,0 ppm. On note un Iéger blindage de 0,3 ppm des protons portés par

les atomes de carbone en position a du soufre.

[Zn(no3tha)l

no3tha

10 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0
& (ppm)

Figure 98 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20, pD 7,3) du complexe [Zn(no3tha)] (en haut) et du
ligand no3tha (en bas)

c. Caractérisations UV-visible et RPE du complexe [Cu(no3tha)]

Le complexe [Cu(no3tha)] posséde une bande large d’absorption comprise entre 500 et 900nm
avec un Amax €gal a 700 nm dans I'eau a pH 5,5 (Figure 99). Cet effet bathochrome, par rapport
aux autres complexes, s’explique par le mode de coordination du complexe. En effet, la sphere
de coordination du cation métallique est composée de trois atomes d’azote et trois atomes
d’oxygéne, ce qui entraine une augmentation du champ de ligand et donc un déplacement de la

longueur d’'onde vers des valeurs supérieures.

Le spectre RPE du complexe [Cu(no3tha)], enregistré dans une solution de NaClO4 1M a 130K,
est représenté (Figure 99) et les valeurs des parameétres g et A;obtenues apres simulation sont
répertoriées dans le tableau ci-apres (Tableau 42). Seules trois des quatre raies sont observables
a bas champ et un léger épaulement est distinguable a haut champ pour la quatrieme raie
appartenant au cation métallique. L’inégalité g, > (gx +Qy)/2 est encore une fois respectée ce qui
est le résultat d’'une géométrie octahédrale-rhombique avec une élongation des liaisons axiales.
Ce type de géométrie est en accord avec les résultats obtenus en solution par UV-visible et a

I'état solide par diffraction des rayons X.
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Figure 99 : Spectre d’absorption UV-visible du complexe [Cu(no3tha)]- a pH 5,5 et température ambiante
(A) et spectre RPE enregistré dans H20, NaClO4 1M a 130K (B)

Complexe Ox gy g Ax A A;
[Cu(no3tha)] 2,043 2,078 2,244 8 23 175

Tableau 42 : Parametres RPE obtenus apres simulation. A;donnés en 10~ cm™!

IV. Synthéses et caractérisations structurales de complexes Cuals
(L = Hno”i"1tha et Hsno3tha)

Afin de comprendre le mode de coordination des ligands lors de la formation de complexes
trinucléaires, des tentatives de synthése des complexes du Cu?* avec les ligands Hno”i"1tha,
H:no'ih2tha et Hsno3tha en utilisant 1,5 équivalents ont été réalisées. Cependant les
purifications réalisées par HPLC n’ont pas permis d’isoler les complexes du fait de leur faible
stabilit¢ dans les conditions de l'analyse. Par chance, des monocristaux analysables par
diffraction des rayons X ont pu étre obtenus avec les ligands Hno”11tha et Hzno3tha par simple

évaporation lente d’'une solution aqueuse. Les résultats obtenus sont présentés dans cette partie.
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a. Structure cristallographique du complexe [Cus(no”ihi1tha)z] obtenue par diffraction des
rayons X

Des monocristaux bleus du complexe formé avec le ligand Hno”i"1tha ont été obtenus apres
évaporation lente d’une solution aqueuse. La structure par diffraction aux rayons X révele une
espéce trinucléaire composée de deux ligands et de trois atomes de cuivre situés dans deux
environnements géométriques différents (Figure 100). Les atomes de cuivre contenus dans la
cavité macrocyclique sont pentacoordinés par les trois atomes azote du macrocycle et deux des
bras méthylthiazole. Le polyédre de coordination autour du cuivre est de type pyramidal a base
carrée. Les atomes N1, N2, N4 et N5 représentent la base de la pyramide et 'atome N3 du
macrocyclique en position apicale représente le sommet de la pyramide. Les distances N(n)-Cu(1)
(avec n = 1,2,4 et 5) sont comprises entre 1,933 et 2,057 A (Tableau 43). Le métal est situé a
0,218 A au-dessus du plan de la pyramide a base carrée et la distance Cu-N(3) est plus grande
que les autres avec une valeur de 2,223 A. Les angles N(3)-N(1)-Cu(1) et N(3)-N(2)-Cu(1) sont
respectivement 50,08 et 50,01 ° alors que les angles N(3)-N(4)-Cu(1) et N(3)-N(5)-Cu(1) sont plus
faibles avec des valeurs de 35,93 et 40,77° La somme des angles est de 176,79° et les
différences d’angles et de liaisons permettent de confirmer la géométrie déformée autour du

cuivre.

Figure 100 : Structure cristallographique du complexe [Cus(no”ih1tha)z] obtenue par DRX. Les atomes

d’hydrogéne et les contre-ions perchlorate sont omis pour des raisons de clarté

Le troisieme atome de cuivre est dans une géométrie pseudo-octaédrique hexacoordiné par les

deux atomes d’azote ainsi que deux oxygene des fonctions acide carboxylique et deux oxygéne
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des anions perchlorate positionnés en trans par rapport au métal. La nature des groupements
coordinants induit un mode de coordination de type CuN-0:0;". Les atomes N6, O1, N12 et O3
représentent le plan de I'octaédre qui contient le cation métallique. Les distances N(6)-Cu(2) et
N(12)-Cu(2) sont de I'ordre de 2,0 A et sont donc relativement plus élevées que celles entre les
atomes d’oxygéne O1 et O3 avec le cuivre qui sont inférieures a 2,0 A. Les deux anions
perchlorate qui sont positionnés en trans du cuivre coordinent le cation métallique avec un atome
d’oxygéne situés a 2,702 A du cation métallique. Cette élongation de liaison autour de I'axe z est

une fois de plus la signature d’'un complexe octaédrique possédant une distorsion de Jahn-Teller.

[Cus(no”ih1tha)?]
Distances (A)

N(1)-Cu(1) 2,054(6) N(4)-Cu(1) 1,933(6)
N(2)-Cu(1) 2,057(6) N(5)-Cu(1) 1,966(6)
N(3)-Cu(1) 2,223(7) N(6)-Cu(2) 1,963(6)
N(12)-Cu(2) 1,963(6) O(1)-Cu(2) 1,914(5)
0(3)-Cu(2) 1,934(5) 0(13)-Cu(2) 2,702(5)
0(17)-Cu(6) 2,702(5)

Tableau 43 : Données structurales du complexe [Cus(no”il1tha)z] obtenues expérimentalement

b. Structure cristallographique du complexe [Cus(no3tha)>(H20)2] obtenue par diffraction des
rayons X

Une évaporation lente d’une solution aqueuse du complexe formé a partir du ligand Hsno3tha en
utilisant 1,5 équivalents de sel de perchlorate de cuivre, conduit a la formation de cristaux bleus
de qualité suffisante pour une analyse par diffraction des rayons X (Figure 101). L'espéce qui
cristallise est une espeéce trinucléaire légérement différente de celle obtenue précédemment avec
le ligand Hno~ 1 1tha.

Dans ce complexe, les atomes de cuivre présents dans la cavité macrocyclique sont
hexacoordinés ainsi que celui ponté par deux bras méthylthiazole acide. Le premier cation
métallique est coordiné par les trois atomes d’azote du macrocycle, deux des bras méthylthiazole
acide et une molécule d’eau est également coordinée au cation. Ici, les fonctions acide
carboxylique des bras méthylthiazole acide ne rentrent pas dans la coordination de I'atome de
cuivre présent dans la cavité macrocyclique. Les distances correspondant au plan de I'octaédre
O(7)-Cu et N(n)-Cu(1) (avec n = 1,2,3 et 5) sont comprises entre 1,951 et 2,060 A. Les deux
positions apicales sont occupées par 'atome d’azote N5 d’un bras méthylthiazole acide distant

de 2,692 A et d’'un atome d’azote N3 du macrocycle distant de 2,329 A du cation métallique.
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Figure 101 : Structure cristallographique du complexe [Cus(no3tha)2(H20)2] obtenue par DRX. Les

atomes d’hydrogéne et les contre-ions perchlorate sont omis pour des raisons de clarté

Le second centre métallique est également hexacoordiné, avec une coordination par deux atomes
d’azote et deux atomes d’oxygeéne des bras méthylthiazole acide et deux atomes d’oxygéne de
deux anions perchlorate. Les atomes N6, O5 sont équivalents par symétrie pour les deux bras
méthylthiazole acide et représentent le plan de I'octaédre. Les anions perchlorate coordinants
sont placés en trans par rapport au cation métallique avec un angle parfait de 180° et sont distant
de 2,745 A,

[Cus(no3tha)z(H20)e]
Distances (A)
N(1)-Cu(1) 2,026(4) N(4)-Cu(1) 2,042(4)
N(2)-Cu(1) 2,060(4) O(7)-Cu(1) 1,952(3)
N(3)-Cu(1) 2,330(4) N(5)-Cu(1) 2,692(4)
N(6)-Cu(2) 2,015(4) 0O(5)-Cu(2) 1,915(4)
( |

Ces études a I'état solide nous ont permis de comprendre le mode de coordination des espéces
trinucléaires décelées en potentiométries et mettent en avant le pouvoir complexant des fonctions

acide présentes sur les bras méthylthiazole.
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V. Cinétique de métallation et de dissociation des complexes

1. Vitesse de formation des complexes

Les cinétiques de métallation sont étudiées a pH 5,5 et température ambiante, qui sont des
conditions classiques de radiomarquage. Les cinétiques de métallation des ligands no=il,
Hno”h1tha, Hno ' 112tha et Hsno3tha sont étudiées par spectroscopie UV-visible en se plagant
au Amax des complexes mesurés lors de leur caractérisation dans les mémes conditions. Les

résultats obtenus sont représentés ci-dessous (Figure 102).

[Cu(no2h)2+ [Cu(no”h1tha)]*
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Figure 102 : Cinétique de formation des complexes [Cu(no=ih)]?+, [Cu(no2ih1tha)]*, [Cu(noiih2tha)] et
[Cu(no3tha)] étudiée a pH 5,5 et température ambiante, [L] = [Cu?*] = 2,5 mM

Les graphes montrent que les ligands complexent de fagon efficace le cation Cu?* dans les
conditions usuelles de radiomarquage (pH 5,5, 25°C) puisque dés I'ajout d’'un équivalent de cuivre
'absorbance maximale du complexe est atteinte et ne varie pas avec le temps. Ceci confirme la

tendance déja observée lors de la mise en ceuvre des études potentiométriques.
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2. Cinétique de dissociation des complexes en milieu HCI

Les cinétiques de dissociation des complexes [Cu(no=i1)]?*, [Cu(no2ih1tha)]*, [Cu(no’ih2tha)]
et [Cu(no3tha)] en milieu acide chlorhydrique 1M et 5M sont étudiées dans des conditions de
pseudo-premier ordre en solution aqueuse a 25,0°C et 95°C en suivant I'abaissement de
lintensité de la bande d-d des complexes. La cinétique de démétallation du complexe
[Cu(noZih1tha)]* dans un milieu HCI 5M a 95°C est présentée ci-dessous a titre d’exemple
(Figure 103). Les valeurs de ti2 obtenues pour tous les complexes sont répertoriées dans le

tableau ci-apres (Tableau 45).

Absorbance (u.a)

600 700

Longueurs d'onde (nm)

Figure 103 : Suivi de la cinétique de dissociation du complexe [Cu(no~i"11tha)]* dans un mélange HCI
5M a 95°C

La cinétique de dissociation du complexe [Cu(no3tha)],, en milieu HCI est trés rapide (< 1 min),
quel que soit la concentration utilisée. Le complexe formé a partir du ligand Hsno3tha n’est pas
stable en milieu compétiteur. Les études réalisées sur les complexes [Cu(noih2tha)] montrent
qu’a température ambiante et pour une concentration en acide chlorhydrique 1M le complexe
reste stable au cours du temps. En revanche, pour des concentrations en acide chlorhydrique 5M,

une dissociation totale et immédiate du complexe est observée.

Les cinétiques de dissociation du complexe [Cu(no”ii1tha)]* dans des milieux HCI 1M et 5M

démontrent que le complexe est inerte a température ambiante puisqu’aucunes différences dans
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les spectres UV ne sont notables au cours du temps. En milieu acide chlorhydrique 5M et a 95°C,
le complexe se dissocie avec un temps de demi-vie de 50h.

Complexes [Cu(no )] [Cu(no”i1tha)]* [Cu(no (2tha)] [Cu(no3tha)] [Cu(no2th)]?

Amax (nm) 674 653 674 700 620 [137]
1M HCI, 25°C inerte inerte inerte <1 min -
5M HCI, 25°C inerte inerte <1 min <1 min <1 min 137
5M HCI, 55h [138] 50h <1 min <1 min -
95 °C

Tableau 45 : Temps de demi-vie des complexes en milieu acide

Le complexe [Cu(no~ih1tha)]* conduit, aprés évaporation lente d’une solution du complexe en
milieu acide (HCI 1M, pH < 1), a la formation de monocristaux de qualité suffisante pour une
analyse par diffraction des rayons X. La structure obtenue (Figure 104) révéle un complexe de
cuivre pentacoordiné par quatre atome d’azote N1, N2, N3 et N5, et un ion chlorure CI1. Les

distances des liaisons sont répertoriées dans le tableau ci-aprés (Tableau 46).

Figure 104 : Structure cristallographique du complexe [Cu(Hzno>th1tha)(Cl)] obtenue par DRX. Les
atomes d’hydrogéne, les contre-ions chlorure ainsi que les molécules d’eau sont omis pour des raisons de

clarté

Cette structure de type endo, montre qu'un atome d’azote d’'un bras méthylthiazole est protoné a
pH acide et par conséquent n’entre pas dans la coordination du métal. Le cation métallique adopte
une géométrie pyramidale a base carrée distordue. Les atomes N1, N2, N5 et Cl1 forment le plan
basal de la pyramide dont le Cu?* est situé a une distance de 0,048 A. L’atome N4 du bras
méthylthiazole acide, situé a 2,819 A du cation métallique, n'entre également pas dans la
coordination du métal a I'état solide mais peut étre impliqué dans la sphére de coordination du
métal en solution. L’atome d’azote du macrocycle N3 qui est placé sur le sommet de la pyramide

a base carrée est distant de 2,356 A du cation Cu2*. Cette structure permet d’expliquer un
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mécanisme plausible de la cinétique de dissociation du complexe. Elle montre sans aucun doute
que méme a pH trés acide et malgré la protonation d’un bras méthylthiazole acide, le cation
métallique est toujours complexé par le macrocyclique et il N’y a donc pas de dissociation du

complexe. Ce résultat témoigne d’une grande inertie du complexe [Cu(no~ih1tha)]*.

[Cu(no I1tha)(CI)(H)]

Distance (A)

N(1)-Cu(1) 2,038(3)
N(2)-Cu(1) 2,088(3)
N(3)-Cu(1) 2,356(3)
N(5)-Cu(1) 1,966(3)
Cl(1)-Cu(1) 2,2668(11)

Tableau 46 : Distance des liaisons engagées dans le polyedre de coordination du complexe

[Cu(noZih1tha)(CI)(H)] obtenues expérimentalement

Enfin, le complexe [Cu(no=11)]?* est le plus stable des quatre étudiés. Les études réalisées dans
des conditions HCI 1M et 5M a température ambiante ne permettent pas de déterminer de temps
de demi-vie car aucun changement n’est notable au niveau de I'abaissement de la bande
d’absorption du complexe a 650nm aprés 15 jours. Des résultats similaires ont été obtenus par
M. Le Fur au laboratoire sur le complexe formé avec le no” 1 pour une concentration en HCI de
2M. En revanche, les études réalisées dans un milieu HCI 5M a température ambiante ont montré

que le complexe [Cu(no”ih)]?* se démétallait instantanément 137,

En conclusion, une N-fonctionnalisation supplémentaire par un groupement méthylthiazole
(noZih) ou méthylthiazole acide (Hno”ih1tha) permet d’augmenter linertie cinétique des
complexes de Cu?* par rapport au no” 1. En revanche, plus le nombre de fonctions méthylthiazole
acide sont présentes sur le macrocycle, plus l'inertie cinétique des complexes est affectée. Ce
constat peut étre corrélé aux calculs DFT et aux structures des complexes [Cu(no~ihi1tha)]* et
[Cu(no3tha)], qui présentent deux modes de coordination différents. Lorsque le cation métallique
n’est pas complexé par les atomes d’azote du macrocycle, ce dernier perd en stabilité. De plus,
généralement les complexes présentant un mode de coordination de type CuNs possedent de
meilleurs inerties cinétiques que leurs analogues de type CuNsOs, ce qui avait déja été montré
dans le chapitre .
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VI. Stabilité Electrochimique

L’étude par voltamétrie cyclique des complexes [Cu(no=1h)]?*, [Cu(noZih1tha)]*, [Cu(no’ih2tha)]
et [Cu(no3tha)] est réalisée afin d’évaluer le comportement des complexes sous I'effet d’'une
réduction du Cu(ll) en Cu(l). Si le complexe posséde un comportement réversible, I'électrolyse
est effectuée et I'étude de la stabilité du complexe sous sa forme réduite est évaluée. Lors de
I'électro-génération de I'espéce réduite Cu(l) par €lectrolyse, le complexe peut perdre en stabilité
et se dissocier, comme vu précédemment avec le complexe [Cu(te111)]?* par exemple ['%¢. Cette
mesure permet de s’assurer que le complexe de Cu(l) est stable sur une échelle de temps plus

longue.

1. Voltamétrie cyclique avant électrolyse

Les voltamogrammes des quatre complexes sont enregistrés dans I'eau a pH 6,8, en utilisant
LiClIOs 1M comme sel de fond. Les études sont effectuées a une concentration de 1mM pour les
complexes [Cu(noZi1)]?*, [Cu(no’ih2tha)] et [Cu(no3tha)]. Le complexe [Cu(no2ih1tha)]*, est
quant a lui étudié a une concentration de 3mM. Les voltamogrammes sont représentés ci-apres

(Figure 105) et les valeurs des potentiels sont répertoriées dans le Tableau 47.

Le voltamogramme de I'espéce [Cu(no=ih)]?* est caractéristique d’'un systéme quasi-réversible
avec des pics espacés de 0,07V. Le pic de réduction est situé a un potentiel de -0,43V (vs.
Ag/AgCl) et un second pic d’oxydation lors du balayage retour est placé a -0,36V ce qui confere
au complexe un potentiel de demi-vague Ei2 = -0,40V. Ces valeurs different de celles obtenues
pour le complexe [Cu(no”11)]** qui présente un potentiel de réduction a -0,51V (vs. Ag/AgCl) 371,
Cette différence s’explique par I'environnement difféerent autour du cation métallique des deux
complexes. Les complexes [Cu(no”ih1tha)]* et [Cu(no’ih2tha)] adoptent également un
comportement quasi-réversible électrochimiquement. Les deux complexes présentent des pics de
réduction a respectivement -0,32 et -0,31V. Les pics d’oxydation des deux complexes se situent
a -0,24 et -0,20V, soit un écart de pic de 0,08 et 0,11V. Le complexe [Cu(no3tha)],, dont le mode
de coordination est de type CuN2O:N"1O’1 posséde un pic de réduction bien plus bas que les trois
autres complexes avec une valeur de -0,47V. Le complexe posséde un pic de faible intensité
d’oxydation de I'espéce cuivreuse générée a -0,27V soit un écart de pic de -0,20V. Cette signature

électrochimique est caractéristique d’un systéme irréversible.
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Figure 105 : Voltamogrammes cycliques des complexes [Cu(no2th)]?+, [Cu(no2th1tha)]*,
[Cu(noiih2tha)] et [Cu(no3tha)] enregistrés dans I'eau a pH 6,8 et LiClIO4 1M vs Ag/AgCl a une vitesse
de balayage de 0,1 V.s
[Cu(no=i)]?*  [Cu(noZih1tha)]* [Cu(no'ih2tha)] [Cu(no3tha)]
Epc (V) -0,43 -0,32 -0,31 -0,47
Epa (V) -0,36 -0,23 -0,20 -0,27
Eiz (V) -0,40 -0,27 -0,26 -0,26
AE (V) 0,07 0,09 0,11 0,20
réversibilité Quasi-réversible  Quasi-réversible  Quasi-réversible irréversible
Tableau 47 : Caractéristiques électrochimiques des complexes complexes [Cu(no2th)]?+,
[Cu(noZih1tha)]*, [Cu(noiih2tha)] et [Cu(no3tha)]
2. Voltamétrie cyclique apres électrolyse

Comme les complexes possédent des potentiels de réduction supérieurs a -0,4V ils sont

potentiellement réductibles lors d’études in vivo. L'électrolyse des quatre complexes est par
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conséquent effectuée afin d’évaluer la stabilité des complexes de Cu(l) générés. Cette étude
permet de mimer une éventuelle réduction de futurs radiopharmaceutiques en milieu biologique.
L’électrolyse est réalisée en appliquant des potentiels respectifs de -0,6V pour les complexes
[Cu(noZih)]* et [Cu(no3tha)], et de -0,5V pour les complexes [Cu(noZih1tha)]* et
[Cu(noih2tha)]. Les voltamogrammes sont représentés ci-dessous (Figure 106) et les valeurs
des potentiels sont répertoriées dans Tableau 48.

[Cu(no2th)]* 154 [Cu(no2th1tha)]
10 4
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5 4
—_ —_ 0
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Figure 106 : Voltamogrammes cycliques des complexes [Cu(noZih)]*, [Cu(noZih1tha)], [Cu(no1ih2tha)]
et [Cu(no3tha)]?> enregistrés dans I'eau a pH 6,8 et LiClO4 1M vs Ag/AgCl a une vitesse de balayage de
0,1V.s'!

Apreés électrolyse du complexe [Cu(no3tha)], aucun signal correspondant a la réoxydation du
Cu(l) en Cu(ll) n'est observé sur le voltamogramme. Ce phénoméne s’explique par une

dissociation compléte du complexe lors du processus d’électrolyse.
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Les complexes [Cu(no®in)]*, [Cu(noZihitha)], [Cu(no’ih2tha)]" présentent toujours un

comportement quasi-réversible électrochimiquement.

[Cu(no™ )]+ [Cu(no” 1tha)] [Cu(no ''2tha)] [Cu(no3tha)]>
Epc (V) -0,43 -0,33 -0,32 -
Epa (V) -0,34 -0,24 -0,21 -
Ei2 (V) -0,40 -0,28 -0,26 -
AE (V) 0,08 0,09 0,11 -
réversibilité Quasi-réversible Quasi-réversible  Quasi-réversible irréversible

Tableau 48 : Caractéristiques électrochimiques des complexes [Cu(noZih)]+, [Cu(no2ih1tha)],
[Cu(noiih2tha)] et [Cu(no3tha)]*

3. Conclusion de I'étude par voltamétrie cyclique

Les études par voltamétrie cycligue mettent en avant la stabilité électrochimique des complexes
formés avec les ligands no=ihh, Hno” " 1tha et Hzno' 1 2tha.
En outre, I'étude réalisée sur le complexe [Cu(no3tha)]” démontrent l'importance de la

coordination du cation par le macrocycle pour I'élaboration de complexes stables.

Enfin, lors d’application en milieu biologique, méme avec des potentiels de réduction dans la
fenétre d’action des systémes biologiques réducteurs, il est probable que les complexes formés
avec les ligands no“i, Hno”1tha et Hzno'h2tha restent stables au cours du temps si I'on

s’appuie sur les voltamogrammes obtenus.
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Conclusion du chapitre Il

Pour donner suite a des premiers travaux prometteurs obtenus sur un tacn di-N-fonctionnalisé par
deux groupements méthylthiazole (no~i1), nous avons décidé d’étudier I'influence d’'une nouvelle
fonctionnalisation par un bras méthylthiazole mais aussi en introduisant des bras méthylthiazole
comprenant une fonction acide carboxylique positionnée sur un atome de carbone en a de 'atome
d’azote. Quatre nouveaux ligands ont ainsi été ciblés afin de vérifier leur potentielle utilisation pour
une application in vivo en médecine nucléaire pour le radiomarquage au ®Cu. Nous avons donc
étudié les propriétés thermodynamiques, l'inertie cinétique ainsi que la stabilité électrochimique

des complexes de cuivre.

Les ligands no et Hsno3tha, tacn tri-N-fonctionnalisés par trois bras méthylthiazole ou trois
groupements méthylthiazole acide, ont été obtenus avec de trés bon rendements. La voie de
synthése a partir du tacn orthoamide a permis d’obtenir les ligands Hno~ " 1tha et H:no ' 1112tha

avec de trés bons rendements globaux malgré un nombre d’étapes important.

Les études potentiométriques ont montré qu'un nombre trop important de bras méthylthiazole
acide avait un effet néfaste sur la stabilité thermodynamique des complexes de Cu?* et entrainait
la formation de complexes trinucléaires. Ce constat a également pu étre prouvé par la
caractérisation des complexes trinucléaires a I'état solide. Avec une valeur de pCu égale a 17,34
le Hno~1h1tha est un meilleur chélatant du Cu?* par rapport au Hono'112tha (pCu = 15,40) et au
Hsno3tha (pCu = 14,04). Ce dernier possede également une affinité similaire pour le cation que
les ligands no”i (pCu = 17,15) et Hsnota (pCu = 17,6). De maniére générale, les trois ligands
possédent une sélectivité intéressante pour le Cu?* vis-a-vis du Zn?*. Le ligand Hno”/11tha avec
un ApM = 3,85 posséde des propriétés compléxantes du méme ordre de grandeur que les ligands

ho et Hsnota.

Les cinétiques de formation et de dissociation des complexes ont été étudiées par UV-visible. Il a
ainsi été montré que la complexation du cation Cu?* était trés rapide a pH 5,5 et a température
ambiante pour les quatre ligands. Ce résultat est trés intéressant pour un futur radiomarquage au
84Cu. Ensuite, les études des cinétiques de dissociation des complexes en milieu acide ont montré
que le complexe [Cu(no=i1)]?* et le complexe [Cu(no”ii1tha)]* sont trés inertes car ils possédent
des temps de demi-vie de 55 et 50h respectivement dans un milieu HCI 5M a 90°C. En revanche,
les complexe [Cu(no'ih2tha)] et [Cu(no3tha)] ne sont pas stables dans les mémes conditions.
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Enfin, la stabilité des complexes vis-a-vis de la réduction a été déterminée par voltamétrie
cyclique. Les complexes [Cu(noZih)]?*, [Cu(noZih1tha)]* et [Cu(nolih2tha)] possédent un
caractere quasi-réversible avec des potentiels de réduction de -0,43, - 0,32 et -0,31 V
(vs Ag/AgCl). Ces potentiels ramenés vs. ENH se trouvent dans la fenétre d’action des systémes
biologiques. Les études réalisées apres électrolyse ont permis de montrer la stabilité des especes
réeduites électrogénérées et témoignent de la stabilité des complexes. Seul le complexe
[Cu(no3tha)]” présente un caractere irréversible, aprés réduction par électrolyse montrant la
démétallation.

Toutes ces études ont permis d’évaluer les potentialités des ligands pour la complexation du Cu?*.
Aux vues de tous les résultats il est possible de classer les ligands de la maniere suivante pour
une éventuelle utilisation pour une application en imagerie TEP :

no = Hno”h1tha = no > Hsnota >> Hono'1h2tha >> Hizno3tha

Nous avons également montré que lors de la complexation du Cu?* par le ligand Hno”11tha, la
fonction acide carboxylique n’était pas engagée dans la coordination du métal ce qui permettrait
de l'utiliser pour réaliser une bioconjugaison sur une biomolécule d’intérét pour une potentielle
future application en imagerie TEP. En revanche le no ne possédant aucune amine libre sur

le macrocycle, il est nécessaire de trouver comment rendre ce composé vectorisable.

Finalement, les résultats prometteurs obtenus par I'équipe du Dr. M. Bartholomé et notre équipe
sur ces deux ligands, nous ont encouragés a poursuivre les études sur ces dérivés et a entamer
une nouvelle collaboration en développant de nouveaux radiopharmaceutiques bioconjugués a

base de tacn N-fonctionnalisés qui seront détaillés dans le prochain chapitre.
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Chapitre IV ;. Syntheses et études de nouveaux
radiopharmaceutiques a base de tacn
bifonctionnels : Application pour le diagnostic des
cancers du sein et de la prostate
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1 Les radiopharmaceutiques pour le diagnostic et la thérapie

des cancers

Le nombre de nouveaux cas de cancers en 2017 s’éléve a 399 500, dont 210 882 chez 'lhomme
et 173 560 chez la femme, ce qui méne a environ 150 000 décés liés a cette maladie ['4). Chez
’'homme, le cancer de la prostate (CaP) est le cancer masculin le plus abondant aprés le cancer
des poumons. Chez lafemme, le nombre de nouveaux cas de cancer du sein (CaS) est de 59 968
en 2017 qui ont conduit a 11 883 déces. Le CaS représente, a lui seul, 18,2% des déceés liés au
cancer chez la femme et 8% de I'ensemble des déces tous sexes confondus. Trés souvent, le
déces des personnes atteintes du cancer est lié a un diagnostic trop tardif qui ne permet pas de
mettre en place de traitement efficace. De fait, la trés forte incidence et le haut taux de mortalité
associés au cancer exhortent fortement les chercheurs a développer de nouvelles approches pour
le diagnostic et la thérapie des cancers. Un diagnostic précoce de cette maladie par TEP rend
possible une localisation trés précise des métastases et une information moléculaire, ce qui peut
permettre d’envisager une thérapie ciblée, une intervention chirurgicale ou encore un suivi de

I'évolution du cancer aprés une thérapie.

Une cible tres prometteuse pour le diagnostic ou la thérapie ciblée de ces cancers est la famille
des récepteurs de la bombésine (BB). Il existe trois classes de récepteurs présents dans différents
types de cancers (BB1, BB2 et BB3). Parmi ces trois types de récepteurs, le récepteur BB2 est
surexprimé sur les cellules cancéreuses du cancer de la prostate, et est également présent dans
72 a 74% des cancers du sein ['*2l, Ce récepteur est par conséquent considéré comme une cible
de choix pour le développement de radiopharmaceutiques pour le diagnostic et la thérapie de ces

deux cancers.

|. La Bombésine et le récepteur BB2

La bombésine est un polypeptide constitué de 14 acides aminés. Ce peptide fut isolé pour la
premieére fois en 1971 d’'un amphibien, le sonneur a ventre de feu Bombina bombina, par
A. Anastasi et al. '3, Quelques années plus tard, T. J. Mc Donalds et al. 'Y ont découvert le
premier analogue de la bombésine, appelé GRP « gastrin releasing peptide » chez le mammifére,

provenant des tissus de [lestomac du porc. Ces deux peptides représentés
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ci-dessous, (Figure 107), bien que de tailles différentes, ont une grande similarité dans

'enchainement des acides aminés de la partie C-terminale.

H,N._O
Bombési O
ombésine NQL 7 N NQKN/YNQK QkNH
O O
YNHz Y\NH N
H,N o 0 S
pGlu-GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,

N=\ s~
< NH
GRP %NQ& NQL N NQ&N NJN NH,
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Y\NH Y

Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg- Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-
Gly-His-Leu-Met-NH,

Figure 107: Structure de la Bombésine et de la GRP ['44

Cette similarité structurale a permis de mettre en évidence une affinité biologique comparable de
ces dérivés pour les récepteurs de la GRP, aussi appelé GRPr « Gastrin Releasing
Peptide receptor» ou récepteur BB2 ['45], Les récepteurs de la GRP sont principalement situés
dans lintestin gréle et le systéeme nerveux central. lIs sont également surexprimés dans plusieurs
tumeurs malignes. Leurs surexpressions dans les cancers du sein et de la prostate contrairement
aux tissus sains environnants ont permis de les considérer comme cible de choix pour I'imagerie

de ces cancers.

Du fait de leur trés bonne biocompatibilité, mais également de leur excellente propriété de
reconnaissance biologique et de leur grande stabilité en milieu biologique, les
radiopharmaceutiques utilisant des peptides tels que des dérivés de la bombésine comme

vecteurs ont fait I'objet de plusieurs études pour I'imagerie ou la thérapie des cancers [146],
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Il.  Facteurs influengant I'affinité biologique et la pharmacocinétique des

radiopharmaceutiques dérivés de la bombésine

La conception d’analogues de la bombésine, porteurs de chélatants divers sur la partie
N-terminale du peptide, a permis le développement d’'un grand nombre de radiopharmaceutiques.
Le chélatant est introduit soit par couplage direct soit via un espaceur modulable. La disponibilité
d'un panel de ligands favorise le radiomarquage par un grand nombre de radiométaux, pour
I'imagerie TEP (i.e. %8Ga, ®*Cu), TEMP (**™Tc, '"'In) mais aussi pour la thérapie (*°Y, ""7Lu) 138,

Chaque radioconjugué est caractérisé par son affinité pour une cible spécifique (i.e récepteurs).
L’affinité biologique se détermine par la concentration inhibitrice médiane (ICso). Elle représente
la concentration pour laquelle 50% des récepteurs ciblés sont occupés par le bioconjugué et se
calcule grace a la relation définit par C. Yung-Chi et W. H. Prussof ['47]

IC50 = ——
50 Ki

(1)

Equation 7 : Concentration inhibitrice médiane

Ki représente l'affinité de liaison du bioconjugué étudié, [S] correspond a la concentration en
substrat (récepteurs) et Kn est la constante correspondant a la concentration en substrat

nécessaire pour avoir une activité enzymatique égale a la moitié de I'activité maximale.

Des études ont démontré que I'affinité d’'un radiopharmaceutique pour sa cible n’était pas
uniguement dépendante du vecteur biologique. L’hydrophilie, la nature de I'espaceur [ ainsi que
la charge globale ['*1 du radiopharmaceutique ont un impact considérable sur la reconnaissance
biologique et la biodistribution.

1. Influence de la séquence peptidique
Les radiopharmaceutiques formés a partir de peptides utilisés pour le diagnostic et la thérapie des

cancers du sein et de la prostate sont divisés en deux familles : la famille des agonistes et celle

des antagonistes. Les peptides agonistes ont la faculté d’étre internalisés au sein des cellules une
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fois liés aux récepteurs GRP. Cette internalisation permet une trés grande accumulation du
radiopharmaceutique a l'intérieur de la cellule ciblée (Figure 108).
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Figure 108 : Principe de fonctionnement des séquences agonistes (A) et antagonistes (B) [0

Malgré une trés mauvaise internalisation, les peptides antagonistes sont de plus en plus étudiés,
car ils ciblent de fagon remarquable les récepteurs présents a la surface des cellules malades
(Figure 108). Les résultats in vitro et in vivo obtenus sont trés encourageants et méme dans
plusieurs cas, meilleurs que ceux obtenus avec des analogues agonistes en termes de rétention
et de biodistribution du radiopharmaceutique dans les tumeurs.

J. C. Reubi et al. ont étudié cette influence liée a la séquence peptique sur deux
radiopharmaceutiques (Figure 109), le [*"Tc|Debombésine 1 (antagoniste) et le
[*®*"Tc]Debombésine 4 (agoniste), sur une lignée cellulaire humaine du cancer de la prostate
(PC3) 511,

[ ,TC\ ] [*®™Tc]Debombésine 1

NH
»
Nﬁgﬁgixwiﬁm

+ NH H2N o)

/gNH

N_o O (0]

NH HHN

Gl |

NFoHAN

[®®™Tc]Debombésine 4

Figure 109 : Représentation des radiopeptides [**™Tc]Debombeésine 1 et 4 [151]
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Le Debombésine 1 présente un ICso égal a 2,01 nM et son homologue agoniste a une affinité
biologique de 0,8 nM. Ces résultats résumeés dans le Tableau 49 montrent que la séquence
agoniste permet de diminuer la concentration inhibitrice médiane (ICso).

ICs0 (NM) Séquence Internalisation
Debombésine 1 2,01+£0,5 Antagoniste Pas d’internalisation
Debombésine 4 0,8+0,1 Agoniste Internalisation

Tableau 49 : Valeurs d'ICso en fonction de la séquence peptidique sur différentes lignées cellulaires

L’internalisation cellulaire du Debombésine agoniste est rapide avec un taux supérieur a 40% en
30 minutes contrairement a la séquence antagoniste pour laquelle une internalisation d’environ
3% est observée aprés une méme période d’incubation. La biodistribution chez la souris
xénogreffée avec des tumeurs humaines du cancer de la prostate (PC3) a montré que I'analogue
antagoniste présente une sélectivité différente vis-a-vis des différents organes. L’incorporation
tumorale est 4 fois plus importante pour le Debombésine 1 que pour le Debombésine 4, 4 heures
apres injection du radiopharmaceutique, et reste 2 fois plus importante aprés 24h. L’accumulation
dans les reins est comparable pour les deux radioconjugués, ce qui entraine un rapport
tumeur/rein 4 fois supérieur pour le dérivé antagoniste. Ces résultats s’expliquent par un meilleur
ciblage des récepteurs GRP par le Debombesine 1, ce qui entraine une plus grande accumulation

contrairement a I'internalisation du Debombésine 4.

H. R. Maecke et al. ont synthétisé un chélatant conjugué a un antagoniste, le RM1
(dota-4-Abz-D-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-Hist-Sta-Leu-NH2) (Abz = aminobenzyle), pour la
complexation du ®Ga et de I'""'In ['52] afin de comparer ces nouveaux radiopharmaceutiques au
trés utilisé bioconjugué agoniste AMBA (dota-4-Abz-Gly-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-Hist-Leu-Met-NH>)
(153 Les mesures de biodistribution du ["''In(RM1)] démontrent une accumulation (24h post
injection) de 6,58 £ 1,14 (% Dose Injectée/qg tissu + Déviation Standard) contre 2,95 + 0,55 dans

les tumeurs ainsi qu’un ratio tumeur/reins 3 fois supérieur au ['"'In(AMBA)].

Ces résultats, en accord avec ceux de I'étude de J. C. Reubi, tendent a affirmer que la séquence
peptidique a une réelle importance sur l'affinité biologique des bioconjugués. En dépit d’'une
internalisation quasi inexistante, une accumulation plus importante du radiopeptide antagoniste
au niveau des cellules ciblées conduit a de meilleurs ratio tumeur/organe, et en fait un meilleur

candidat pour I'élaboration de nouveaux radiopharmaceutiques.
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2. Influence de I'espaceur

Il est possible de greffer un chélatant a la biomolécule de maniére covalente via un lien amide par
l'intermédiaire d’une fonction acétate présente sur certains chélates. lls peuvent toutefois étre
introduits sur le peptide par le biais d’'un espaceur. Ce paramétre structural influe également sur
I'affinité du radiopharmaceutique. L’introduction directe du chélate sur le peptide décroit I'affinité
biologique du bioconjugué pour les récepteurs GRP [ comme I'ont montré les travaux de
E. Garcia et al, dans lesquels lintroduction d'un espaceur, constitué de deux motifs
B-alanine entre I'unité chélatante et le biovecteur, améliore I'affinité d’'un facteur 5 par rapport au

radioconjugué dépourvu d’espaceur [1%9,

Les travaux rapportés par W. A. Volkert et al. démontrent encore une fois I'influence de I'espaceur
sur les valeurs d’'ICso de différents peptides radiomarqués a I'"''In ['5¢1, Lors de cette étude les
auteurs se sont intéressés a la combinaison d’un complexe ['''In(dota)]” et d’'un analogue de la
bombésine soit par couplage direct a une fonction acétate du Hsdota soit grace a des espaceurs
de type alkyle comprenant respectivement des enchainements en C./ C4/ C; et C1o (Figure 110).
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Figure 110 : Structure des métallopeptides étudiés par Hoffman et al. ['56]

Pour les dérivés possédant une chaine carbonée de 3 a 8 groupements méthyléniques, les
valeurs d’ICsp sont relativement faibles puisque inférieures a 2,5 nM (Tableau 50). || semblerait
gu’un espaceur avec une chaine carbonée en C; soit le plus bénéfique pour réduire I'lCso. En
revanche, lorsque le complexe métallique est relié directement au peptide, ou qu’il se retrouve

trop éloigné, la reconnaissance biologique du métallopeptide est drastiquement réduite.
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Métallopeptides ICs0 (NM)

In-dota-BBN[7-14]NHz 110,6 £ 32,3
In-dota-B-Ala-BBN[7-14]NHz 2,1+0,3
In-dota-4-Ava-BBN[7-14]NHz 1,7+0,4
In-dota-7-Aoc-BBN[7-14]NHz 0,6+0,1

In-dota-10-Aun-BBN[7-14]NH> 64,0 £11,2

Tableau 50 : Valeurs d’'ICso (nM) issues de I'étude de W. A. Vokert et al. [5¢]

Ces différentes études rendent compte de I'importance de I'espaceur quant a la reconnaissance

du radiopharmaceutique envers sa cible.

3. Influence de la charge

Le dernier facteur influengant non seulement la reconnaissance biologique des récepteurs GRP
mais également la pharmacocinétique des radiopharmaceutiques est la charge globale du
métallopeptide. Il est possible d’induire une charge sur le radioconjugué par [l'utilisation d’'un
radioisotope cationique, et/ou en développant un espaceur portant une (ou des) fonction(s)

acidobasique(s) (amine, carboxylate etc...).

L’équipe de H. R. Maecke et al. s’est intéressée a l'impact d’'une modification de la charge au
niveau N-terminal d’'un bioconjugué antagoniste sur la pharmacocinétique des radiopeptides et la
reconnaissance biologique ['*9. Les auteurs ont synthétisé de nouveaux bioconjugués avec un
motif de type Hsnota ou Hznodaga pour la complexation du ®Ga et du %Cu (Figure 111). Les
complexes formés en fonction du métal divalent ou trivalent permettent d’obtenir des peptides de
charges positive, neutre ou négative.

D’aprés les valeurs d’ICs (Tableau 51), 'augmentation de la charge du métallopeptide induit une
meilleure affinité envers les récepteurs GRP par rapport a leurs homologues possédant une
charge globale inférieure. L’introduction d’'une charge positive sur le ["*Cu(nota-MJ9)] réduit d’'un
facteur 5 la valeur de I'ICso par rapport au dérivé du nodaga. Pour un méme métal, ou pour un

ligand donné, plus la charge positive est importante, plus I'affinité est importante.
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Figure 111 : Structures des radiopeptides [M™]nota-MJ9 et [M"™]nodaga-MJ9 étudiés par
H. R. Maecke et al. 149

Métallopeptides ICs0 (NM) Charge
["'Ga(nota-MJ9)] 0,5+0,1 +2
["eGa(nodaga-MJ9)] 2,1+0,3 +1
[a'Cu(nota-MJ9)] 1,0£0,1 +1
["a'Cu(nodaga-MJ9)] 53+2,5 0

Tableau 51 : Affinité des métallopeptides pour les récepteurs GRP en fonction de la charge

De plus, la pharmacocinétique des métallopeptides est également affectée par la charge globale
des composés. Les résultats de biodistribution des composés radiomarqués au %8Ga et au %Cu
sont référencés dans le tableau ci-dessous (Tableau 52).

Métallopeptides Tumeur/Reins (1h) Tumeur/ Reins (24h)

[(8Ga(nota-MJ9)] 6,5+0,8 /
[(8Ga(nodaga-MJ9)] 4,7+0,1 /

[6*Cu(nota-MJ9)] / 12 +1
[5“Cu(nodaga-MJ9)] / 5+1

Tableau 52 : Rapport tumeur / reins exprimé en %ID/g

Encore une fois, les résultats obtenus concordent avec I'hypothése d’une meilleure biodistribution
des peptides chargés positivement par rapport a leurs analogues non chargés ou chargés
négativement. Le peptide di-cationique, [®*Ga(nota-MJ9)], donne un rapport tumeur / reins environ
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1,5 fois supérieur a son homologue mono-chargé. Comparé au [®*Cu(nodaga-MJ9)], le
[*Cu(nota-MJ9)] est deux fois plus sélectif pour le ciblage des tumeurs.

En parallele a ces résultats, B. Guérin et al. ont travaillé sur trois radiopharmaceutiques potentiels
(Figure 112) constitués d’'une séquence antagoniste reliée a un complexe neutre [Cu(nota)] via
un espaceur neutre pégylé (PEG), di-cationique de type pipérazine (APCA) ou di-anionique, de
type acide aminohexanedioique (AHDA). Ces espaceurs permettent de moduler la charge globale

des bioconjugués, ce qui rend possible la rationalisation de I'importance de la charge %7,
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Figure 112 : Structure des métallopeptides étudiés par B. Guérin et al. ['57]

Dans cette étude, les chercheurs ont montré I'importance de la charge positive pour une meilleure
affinité envers les récepteurs GRP. Les valeurs de constante d’affinité (Kj) issues de la littérature

sont répertoriées dans le tableau ci-dessous (Tableau 53).

Métallopeptides Ki (nM)2 Charge
nota-PEG-RM26 0,39 £ 0,21 0
["tCu(nota-PEG-RM26)] 0,98 £ 0,48 0
nota-APCA-RM26 0,33+0,18 +2
["atCu(nota-APCA-RM26)] 0,95 + 0,21 +2
nota-AHDA-RM26 15,29 £ 4,08 -2
["aCu(nota-AHD A-RM26)] 17,97 £2,79 -2

aK; : Constante d’affinité calculée grace a I'équation (1) (page 5)

Tableau 53 : Constante d'affinité en fonction de la charge

La présence du cation métallique augmente Iégérement les valeurs d’affinité par rapport au
peptide non complexé. En revanche, une affinité nettement moindre est a noter pour les dérivés

fonctionnalisés avec I'espaceur di-anionique (AHDA), contrairement aux dérivés neutres et ceux
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chargés positivement. Ces valeurs sont en accord avec les résultats obtenus par H. R. Maecke
et al 149,

Retenons que, pour le ciblage des GRP, plusieurs facteurs sont a prendre en compte pour
I'élaboration de nouveaux radiopharmaceutiques. Le bioconjugué doit préférentiellement
posséder :

e Une séquence antagoniste,

e un espaceur constitué d’'un enchainement de 3 a 8 unités méthyléniques,

e une charge positive sur la partie N-terminale.

De fait, plusieurs groupes se sont intéressés a élaborer de nouveaux radiopharmaceutiques, de

plus en plus performants pour une translation en tests cliniques.

lll. Radiopharmaceutiques en essais cliniques

Les récepteurs GRP sont surexprimés dans les cellules néoplastiques de la plupart des cancers
de la prostate, du rein ou du sein, c’est pourquoi pour le ciblage par des radiopharmaceutiques
analogues de la bombésine est intéressant pour une application en Médecine Nucléaire
[148,150,158,159] " | *élaboration d’analogues modéles des GRP possédant la capacité de complexer
une vaste gamme de métaux radioactifs a permis le diagnostic et la thérapie de tumeurs.
Actuellement, plusieurs métallopeptides dérivés de la bombésine (Figure 113) sont aussi en
phase | et Il en tests cliniques (Tableau 54) sur 'lhomme.

Peptides  Radio- Imagerie Cohorte Résultats Références
isotope
RP527 99mT¢ TEMP 9 patients 8 tumeurs sur 9 [160-162]
clairement visibles
BZH3 68Ga TEP 17 patients porteurs de meilleure accumulation
tumeurs dans les tumeurs pour 7 [163]
gastrointestinales patients
cb-te2a- 64Cu TEP 4 patients avec un cancer meilleure incorporation
ARO06 de la prostate primaire dans les tumeurs pour 3 [164]
patients
AMBA 77y TEMP 7 patients porteurs d’un meilleure incorporation
cancer de la prostate dans la tumeur pour 5 [146]
résistant aprés castration patients

Tableau 54 : Métallopeptides en essais cliniques et résultats obtenus
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Figure 113 : Structure des bioconjugués en tests cliniques

Le RP527, constitué d’'un peptide antagoniste et d’'un chélatant acyclique espacé par cing unités
acide aminohexinoique (Ahx) a été étudié pour le diagnostic du cancer de la prostate par
tomographie d’émission monophotonique avec du ®™Tc. L’étude réalisée sur une cohorte de 9
individus a mis en évidence une amélioration de la visualisation des tumeurs pour la majeurs
partie des individus [160-162, Des résultats similaires ont été obtenus avec le AMBA, peptide
antagoniste sur lequel est lié un Hsdota via un espaceur 4-aminobenzyle, radiomarqué au
177y 146l Pour une étude par TEP, le BZH3 et le cb-te2a-AR06 radiomarqué respectivement au
%8Ga et au %*Cu ont montré que dans la majeure partie des cas, une meilleure incorporation dans

les tumeurs était notable pour des CaP primaire ou des CaP résistant apres castration [157. 158],
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Tous ces tests cliniques de phase | et |l réalisés sur des cohortes de patients atteint du CaP
témoignent de limportance d’utiliser des radiopharmaceutiques a base de dérivés de la

bombésine pour le ciblage des récepteurs GRP.

Récemment, le [%8Ga]BAY86-7548, aussi connu sous le nom de [(8Ga]dota-RM2, est devenu la
référence utilisée en clinique pour le ciblage des récepteurs GRP. Ce composé, élaboré en
premier par I'équipe de H. R. Maecke %%, posséde d’excellentes propriétés d’affinité biologique

et de biodistribution.
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Figure 114 : Structure du [*®Ga]dota-RM2 [165]

En 2013, des études sur une cohorte de 14 personnes atteintes du cancer de la prostate ont été
réalisées par H. Minn et al. ['®8], ’imagerie des tumeurs prostatiques a montré que le radiotraceur

avait une bonne précision avec 83% de tumeurs ciblées.

En 2016 P. T. Meyer et al. ont étendu le champ d’application de ce radiopharmaceutique en
l'étudiant dans Iimagerie du cancer du sein. Dans un cohorte de 15 patients, le
[8Ga]dota-RM2 s’est montré apte a imager I'expression de récepteurs BB2 présents dans les

tumeurs, avec un grand rapport tumeur/organe dans 73% des cas ['¢7],

V. Objectifs

L’objectif de ce travail est d’élaborer de nouveaux radiopharmaceutiques potentiels (Figure 115)
en se basant sur les différents faits présentés précédemment. L'idée est d’utiliser la méme
séquence peptidique que celle du dota-RM2 sur laquelle est lié un espaceur acide

aminohexanoique (Ahx) composé d'un enchainement de cing unités méthyléniques.
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L’incorporation d’'une charge positive sur la partie N-terminale du peptide est faite aprés
introduction de complexes triazamacrocycliques du Cu(ll). L'utilisation de ces complexes permet

d’induire une charge globale +2 sur I'extrémité du peptide.
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Figure 115 : Présentation de la structure des radiopharmaceutiques

Au cours des chapitres | et lll nous avons montré la capacité des ligands no (137],

no:ih % Hno”ih1tha et no3py © a former des complexes stables avec le Cu?*. De fait, nous
avons proposé, en collaboration avec I'équipe du Dr. Mark. Bartholoma, de mettre a profit ces
ligands et d’étudier 'impact non seulement de l'introduction d’'une charge positive sur le peptide
mais également d’étudier l'influence du polyazamacrocycle sur I'affinité biologique, afin de les

comparer avec le dota-RM2.
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2 Synthése des Agents Chélatants Bifonctionnels

Apres un rappel sur les différentes méthodes de conjugaison de chélatants sur vecteurs
biologiques, les différentes classes d’Agents Chélatants Bifonctionnels dérivés du tacn utilisés
dans la littérature seront développées. Enfin, la synthése et la caractérisation d’analogues

bifonctionnels dérivés du no”i" et du no3py seront détaillées.

|.  Stratégies de synthése et de bioconjugaison des ACB

1. Méthode de bioconjugaison

Lors de la synthése d’ACB, le type de fonction de couplage et la position de cette derniére sont
deux parameétres importants. Le premier est dépendant de la nature de la fonction présente sur le
vecteur biologique %8 qui peut étre:
e une fonction amine secondaire présente sur la chaine latérale d’un résidu lysine,
e une fonction thiol présente sur la chaine latérale d’un résidu cystéine,

e une fonction azoture présente sur des peptides modifiés.

Dans la plupart des cas, les vecteurs sur lesquels les ACB sont greffés sont des biomolécules de
type peptide ou anticorps, qui sont sensibles au pH et a la température. Il faut donc procéder au
couplage dans des conditions douces, a savoir, a pH neutre ou légerement basique, de préférence

dans un solvant aqueux et a température ambiante.

Actuellement, il existe 4 voies principales de couplage remplissant ces conditions (Figure 116),
représentées ci-apres. Le couplage peptidique (A) s’opere entre un acide carboxylique ou un ester
activé (B) et une amine secondaire. Dans le cas d’un acide carboxylique il est souvent nécessaire
d’utiliser un agent de couplage (i.e HOBt, DCC, HATU) afin d’activer la fonction acide
carboxylique. Ce type de réaction conduit aux composés attendus avec de bons rendements.
Une autre méthode de bioconjugaison consiste a former une liaison thiourée, robuste en milieu
biologique, (C) entre un isothiocyanate et une amine primaire dans des conditions douces
(pH > 8 et température ambiante). Ces réactions sont trés utilisées pour lintroduction de
molécules chélatantes telles que les polyazamacrocycles [169,
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La réaction de type Michael entre un ester a,B3-insaturé (de type maléimide) avec un dérivé thiol
conduit a la formation d’une liaison thioéther (D). Cette réaction découle de la famille des
couplages de type « thiol-éne ». Tout comme la bioconjugaison (C) vue précédemment, cette
réaction se réalise dans des conditions classiques et ne nécessite ni chauffage, ni I'utilisation
d’agents de couplage.

Le dernier type de couplage (E) est connu sous le nom de réaction de « chimie-click ».
Contrairement a la cycloaddition 1,3 dipolaire de Huisgen, qui nécessite du chauffage a haute
températurel'’?, cette variante, catalysée au cuivre(l), est la résultante de la cycloaddition entre
un alcyne vrai et un azoture, en conditions douces, souvent en utilisant 'eau comme solvant (pH
neutre, température ambiante). Ces conditions conduisent de fagon régiosélective exclusivement
a lisomére 1,4 avec de trés bons rendements. Néanmoins, avec ce type de couplage, la
complexation du catalyseur de Cu(l) par le macrocycle est possible. Ceci rend la purification du
composé difficile ou nécessite de devoir, avant la réaction click, effectuer une réaction de

complexation avec le cation d'intérét ['71],
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Figure 116 : Méthodes usuelles de bioconjugaison
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2. Stratégies d’obtention d’ACB a base de tacn

Les Agents Chélatants Bifonctionnels (ACB) sont des agents complexants fonctionnalisés de

facon a étre liés de maniere covalente a une biomolécule. L’introduction d’'une fonction d’ancrage

sur I'entité est obtenue par N- ou C-fonctionnalisation du macrocycle. Dans le cas du tacn, trois

situations sont envisageables pour I'élaboration d’analogues bifonctionnels (Figure 117) :

Introduire la fonction de couplage sur une amine libre du macrocycle via une
N-fonctionnalisation (ACB 1% génération) pour des dérivés mono- ou
di-N-fonctionnalisés ou alors sacrifier une fonction coordinante des dérivés
tri-N-fonctionnalisés,

Introduire la fonction de greffage sur le bras coordinant (2°™¢ génération),
néanmoins cette méthode nécessite de réaliser des N-fonctionnalisations
stéréospécifiques des fonctions amine secondaire.

Enfin, il est possible d’introduire la fonction d’ancrage sur un atome de carbone du

macrocycle, ce qui peut se nommer C-fonctionnalisation (3°™¢ génération).

ACB de 1°7® ACB de 2¢me ACB de 3°™e
génération génération génération
M M M
N/_\N/\O ?N N/\O (BN N/\o ?N N/\O
. ) . . - bras chélatant . -
tacn tri-N-fonctionnalisé N-fonctionnalisation bifonctionnel C-fonctionnalisation
Q = bras coordinants € = fonction de couplage

Figure 117 : Présentation des familles d'’ACB dérivés du tacn

Pour les ACB de 1°° génération, comme les dérivés tri-acétate du tacn (Hsnota et nodaga),

'ancrage du macrocycle implique la formation d’'une liaison amide via un des bras acétate du

macrocycle. Dans le cas du Hsnota, cette fonctionnalisation est réalisée en sacrifiant une des

fonctions coordinantes, ce qui induit un changement sur la coordination du cation métallique.
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E. Téth et al. ont étudié l'influence d’une telle modification sur des dérivés du Hidota pour la
complexation du Ga®* en remplagant un bras acétate par une fonction amide (do3am®8¥) (Figure
118) mimant ainsi une bioconjugaison. En milieu acide (pH <1), la cinétique de dissociation est
augmentée par un facteur 5 pour le complexe du [Ga(do3am®BY)] par rapport au [Ga(dota)]. Une

telle modification a donc un impact négatif en terme d’inertie cinétique du complexe formé 721,

OTOH 5 OTOH 5
N/_\N/]\gH [N/—\N/]\Hﬁ o~
Hi\/N\_/N Hg\/N\_/N
© HO’lO © HON,
H,dota do3amB

Figure 118 : Structure du Hsdota et du do3amBU [172]

Afin de pallier ce probléme, il est possible de créer des ACB de 2™ génération (Figure 119) en
introduisant la fonction de couplage sur le bras coordinant ['"3174 et en n’affectant pas, a priori, la

sphére de coordination du métal et par conséquent la stabilité du complexe.
NCS

o}
o} o} )J\
HO
HO HoJ\

N
(N owo (N owo G
)//\NLJN Ko NN ro J; J \io
O~ OH
O~ OH
O~ OH O~ OH o7 oH
nodapa-NCS nodasa nodaga

Figure 119 : Analogues bifonctionnels de 2éme génération du Hsnota [173.174]

Cependant, comme décrit précédemment, les études réalisées par H. R Maecke et al. (Tableau
51 et Tableau 52) montrent que les métallopeptides formés avec le Hsnota sont plus sélectifs
pour les récepteurs GRP que ceux formés avec le nodaga et qu’ils ont une meilleure

biodistribution.

Une autre approche pour pallier ces problemes consiste a introduire la fonction d’ancrage sur le
squelette carboné du macrocycle 01751761 (Figure 120). Cette méthode, aussi appelée
C-fonctionnalisation du macrocycle, permet de s’affranchir d’'une synthése complexe de bras
bifonctionnels et de laisser les fonctions acide carboxylique libres pour la complexation des

métaux d’intérét. Cependant, la difficulté se situe dans la synthése du macrocycle
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C-fonctionnalisé avant toute N-fonctionnalisation, mais une fois la plateforme macrocyclique

obtenue, I'élaboration d’'une grande variété de composés bioconjuguables est envisageable.

SCN Q 0 o
HoJ\ HoJ\ HN HoJ\
N/Bjog H2N\/(N ji 2 X\/(N/Bﬁ
N N N N N N
i _/ 0 i J 0 )//\ _J 0
07 "OH 07 "OH 0”7 "OH
p-NCS-nota Me-NH,-nota Bu-NH,-nota

Figure 120 : Ligands bifonctionnels de 3¢me génération dérivés du Hanota 50.175,176]

3. Présentation des cibles

Puisque I'élaboration d’ACB de 3°™® génération du tacn reste un challenge et est trés peu
développée, nos efforts se sont tout d’abord portés sur la synthése d’ACB de 1% et 2éme
génération, dérivés des ligands no”il, no et no3py (Figure 121). Nous verrons dans le

prochain chapitre que la C-fonctionnalisation reste cependant I'un de nos objectifs.

4
SN
N N N z
C NS (N 5N
N HN N N N N X
/ J J
ZN
g
no no no3py R Agents
Chélatant
Bifonctionnels
=z
o <)
OH N
N N N\ N7
{N /I\> {N NM'\If\\ NN N
\J S J A oH
ZN
@
no HnoZ2th1tha no3pyCOOH

Figure 121 : Présentation des ligands bifonctionnels ciblés

L’introduction de la bifonctionnalité sur ces trois ligands a été étudiée selon deux voies de
synthese différentes. Nous avons choisi de synthétiser un analogue bifonctionnel du no en
introduisant une fonction de type phénylisothiocyanate (no ), qui permettra un

couplage de type thiourée avec une lysine présente sur le vecteur biologique.

195



Concernant les dérivés no i1 et no3py, l'incorporation d’une fonction de couplage a été effectuée
sur un groupement méthylthiazole ou méthylpyridine car aucune amine secondaire n’est
disponible sur le macrocycle. Aux vues de ces excellentes propriétés physicochimiques, nous
avons ainsi choisi d'utiliser le ligand Hno>i11tha (Chapitre 1ll) comme analogue bifonctionnel du
no:ih, la fonction acide présente sur un bras méthylthiazole, n’entrant pas dans la coordination
du Cu?*, peut par conséquent permettre des réactions de bioconjugaison. Enfin, la synthése d’un
ACB du no3py a été envisagée en introduisant une fonction acide carboxylique sur un des bras
méthylpyridine (no3pyCOOH).

Il.  Synthése et caractérisation du no

La synthese du ligand no (Schéma 38), triazacyclononane tri-N-fonctionnalisé par
deux bras méthylthiazole et un bras possédant une fonction de type phénylisothiocyanate
s’effectue en trois étapes a partir du synthon no~:1 (33) préalablement synthétisé dans le Chapitre
I,

(8 eq)
N
. N SnCl, (8 eq) [N }
e N N S —

N HN K,CO3 / HCI conc. / MeOH —/
—/ CH,3CN 24h
t.a 96h 22%

33 50% 49 50

no

Schéma 38 : Synthése du ligand L5

Le composé nitrobenzyle 49 est obtenu avec un rendement de 50% aprés N-fonctionnalisation du
no (33) avec 8 équivalents de bromure de 4-nitrophényléthane. Le composé 49 est ensuite
engagé dans une étape de réduction de la fonction nitrophényl en fonction aniline en employant
un exces de chlorure d’étain en milieu acide. Le produit obtenu est purifié par HPLC semi-
préparative. Cette purification est délicate et le no” /1 porteur d’'une fonction aniline (50) est isolé
avec un rendement de 22%.
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L’agrandissement du spectre RMN 'H du composé nitrophényle 49 (spectre bleu) est représenté
en incrustation de celui du dérivé réduit 50 (Figure 122). Un blindage des protons du noyau
aromatique apres réduction est observable par rapport au composé 49, lié au caractére donneur
du groupement NH: tandis que le groupement nitro possede un caractére électroattracteur. En
effet les protons H7 et Hg subissent un phénomeéne de blindage apres la réduction du groupement
nitro et se retrouve respectivement a 6,58 (Hs) et 6,97 (Hs) ppm au lieu de 7,27 et 8,16 ppm.

2 H; H; ,
1 Hg H ;
3N Ilyi | ‘l.ll‘h 3
{ />4 —_—T Hs [N/&t
N N 5 T T T N N
— 7 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 /5
6 I s 6(||:l||3mj 6 7 \
2
= N02 H1 H4 ‘
H7 He [ °
[ I‘ H5+ He
o Y
L k;ll e - R | S NN | e
T T T T
s .

Figure 122 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, CDClIs) du composé 49 et de 50

Les protons des fonctions thiazole sont représentés par des doublets a respectivement 7,25 (Hz)
et 7,66 (H1) ppm avec une constante de couplage %J égale a 6 Hz. Le signal large et mal résolu &
3,5 ppm correspond aux protons (Hs) labiles du groupement NHz, ce qui permet de confirmer la
structure du composé 50.

Le spectre RMN '3C en J-modulation représenté ci-aprés (Figure 123) est composé de onze pics.
Le pic positif présent a 33,6 ppm correspond a I'atome de carbone (C7) du bras portant le
groupement aniline, positionné en B de 'atome d’azote. Les pics positifa 55,9, 60,0 et 60,9
correspondent respectivement aux groupements -CH. du macrocycle (Cs), des bras
méthylthiazole (C4) et du groupement (Cs) positionné en a de 'atome d’azote du macrocycle. Les
atomes de carbone aromatiques (C1o) en B du groupement aniline sont caractérisés par un pic

négatif a 115 ppm et ceux positionnés en a sont attribués au pic positif a 130,4 ppm.
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Figure 123 : Spectre RMN 13C (75,47 MHz, 298 K, CDCIz) du composé 50

Enfin, l'activation de la fonction aniline du dérivé 50 en isothiocyanate est effectuée par réaction
avec du thiophosgéne dans un mélange biphasique chloroforme/HCI 3M.

Sur le spectre RMN 'H (Figure 124) les protons Hs et Hs du groupement phénylisothiocyanate
sortent de maniere fortuite sous la forme d’un singulet a 7,36 ppm intégrant pour 4 protons. Les

protons aromatiques des groupements thiazole (H» et Hi) se retrouvent sur le spectre

respectivement a 7,77 et 7,97 ppm. 2
, 1
Hai (NN xHo
H, N Noo
Hg 85 2 4
H1 H2 H5/8
|
») PAVE “\JA K—l—/k
T T WTY
10‘.0 9.‘5 9.‘0 B.‘S EjO 7.‘5 7;0 6‘.5 6‘.0 SiS STU 4j5 4;0 3.‘5 3;0 2.‘5 2.‘0 1‘.5 1‘.0 015 0.
3 (ppm)
Figure 124 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20) du ligand no , XxHCI
Le ligand no sous sa forme chlorhydrate est obtenu avec un rendement de 89%, soit

un rendement global de 7% en 8 étapes, a partir du tacn.
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lll. Synthése et caractérisation du no3pyCOOH

Le ligand no3pyCOOH, tacn tri-N-fonctionnalisé par deux groupements méthylpyridine et un
groupement méthylpyridine substitué en para par une fonction de type acide pent-4-ynoique est
obtenu en 7 étapes a partir du tacn (Schéma 39). Dans un premier temps la synthése du bras
bifonctionnel sera présentée avant de développer la synthése et la caractérisation du ligand
no3pyCOOH.

O._OH ~

[ S

_N LN

=

N ~Z ) /o MsO™ ™ -

& NC Y 2 étapes N HN N
® ™
— [

no3pyCOOH 15 53

’I 2 étapes

Br
= (e}
. Y™
SN H (e}

OH

Schéma 39 : Approche rétrosynthétique du ligand no3pyCOOH

1. Synthese du bras méthylpyridine bifonctionnalisé

La fonctionnalisation du noyau pyridine d’un des bras du no3py apparait comme une voie idéale
pour I'obtention de I'analogue bifonctionnel. Il est possible de substituer un noyau aromatique a
partir de couplages organopalladés, faisant intervenir des aromatiques halogénés et un alcyne
vrai, tel que le couplage de Sonogashira ['77],

0 o
o~ o~
_=>"Co,Me I I
Br Pd(PPh;),.Cl, 6% mol Cl15eq
‘ N Cul 3% mol | X Et3N 3 eq | N
NZ>-OH THF / EtgN 1:1 N CH,Cl, N
55°C 12h ta2h
80% 52 99% 53

Schéma 40 : Voie de synthese du composé 53
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Nous avons utilisé le 2-méthylpyridineméthanol, réactif dérivé de la pyridine qui porte un atome
de brome en position para et de I'hex-5-ynoate de méthyle pour réaliser un couplage de
Sonogashira. Lors de ce couplage, un produit secondaire d’oxyde de triphénylphosphine
impossible a séparer du composé couplé 52 est obtenu si la synthése n’est pas réalisée en
conditions strictes sans oxygéne. Le dérivé 52 est isolé avec un rendement de 80% aprés
purification. Enfin, aprés activation de la fonction alcool primaire par du chlorure de mésyle, le
bras bifonctionnel activé sous forme de mésylate (53) est obtenu de maniére quantitative.

2. Synthése et caractérisation du ligand no3pyCOOK*

La synthése du no3pyCOOK* est effectuée en deux étapes (Schéma 41) a partir du synthon
no2py (15), dont la synthése a été décrite dans le chapitre II.

AN (N 53 (1,2 éq) CL NN KOH 1M AN (N
S N HN - A N N - g N N

J KoCO3 J THF 55°C J
CH3;CN N7 0] 12h N7 O
t.a 48h < OMe  99% g oK*
58% B B

15 54 no3pyCOO'K*

Schéma 41 : Voie de synthése du ligand no3pyCOO'K*

Une mono-N-fonctionnalisation de 'amine secondaire du no2py (15) avec I'électrophile 53 dans
I'acétonitrile conduit au macrocycle 54, tacn tri-N-fonctionnalisé par deux bras méthylpyridine et
le bras portant la future fonction de couplage, avec un rendement de 58% aprés purification par
chromatographie.

Le spectre RMN 'H enregistré dans I'acétonitrile-d® est représenté ci-aprés (Figure 125). Un
singulet a 2,77 ppm, intégrant pour 12 protons isochrones, correspond aux CHz du macrocycle.
Les CH: des bras méthylpyridine sont également différenciables par la présence de deux singulets
a 3,72 ppm (CH2 du bras méthylpyridine portant la future fonction d’ancrage) et 3,75 ppm pour les
deux autres groupes de protons des bras méthylpyridine. Le singulet a 3,58 ppm, intégrant pour
trois protons, correspond aux atomes d’hydrogéne du groupement CHs; de la fonction ester

méthylique.
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Figure 125

Sur le spectre RMN '3C

8 (ppm)

: Spectre RMN 'H (300 MHz, 298K, CDsCN) et du composé 54

en J-modulation, enregistré dans I'acétonitrile-d® (Figure 126), les

groupements CH: de la chaine aliphatique (C1s, C17, C1s) sont attribués respectivement aux pics

positifs a 19,2, 24,5 et 33,

4 ppm. Le pic négatif a 52 ppm correspond au groupement CHs de la

future fonction d’ancrage (Czo). Le pic positif a 56,6 ppm correspond au CHz du macrocycle (C7).

Les deux pics positifs d’intensité 1:2 a respectivement 65 et 65,3 ppm correspondent au CH» des

trois groupements méthylpyridine (Cs et Cg). Les atomes de carbone quaternaires caractéristiques

d’une fonction alcyne sont également visibles sur le spectre 3C a respectivement 80,1 et 95 ppm

(C14 et C1s). Les atomes de carbone des groupements méthylpyridine sont présents dans la zone

des atomes carbone sp? aromatiques et sont indexés sur le spectre (Figure 126).
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Figure 126 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, CD3CN) du composé 54
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L’étape de saponification permet d’obtenir finalement le ligand no3pyCOOK* sous sa forme
carboxylate avec un rendement global de 25% en 7 étapes a partir du tacn. La déprotection de la
fonction ester méthylique en milieu basique a été préférée a I'’hydrolyse acide du fait de la faible

stabilité de 'alcyne dans ces conditions.

Sur le spectre 'H (Figure 127), la disparition du singulet représentant le groupement CH; permet
de confirmer la structure du ligand no3pyCOOK*. Les différents groupes d’atomes d’hydrogéne

sont indexés sur le spectre ci-apres. 2
1
N
@I
I N N,
fte N7 o)
Ho/ Hy 10 % 1377 "OK*
Hs He s N\ 12
Hi/Ho Heo | N \ﬂ Hig Hio "
Hy \ His
|
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Figure 127 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20) du ligand no3pyCOO"K*

Sur le spectre RMN C en J-modulation, enregistré dans le D-O (Figure 128), la disparition du
pic négatif a 52 ppm correspondant au CHs ainsi que le déplacement du carbonyle de 174 a 184
ppm permet de confirmer I'obtention du ligand no3pyCOOK*. Les atomes de carbone sont

indexés sur le spectre ci-dessous.
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Figure 128 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, D20) du ligand no3pyCOO"K*
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3 Synthése, caractérisation et études in vitro de nouveaux
radiopharmaceutiques

Les ligands Hno”11tha, no et no3pyCOOK* ont été greffés sur un peptide dérivé
de la bombésine afin d’élaborer trois nouveaux radiopharmaceutiques potentiels.

Dans un premier temps, I'élaboration des métallopeptides sera détaillée via deux méthodes de
synthese différentes. La premiére est réalisée par couplage du macrocycle sur support solide et
la seconde via un couplage sur un peptide en solution. Le choix des méthodes sera développé un
peu plus tard. Les études de radiomarquage des bioconjugués au cuivre-64 seront exposées, en
s’intéressant a I'optimisation du radiomarquage dans des conditions douces. La stabilité des
radiocomplexes en milieux compétiteurs sera également étudiée. Enfin, les études in vitro de

reconnaissance biologique envers les récepteurs GRP seront présentées.
|.  Synthése des métallopeptides d’intérét

1. Synthése et caractérisation d’un bioconjugué a partir du no

La synthése du bioconjugué 56, constitué du tacn porteur de deux bras méthylthiazole, d’un linker
avec une fonction isothiocyanate et du peptide dérivé de la bombésine est effectuée en 3 étapes
(Schéma 42). Dans un premier temps, le peptide est synthétisé sur support solide (SPPS) en
utilisant des acides aminés N-protégés par un groupement Fmoc, qui, pour réagir avec la fonction
acide carboxylique de I'acide aminé suivant, est déprotégé par la pipéridine. Aprés synthése du
peptide sur support solide, le macrocycle est greffé sur la partie N-terminale. Pour cela, un
couplage thiourée est réalisé entre 'amine terminale du groupement acide aminohexanoique
(Ahx) et la fonction isothiocyanate du ligand no . L’hydrolyse des groupements
protecteurs Trityl et Boc présents respectivement sur les parties glutamine, histidine et
tryptophane du peptide, ainsi que le clivage du peptide sont réalisés avec un mélange acide
trifluoroacétique / triisopropylsilyle / H2O (95 : 2,5 : 2,5 (v :v)). Le bioconjugué est obtenu avec un
rendement de 3%, ce qui est usuel pour ce type de composé, apres purification par HPLC semi-
préparative. Ce faible rendement s’explique par le nombre de purifications nécessaires pour
obtenir un produit avec une pureté supérieure a 90%. La complexation par le Cu(ll) est réalisée

en tampon acétate (pH 5,5) a 45°C pendant 20 minutes en utilisant 1,5 équivalents de chlorure
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de cuivre. Le métallopeptide ["#Cu(56)]>* est obtenu avec un rendement de 95% aprés purification

sur filtre Cys.

Fmoc,’jo O = Résine Rink Amide

SPPS :
1) piperidine/DMF
2) AA-Fmoc, Agent de couplage, DMF

Ahx-(D-Phe)—GIn(Trt)-Trp(Boc)—AIa-VaI-GIy-His(Trt)-Sta-Leu-NH—O

no DIPEA 15 éq
H H )
N N*Ahx-(D-Phe)-GIn(Trt)-Trp(Boc)-AIa-VaI-GIy-H|s(Trt)-Sta-Leu-NH—O
S%N/_\N/\/©/ hig
W -
N/
_N TFA / TIS / H,0O 39
$7 95/2,5/2,5 ’
t.a. 2h

N H,N™ 0
s 56
CuCl, 1,5 éq
tampon acétate 95 %
pH 5,5
45°C 20 minutes

TN S 2 o] o] o = o)
CR-Co e
\r/\N HN"0
SJ ["a‘Cu(56)]2*

Schéma 42 : Voie de synthese du ["aCu(56)]*

Sur le chromatogramme HPLC du bioconjugué (Figure 129), le peptide 56 est présent en majeure
partie (98,1%) avec un temps de rétention de 24,06 minutes. Le métallopeptide [Cu(56)]*
posséde un temps de rétention de 21,40 minutes et une pureté de 91,3%. Les deux composés
sont également caractérisés par spectrométrie de masse Haute Résolution et les résultats
obtenus sont répertoriés dans le tableau ci-dessous (Tableau 55).
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Figure 129 : Chromatogrammes HPLC du composé 56 (rouge) et du complexe de cuivre [Cu(56)]>* (bleu)

Formule brute tr (Min) Pureté m/z m/z
(%) expérimentale  théorique
56 Cs4H120N21012S3 24,06 98,1 1710,8581 1710,8582
["Cu(56)]>* [CuCssH119N21012S3]* 21,40 91,3 886,3824 886,3897

Tableau 55 : Pureté HPLC des bioconjugués et résultats de I'analyse HRMS

2. Synthése et caractérisation d’'un bioconjugué a partir du Hno~h1tha

La synthése du second bioconjugué a base du tacn porteur de deux bras méthylthiazole et d’un
bras méthylthiazole acide est effectuée sur support solide comme précédemment. Aprés
activation par de I'hexafluorophosphate N-diméthylméthaniminium (HATU) de la fonction acide
carboxylique du bras méthylthiazole pour accroitre sa réactivité, 'ester activé est engagé dans un
couplage peptidique sur la fonction NH> de la partie N-terminale du peptide (Schéma 43). Le
bioconjugué est isolé avec un rendement de 5% aprés plusieurs purifications et une pureté de
92,6% déterminée par HPLC (Figure 130). La complexation est réalisée en tampon acétate (pH
5,5) a 45°C pendant 20 minutes en utilisant 1,5 équivalents de chlorure de cuivre. Le
métallopeptide ["*'Cu(58)]?* est obtenu avec une pureté de 91,3% (Figure 130). Les analyses des
bioconjugués et des métallopeptides correspondant par HRMS sont répertoriées dans le tableau
ci-aprées (Tableau 56).
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Figure 130 : Chromatogrammes HPLC du composé 58 (rouge) et du complexe [Cu(58)]?* (bleu)
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Formule brute tr Pureté m/z m/z

(min) (%) expérimentale  théorique
58 CsoH115N21013S3 22,6 92,6 1672,8067 1672,8061
["Cu(58)]>*  [CuCsoH115N21013S3]?* 20,0 91,3 867,3624 867,3637

Tableau 56 : Pureté HPLC des bioconjugués et résultats de I'analyse HRMS

3. Synthese et caractérisation d’'un bioconjugué a partir du ligand no3pyCOO"K*

La synthése du troisieme bioconjugué a partir du ligand no3pyCOO K* est effectuée par couplage
direct sur peptide en solution, en raison de la présence de la triple liaison susceptible de
s’hydrolyser lors de la séquence de clivage du peptide du support solide par action du TFA. Cette
méthode est cependant beaucoup plus onéreuse que celle utilisée précédemment. La fonction
acide carboxylique du ligand no3pyCOO'K* est dans un premier temps transformée en ester
activé par action du hydroxybenzotriazole (HOBt) et du hexafluorophosphate de
(1H-benzotriazol-1-yloxy)(tri-1-pyrrolidinyl)phosphonium (PyBOP). Le couplage peptidique est
effectué a tempeérature ambiante dans du diméthylformamide en présence de DIPEA qui joue le
rble de base organique. Le bioconjugué est ensuite purifié par HPLC semi-préparative et isolé
avec un rendement de 25% avec une pureté de 99%. La complexation au Cu(ll), également
réalisée en tampon acétate (pH 5.5) a 45°C pendant 20 minutes en utilisant 1,5 équivalents de
sel métallique, permet aprés purification d’isoler le métallopeptide ["*Cu(60)]?* avec une pureté
HPLC supérieure a 99%. L’analyse des chromatogrammes HPLC (Figure 131) montre seulement
la présence d’un seul produit correspondant au bioconjugué avec un temps de rétention de 20,39
minutes et 21,33 minutes pour le métallopeptide ["*Cu(60)]?*. Ces résultats corroborent I'analyse
par HRMS (Tableau 57).

60 [Cu(60)]*

JL . JJL

T T 1 T d
05'00 2000 25'00 3000 05'00 2000 2500 3000

temps (min) temps (min)

absorbance normalisée (u.a)
absorbance normalisée (u.a)

Figure 131 : Chromatogrammes HPLC du composé 60 (rouge) et du complexe [Cu(60)]?* (bleu)
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Schéma 44 : Voie de synthése du composé ["2Cu(60)]3*
Formule brute tr Pureté m/z m/z
(min) (%) expérimentale théorique
60 Co1H125N21013 20,39 99,8 1672,8067 1672,8061
["Cu(60)]>*  [CuCe1H125N21013]%* 21,33 99,9 891,4510 891,4525

Tableau 57 : Pureté HPLC des bioconjugués et résultats de I'analyse HRMS

ll. Radiomarquage au ®*Cu et stabilité in vitro

Les études préliminaires présentées (Chapitre I et lll) sur les ligands modeéles tels que le no3py,
no~ih, et le Hno”ih1tha, ont montré la capacité de ces ligands a former des complexes stables
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avec des cinétiques de métallation rapides avec le Cu(ll) 1371 Ceci laisse envisager que les
analogues bioconjugués soient aptes a étre radiomarqués dans des conditions similaires. Par
conséquent, des études de radiomarquage au cuivre-64 ont été effectuées a la Clinique
Universitaire de Fribourg et la stabilité des radioconjugués avec différents compétiteurs a été
évaluée.

1. Radiomarquage au %*Cu

Un bioconjugué est considéré comme efficace s’il est apte a étre radiomarqué avec une pureté
radiochimique (PRC) supérieure a 95% dans des conditions standards (radiomarquage rapide,
large gamme de pH, température ambiante). Aprés radiomarquage au cuivre-64, la pureté
radiochimique (PRC) est évaluée par radio-CCM et HPLC. L'influence du pH et de la température
sont également étudiées pour jauger des performances des trois bioconjugués.

Pour évaluer la PRC par radio-CCM, un prélevement de 1 pL de solution aprés radiomarquage
est ajouté a une solution de dtpa (1mM) qui complexera le 8Cu libre. Les deux complexes
possédant des rapports frontaux différents sur radio-CCM, sont distinguables et leurs proportions

respectives sont évaluées par mesure de I'intensité de radiation par compteur gamma.

Un exemple radio-CCM est représenté ci-dessous (Figure 132). Sur la radio-CCM du composé 56,
deux espéces radiomarquées sont présentes lors du radiomarquage a pH 7.4 a température
ambiante avec une abondance de 37% (R: = 1,0) et 63% (Ri= 0,1). La premiere espéce, migrant
jusqu’au front de solvant correspond au complexe [¢*Cu(dtpa)] alors que la seconde correspond

au radiocomplexe [¢*Cu(56)].

A B G
37 £ 33 4% | .. Zpwm | Ri=1,0 [*Cu(dtpa)]
63 | ® 67 | § 69 | e | R=0,1[%Cu(Bioconjugué)]
1-b 1 -D— 1-br

Figure 132 : Radio-CCM des composés [#Cu(56)] (A), [¢“Cu(58)] (B) et [*Cu(60)] (C) (15 minutes, pH
7,4, 25°C)
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Pour les différents radioconjugués, trois pH ont été testés a 25 et 95°C. Les résultats obtenus sont
représentés dans I'histogramme (Figure 133) ci-dessous en fonction du pH et de la température
et référencés dans le Tableau 58.
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Figure 133 : Pourcentage de pureté radiochimique (PRC) en fonction du pH et de la température

Les études de radiomarquage montrent que les trois bioconjugués ont des comportements
similaires en fonction du pH. En effet, a pH 5,5 et température ambiante, le radiomarquage est
efficace avec une PRC > 93%. En revanche, a un pH plus élevé (7,4 et 8,2) une décroissance de
la PRC est notable, signifiant un radiomargquage moins bon. A ces pH, le radioconjugué [6*Cu(58)]
présente une pureté radiochimique Iégérement meilleure que les radioconjugués [#*Cu(56)] et
[64Cu(60)]. Néanmoins dés lors qu’un apport thermodynamique est ajouté, on remarque un

radiomarquage quantitatif pour chaque dérivé a 95°C, a pH 7,4 et 8,2.

pH 5,5 25°C pH 7,4 25°C pH 7,4 95°C pH 8,225°C pH 8,2 95°C

[6Cu(56)] 97 £ 0,71 62+9,79 99 + 0,35 77 £ 3,44 98+ 1,23
[64Cu(58)] 94 +5,1 71+8,16 99 +0,12 87 +4,48 98 + 2,07
[Cu(60)] 96 +2,08 72+5 98 + 0,87 79 10,21 100 £ 0,01

Tableau 58 : Pureté radiochimique en fonction du pH et de la température

Ces études ont permis de déterminer les conditions optimales de radiomarquage a utiliser pour
les trois bioconjugués synthétisés : pH de 5,5 a une température de 45°C pendant 15 minutes, et

ainsi éviter un chauffage excessif.
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Les radiochromatogrammes HPLC obtenus a partir d'une solution de ligand de concentration

1 mM aprés 15 minutes d'incubation a 45°C dans un tampon acétate ont permis de déterminer la

conversion radiochimique des bioconjugués (Figure 134).
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Figure 134 : Radiochromatogrammes HPLC des composés [6*Cu(56)], [¢*Cu(58)] et [#Cu(60)] aprés un

temps d'incubation de 15 minutes a 45°C (tampon acétate, pH 5,5)

Sur chaque radiochromatogramme, la présence d’une seule espéce radiomarquée est mise en

évidence par celle d’'un seul pic intense a des temps de rétention de I'ordre de 23 minutes. Le pic

a un temps de rétention de 3,12 minutes correspond au 5Cu libre (non complexé).

tr (min) PRC (%)
[4Cu(56)] 23,07 97
[4Cu(58)] 23,03 96
[¢4Cu(60)] 23,57 98

Tableau 59 : Temps de rétention (tr) et pureté radiochimique (PRC) des radiocomplexes

Pour chaque bioconjugué, les conditions utilisées pour le radiomarquage sont optimales et
permettent d’obtenir une PRC de 97% pour le [**Cu(56)], 96% pour le [5*Cu(58)] et 98% pour le
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[64Cu(60)]. Ces résultats quasi-quantitatifs corroborent les études précédentes de complexation
des ligands no” 1, Hno” ! 1tha et no3py avec le cuivre « froid ».

2. Lipophilie des radiocomplexes

Les études de mesure du coefficient de dispersion (logD) permettent d’obtenir des informations
quant a la lipophilie des composés, qui est un des facteurs influencant la biodistribution lors
d’études in vivo. Les composés hydrophobes s’accumulent de maniére plus importante dans le

foie ou les reins.

La lipophilie des radiocomplexes est mesurée en calculant le coefficient de dispersion des
composeés entre une phase hydrophobe, I'octan-1-ol, et une phase hydrophile, 'eau. Aprés un
radiomarquage des composés dans les conditions optimales, les complexes (1nM) sont dilués
dans 250 uL de tampon phosphate salin (PBS) puis 250 pL de octan-1-ol est ajouté. Les solutions
sont agitées pendant 30 minutes a température ambiante, puis séparées. La radioactivité de
chaque phase est mesurée en utilisant un compteur gamma. Les valeurs de coefficient de

dispersion (log D) sont déterminées en utilisant 'équation suivante :

[6*CuX]octanol
[¢*CuX]pps )

logD =

Equation 8 : Calcul du coefficient de dispersion

[6*CuX]octanol COrrespond a la concentration en radiocomplexe présent dans la phase hydrophobe
et le [**CuX]rss a la concentration en radiocomplexe restant dans la phase aqueuse. Les valeurs
obtenues sont réunies dans le tableau ci-apres (Tableau 60).

[5*Cu(56)] [5*Cu(58)] [5*Cu(60)] [*Cu(dota-RM2)]
logD -0,83 £ 0,00 1,64 0,03 1,28 £0,03 2,27 £ 0,02

Tableau 60 : Valeurs des coefficients de dispersion des radiocomplexes

Il est a noter que les valeurs de coefficient de dispersion difféerent en fonction du macrocycle
introduit sur le peptide. Le dérivé [6*Cu(56)] a un caractére significativement plus hydrophobe que
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les deux autres radiocomplexes, ce qui est probablement di a la présence d’'un groupement

benzyle sur la molécule.

D’une maniére générale, pour les composés [6“Cu(58)] et [¢*Cu(60)] les bras méthylthiazole ont
un caractére moins hydrophobe que les méthylpyridine, ce qui se traduit par une meilleure
hydrophilie du composé [6*Cu(58)]. Ces deux radiocomplexes ont des coefficients de dispersion
légérement supérieurs a celui du [**Cu(dota-RM2)].

3. Stabilité in vitro avec un ligand compétiteur

Des tests de stabilité des dérivés [**Cu(56)], [**Cu(58)] et [¢*Cu(60)] sont réalisés en présence de
Hsdtpa afin d’évaluer la stabilité des radiocomplexes en présence d’un ligand compétiteur. Aprés
I'étape de radiomarquage des bioconjugués, un exces de dtpa (75 000 équivalents) jouant le role
de compétiteur est ajouté aux solutions contenant les espéces radiomarquées. La stabilité est
testée a température ambiante a pH physiologique, aprés 24h, et suivie par radio-CCM (Figure
135).

i 9= L8l {1 e

Figure 135 : Radio-CCM des radiocomplexes [¢*Cu(56)] (A) [6*Cu(58)] (B) [6*Cu(60)] (C) aprées 24h
d'incubation dans une solution contenant un excés de 75.10° de dtpa (25°C, pH 7,4)

Les radio-CCM présentées ci-dessus (Figure 135) mettent en évidence la stabilité des complexes
formés car on n’observe aucune tache présentant un R; de 1,0 correspondant au complexe
[**Cu(dtpa)]. Les PRC, mesurées aprés I'étude de compétition a température ambiante sont
présentées dans le Tableau 61 ci-aprés. Les résultats obtenus montrent que les trois
radiocomplexes sont inertes aprés 24h d’incubation a température ambiante. La stabilité des
complexes [**Cu(58)] et [**Cu(60)], possédant une sphére de coordination de type CuNs, est
légérement supérieure a celle du complexe pentacoordiné [**Cu(56)] (perte de 3% apres 24h).
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Pureté radiochimique (PRC) en %

[6Cu(56)] 97+ 3,45
|64Cu(58)] 99+ 0,10
[*4Cu(60)] 99+ 0,15

Tableau 61 : Pureté radiochimique aprés 24h de compétition en présence de Hsdtpa

H. S. Chong et al. ont réalisé une étude sur des composés similaires comme le ligand
H-no2a , tacn tri-N-fonctionnalisé par deux groupements acétate et un groupement
4-nitrophénéthyle et le ligand H2no2a1py, tacn tri-N-fonctionnalisé par deux bras acétate et un
groupement méthylpyridine (Figure 136) vis-a-vis de la stabilité des complexes radiomarqués au

cuivre-64 en présence de 100 équivalents d’Hsedta ['78],
O
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Figure 136 : Structure des ligands discutés dans cette partie [138.178]

Comparé au [6*Cu(56)] dont la dissociation du complexe est de 3%, la dissociation du complexe
formé avec le H:no2a de 19,4% apres une incubation a 37 °C pendant 24h est beaucoup
plus importante. En outre, le complexe [®*Cu(no2aipy)] a une stabilité trés faible en milieu
compétiteur puisque 94,3% du complexe se dissocie en 24h '78 contrairement au [®*Cu(60)].

Cette étude met en évidence la faible stabilité des complexes de cuivre-64 formés avec des
ligands possédant des groupements acétate. Ces résultats témoignent de nouveau, de
limportance d’une fonctionnalisation par des bras méthylthiazole ou méthylpyridine pour la

stabilité des radiocomplexes de cuivre-64.
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4. Stabilité in vitro avec un métal compétiteur

Une des voies possibles de dissociation de complexes en milieu biologique est la transmétallation
par des métaux endogenes. La stabilité des composés a également été étudiée en présence d’'un
métal compétiteur. Afin d’évaluer la stabilité des complexes formés, les radioconjugués (0,01 nM)
sont incubés a 25°C pendant 24h dans un tampon HEPES (pH 7,4) en présence de 40 équivalents
de cuivre non radioactif. L’étude de la stabilité des dérivés [¢*Cu(56)], [*Cu(58)] et [¢*Cu(60)] est
suivie par radio-CCM (Figure 137). Les résultats obtenus (Tableau 62) témoignent de la grande

inertie cinétique des complexes puisqu’ aucune trace de ®Cu libre n’apparait sur les radio-CCM.

A | Me

B

tl * .|

—.—T o - | —Le—l

Figure 137 : Radio-CCM des radiocomplexes [64Cu(56)] (A) [*Cu(58)] (B) [64Cu(60)] (C) aprés 24h
d'incubation dans une solution contenant 40 équivalents de "Cu(ll) (25°C, pH 7,4)

Pureté radiochimigue (PRC) en %

[4Cu(56)] 100
[**Cu(58)] 100
[**Cu(60)] 100

Tableau 62 : Pureté radiochimique aprés 24h de compétition en présence de "2Cu(ll)

Ces études ont été réalisées en se basant sur les travaux de Maheshwari et all'’® sur des
complexes dérivées du Hsdota, Hsteta et Hinota. La tres faible stabilité des complexes de
[*Cu(dota)]> a été mise en évidence par une compétition avec 5 équivalents de "*Cu(ll), qui
entraine une dissociation de 95% du radiocomplexe en seulement 6h a pH physiologique et

température ambiante.

Les valeurs obtenues sont en accord avec les études réalisées par M. D. Bartholoma et al. sur le
du no complexe radiomarqué au cuivre-64 (Figure 136) qui fait part d’'une tres faible
dissociation (0,5% en 24h) ['*8]. Ces résultats montrent a nouveau l'intérét de I'utilisation de bras

méthylthiazole et méthylpyridine pour la synthése de complexes de Cu(ll) stables.
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lll. Etudes in vitro : Affinité Biologique (ICso)

L’affinité des bioconjugués ainsi que des métallopeptides de cuivre (Il), pour les récepteurs GRP
a été déterminée sur une lignée cellulaire du cancer de la prostate humain (PC3). Le dota-RM2,
peptide fonctionnalisé par un espaceur de type pipérazine comportant un cyclen fonctionnalisé
par quatre groupements acétate est chargé (+2) a pH physiologique. L’objectif de cette étude a
pour but d’étudier, a charge égale sur la partie N-terminale du peptide, I'influence du macrocycle
sur 'affinité biologique des bioconjugués.
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Figure 138 : Structure possible du DOTA-RM2 a pH physiologique

1. Affinité Biologique des bioconjugués 56, 58 et 60

D’aprés les études potentiométriques réalisées sur les dérivés no~h, Hno”h1tha, et no3py
seule 'espéce mono-protonée LH* est présente en solution a pH physiologique 137, Comme vu
précédemment, I'introduction d’une charge positive sur la partie N-terminale d’'un peptide a
tendance a diminuer les valeurs d’ICsg et, par conséquent, a augmenter I'affinité biologique d’'un
radiopharmaceutique. Nous avons, dans un premier temps, entrepris I'étude de laffinité
biologique des peptides non métallés afin de la comparer dans un second temps avec les

métallopeptides correspondants.

Expérimentalement, un test de compétition est effectué entre le peptide radiomarqué a
liode-125, le ['?1]-Tyr*-bombésine et le peptide d'intérét. La concentration du peptide
radiomarqué reste fixe alors que la quantité du bioconjugué étudié varie du pM au uM. L’ICsg
correspond a la concentration a laquelle 50% des récepteurs sont occupés par les peptides

d’intéréts. Chaque expérience est réalisée deux fois avec huit concentrations différentes en
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peptide d’intérét. Ces études sont également exécutées en triplicat. Les courbes d’intensité de
radioactivité en fonction de la concentration en bioconjugués sont représentées ci-dessous
(Figure 139).
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Figure 139 : Courbes d'affinité biologique en fonction de la concentration du dota-RM2 (A), 56 (B), 58 (C)
et de 60 (D)

Comme le montrent les courbes d’affinité biologique ci-dessus (Figure 139), la réaction de
compétition a pour but de déplacer I'équilibre entre la ['%1]-Tyr*-bombésine et les composés 56,
58 et 60. Pour des concentrations en peptides de I'ordre du picomolaire, 100% des récepteurs
GRP sont initialement occupés par la ['2°1]-Tyr*-bombésine. Plus la concentration en bioconjugué
d’intérét augmente, plus le pourcentage de radioactivité décroit. Pour des concentration de 'ordre
du pM, il n’y a plus de radioligand lié aux récepteurs. Un traitement mathématique des données
en utilisant le logiciel GraphPad Prism permet d’obtenir les valeurs d’ICs, réunies dans le tableau
ci-aprés (Tableau 63).
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dota-RM2 56 58 60
ICs0 (NM) 12,5 241 45 11,6

Tableau 63 : Valeurs d'ICso des composés 56, 58, 60 et de la référence dota-RM2

Les résultats obtenus démontrent que chaque bioconjugué adopte un caractere différent
vis-a-vis du ciblage des récepteurs GRP. La valeur d’'ICs, du dota-RM2 (utilisé comme référence)
a été remesurée dans les conditions utilisées avec les bioconjugués 56, 58 et 60 et est de 12,5
nM. Cette valeur différe un peu de celle reportée dans la littérature qui est de 7,7 nM [63],

Le composé 56, peptide intégrant un tacn tri-N-fonctionnalisé par deux groupement méthylthiazole
et un espaceur benzylé, posseéde un ICso de l'ordre de 24 nM, et cible nettement moins les
récepteurs GRP. Le composé 60 a un ICso égal a 11,6 nM, qui est du méme ordre de grandeur
que le dota-RM2. La valeur d'ICso de 4,5 nM témoigne de la trés bonne affinité du dérivé 58,
peptide fonctionnalisé par un tacn tri-N-fonctionnalisé par deux bras méthylthiazole et un
groupement méthylthiazole acide, pour les récepteurs GRP.

H. R. Maecke et al. ont étudié également I'affinité biologique du cb-te2a-AR06 (Figure 113, p188)
utilisé en clinique pour la complexation du %Cu et le diagnostic du CaP. L’ICs, du bioconjugué
reporté dans cette étude est de 5,5 nM '8, | e composé 58 apparait donc comme un potentiel
candidat pour des études in vivo puisqu’il posséde a priori un meilleur 1Cso que deux des

radiopharmaceutiques utilisés en clinique.

2. Affinité Biologique des métallopeptides ["®Cu(56)], ["*Cu(58)] et ["*Cu(60)]

Les mémes expériences ont été réalisées (Figure 140) sur les métallopeptides afin de déterminer,
a charge égale, l'influence du macrocycle par rapport au dota-RM2. Une diminution de I'lCso est
attendue en accord avec lintroduction d’'une nouvelle charge positive via [I'utilisation des
complexes de cuivre (ll). D’aprés les valeurs déterminées expérimentalement, l'affinité des
métallopeptides est du méme ordre de grandeur que celle de leurs analogues non métallés
(Tableau 64).

Les dérivés ["Cu(58)] et ["*'Cu(60)] ont respectivement un ICso de 3,0 et 9,7 nM. Ces valeurs
montrent que I'introduction d’une nouvelle charge positive en utilisant des complexes de cuivre(ll)

entraine par conséquent une amélioration du ciblage des récepteurs GRP. Ce constat n’est pas
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vérifié pour le composé ["2Cu(56)] puisqu’il posséde un ICso de 46,6 nM qui est deux fois plus

élevé que le dérivé non métallé.
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Figure 140 : Courbes d'affinité biologique en fonction de la concentration du dota-RM2 (A), ["a'Cu(56)]>*
(B), [Cu(58)]?* (C) et du ["aCu(60)]>* (D).

dota-RM2 [Cu(56)] [Cu(58)] [Cu(60)]
ICs0 (NM) 12,5 46,6 3,0 9,7

Tableau 64 : Valeurs d'ICso (NM) des métallopeptides ["aCu(56)], ["@Cu(58)], ["@Cu(60)] et de la référence
dota-RM2

Finalement, 'hypothése faite vis-a-vis de I'importance de la présence d’'une charge positive en
partie N-terminale du bioconjugué est bien vérifiée pour deux des composés. Le complexe
["'Cu(60)] cible tout aussi bien les récepteurs GRP que le dota-RM2. Le composé ["'Cu(58)]
avec un ICso de 3,0 nM les cible quant a lui de maniére plus efficace.
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Conclusion du chapitre IV

Pour donner suite aux études physicochimiques des complexes de Cu(ll) des dérivés tacn
N-substitués par des groupements méthylthiazole ou méthylpyridine (no~i, no=i" et no3py), la
synthése d’Agents Chélatants Bifonctionnels de 1% et 2"% génération pour un couplage sur
vecteur biologique a été effectuée. La stratégie de synthése mise au point pour la synthése des
dérivés no et no3pyCOOH, a permis d’obtenir ces deux dérivés bifonctionnels avec
des rendements acceptables malgré les difficultés de purification rencontrées. Le Hno” "1 1tha,
quant a lui, développé dans le chapitre lll, a été utilisé comme ACB du no

Nous avons ainsi pu étudier deux méthodes de bioconjugaison via un couplage peptidique ou un
couplage de type thiouré. Les macrocycles bifonctionnels ont pu étre greffés sur un peptide dérivé
de la bombésine et les bioconjugués ont été obtenus avec des rendements faibles, mais usuels
dans ce domaine et qui s’expliquent simplement par les purifications délicates réalisées par HPLC.

Des tests de radiomarquage au cuivre-64 ont également permis de démontrer que le
radionucléide était totalement complexé, sur une grande gamme de pH a température ambiante,
45°C ou encore 95°C. Les études de stabilité vis-a-vis de la transchélation (dtpa) ou de
transmétallation ("'Cu(ll)) ont mis en évidence les excellentes inerties des trois radioconjugués

puisqu’aucune dissociation des complexes n’a été observée apres 24h.

Enfin, les études d’affinité biologique réalisées sur les bioconjugués et les métallopeptides ont
permis de montrer que la charge et la nature du ligand avaient une influence sur les valeurs d’lCsq.
Avec des ICsode 9,7 et 3,0 nM pour les métallopeptides [Cu(60)]?* et [Cu(58)] ?*, ces deux dérivés
ciblent de maniere efficace les récepteurs GRP, et sont aussi bons que le dota-RM2
(ICso = 12,5 nM), référence actuelle utilisée en test clinique. En revanche, le métallopeptide formé
a partir du dérivé bifonctionnel du no”11 ([Cu(56)]2*), permet un moins bon ciblage avec un ICso
de 46,6 nM.

Ces résultats prometteurs, montrent une nouvelle fois I'intérét de fonctionnaliser le tacn par des
bras méthylthiazole et méthylpyridine. En revanche, I'élaboration ’ACB de 1 et 2°™ génération
reste complexe a mettre en ceuvre et nécessite au préalable de synthétiser le bras bifonctionnel.
Il est possible de faire encore mieux en s’intéressant a ['élaboration d’une plateforme

C-fonctionnalisée adaptable a n'importe quel ligand.
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Chapitre V :  Elaboration d’'une nouvelle plateforme
a base de triazacycloalcanes C-fonctionnalisés
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INTRODUCTION

Les résultats encourageants obtenus dans les chapitres précédents avec les dérivés
bioconjugués des dérivés no=ih et no3py nous ont conduits a nous interroger sur la position de
la fonction de conjugaison dans nos composés. Le fait de la placer sur un des bras coordinants
entraine probablement une variation des propriétés chélatantes du bras impliqué. Nous avons
alors considéré la possibilité de greffer le peptide ou I'anticorps potentiel sur le macrocycle lui-
méme via un atome de carbone du cycle.

Cette possibilité nous permettrait de disposer d’une plateforme bioconjugable, facile a transformer
en greffant, a souhait, les bras coordinants nécessaires selon I'application visée. Cet objectif
implique cependant de contrdler la synthese du tacn C-fonctionnalisé, ce qui a déja fait 'objet de

quelques recherches par différents groupes.
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1 Rappels sur la C-fonctionnalisation du tacn

|.  Syntheése de tacn C-fonctionnalisés selon une méthode dérivée de celle
de Richman et Atkins

Comme présenté dans le chapitre |, une des méthodes les plus connues pour I'élaboration du
tacn reste celle développée par J. E. Richman et T. J. Atkins 8. Plusieurs groupes ont adapté
cette synthése pour I'élaboration de triazacyclononanes C-fonctionnalisés ['76181-183 En 1989,
D. Parker, par exemple, a synthétisé un dérivé du Hznota porteur d’'une chaine butylamine utilisée
ultérieurement pour une conjugaison a un anticorps '8, La voie de synthése de la plateforme
macrocyclique est présentée ci-dessous (Schéma 45).

+ . A~ NH, TN NH, 1) Mo(CO)/Bu20 H,N NHCOPh TsHN NHCOPh
HoN o~ N H2N 2) PhCO,R g/vy TsCl

—— HN NH NHT
COEt 2) BH3.THF o H30%/0, HNC NH: Et;N/CH,Cl, 1o NS
3) Hel
35% 50% 45%
TSO/\/OTS
66%
Cs,CO;3 / DMF
NHBoc  CuCl,/MeOH NH,
H Boc,0/H,0:dioxane f NHCOPh
(Nx H2S/H,0 o5 Li/NH4/EtOH Ts -
N IS
N
HN. N H§ ,} HCI/H,0/100°C { ,}
\/ H Ts” .
58% 90% ST\ /s Ts

Schéma 45 : Voie de synthese d’une plateforme C-fonctionnalisée du tacn décrite par
D. Parker et al. !9

La premiére étape est une condensation de I'éthylenediamine sur la (S)-lysine, suivie d’une
réduction de la fonction amide par action du BHs. THF. L’ajout de molybdéne hexacarbonyle
permet de protéger trois fonctions amine par formation d’'un complexe [Mo(L)(CO)s], ce qui laisse
la quatriéeme amine disponible pour étre N-fonctionnalisée par un groupement de type benzoyle.
Une premiere étape de tosylation permet de préorganiser la polyamine linéaire afin d’effectuer
une cyclisation [1+1] par ajout d’éthyléneglycol ditosylate. Le macrocycle obtenu peut ensuite étre
déprotégé afin d’obtenir un tacn C-fonctionnalisé par un groupement butylamine avec un

rendement total de 6% en six étapes.

C. F. Meares et al. ont mis au point, en 1992, une méthode de synthése du Hsnota
C-fonctionnalisé par une fonction de type aniline ['®! au départ de la 4-nitrophénylalanine
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N-protégée par un groupement Boc (Schéma 46). La premiére étape consiste a introduire un
composé bis-glycinique sur la fonction acide carboxylique du dérivé de la 4-nitrophénylalanine
afin d’obtenir le futur squelette carboné et azoté macrocyclique. Aprés réduction des fonctions
acide carboxylique et amide, protection des fonctions amine par des groupements tosyle et
activation de la fonction alcool, le composé est engagé dans une étape de cyclisation
intramoléculaire. Le macrocycle est déprotégé en présence d’acide sulfurique concentré puis une
tri-N-fonctionnalisation des fonctions amine secondaires est possible en milieu basique en
présence d’acide bromoacétique. Enfin, la fonction nitrobenzyle est réduite en fonction aniline afin
d’obtenir un analogue C-fonctionnalisé greffable. Cette synthése intéressante, en huit étapes,
présente cependant quelques rendements moyens, notamment les étapes de tosylation de la
triamine et celle de cyclisation, ce qui conduit a un rendement global de 3%.

0o 0
HAN N OH

{ >ﬁ 0o 0 o o0 0

o pcc/Hogt  O2N Oﬁqﬁ/( 02N©_§_z< ~
OH BociN N N OH _TFA WN N N OH
DMF H H o H H
ON NHBoc 669 99%
2 ° x TFA

THF
51%

O,N
TS O,N O,N
N 2
D Cs2C0s C — TsCl 2 C N
H,N H H OH

BH3

s N Nog TsHN N N OTs P —
DMF, N, Ts Ts EtsN / CHCN
42% 33%

H,SO, | 88%

0 o
HoN
ON y BrcH,cooH O HKOH Hy/Pd/iC "2 %OH
‘ N
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H /T H - L L

HOS0 HO™ "0

Schéma 46 : Voie de synthése d'un dérivé du Hsnota C-fonctionnalisé selon C. F. Meares et al. [184

En 2003, C. L. Gibson a, quant a lui, synthétisé le 2-(isopropyl)-1,4,7-triazacyclononane (Schéma
46). Il souligne la nécessité de développer un protocole d’alkylation et de cyclisation in situ pour
favoriser la cyclisation et éviter les réactions de polymérisation observées avec les conditions
classiques de Richmann et Atkins, celles-ci étant dues, selon les auteurs, a la présence du
groupement isopropyle sur la chaine carbonée 2], L’amine linéaire tritosylée est ainsi traitée avec
un équivalent d’hydrure de sodium dans le DMF a basse température, suivi de I'addition de
I'éthyléneglycol ditosylate, donnant probablement [Iintermédiaire mono-N-fonctionnalisé.

L’addition lente du second équivalent d’hydrure de sodium conduit au macrocycle souhaité avec
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78% de rendement. La déprotection est effectuée par réduction avec du lithium dans 'ammoniac,
puis traitement acide pour aboutir au tacn C-fonctionnalisé sous sa forme chlorhydrate.

iPr

. iPr Y Ts ,iPr 1) Li/NH, n iPr
; 1)1 eq NaH 1 eq NaH [Nﬁ EtOH, THF gé 3 HClI

TsO, — .

N-Ts — N-Ts 78% N N 2)Ha HLTH
2)TsO  OTs N 69%

T °

TsHN

Schéma 3 : Voie de synthése du 2-(isopropyl)-1,4,7-triazacyclononane selon C. L. Gibson ['82]

Il.  Synthése de tacn C-fonctionnalisés via la chimie des aminal

De nouvelles voies de synthése de dérivés C-fonctionnalisés du tacn ont été développées dans
l'objectif d’obtenir des méthodes plus directes et plus productives que celles décrites

précédemment.

J. H. Koek et al ont ainsi décrit en 2006, la C-fonctionnalisation du
1,4,7-triméthyl-1,4,7-triazacyclononane (Mestacn) a partir du macrocycle lui-méme en trois étapes
(Schéma 47) 183 [ ’addition de N-bromosuccinimide sur le 1,4,7-triméthyltacn (Mestacn) entraine
la formation d’'un iminium qui se réarrange en compose bicyclique ammonium/aminal par attaque
nucléophile intramoléculaire. L’ajout de cyanure de potassium conduit a une attaque du CN- sur
le carbone aminal. Aprés purification, un composé C-fonctionnalisé est obtenu avec un rendement
de 40%. Finalement, une étape de réduction de la fonction cyanure en fonction amine est réalisée
par du LiAlHs. Cette méthode a permis de mettre au point la synthése d'un analogue C-
fonctionnalisé nécessitant peu d’étapes et applicable a grande échelle (0,1 a 0,2 mol) avec un

rendement global de 25%. Elle reste cependant limitée au Mestacn.
|

\ \
N NBS NN (N LIAIH fo
&’Q [j Br THE N ’} e N

THF ~ e AU
40% /\CN \_&NHz

Megtacn

Schéma 47 : C-fonctionnalisation du Mestacn selon J.H. Koek et al. [185]

En 2014, F. Denat et al. ont tiré profit de cette méthode pour mettre au point la synthése de
dérivés du tacn C-fonctionnalisé en utilisant la diéthylenetriamine comme réactif initial %
(Schéma 48). L’addition du chloroacétaldéhyde sur la triamine linéaire conduit facilement a

l'intermédiaire aminal bicyclique. L’alkylation des trois atomes d’azote est obtenue par réaction
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avec le bromure de benzyle donnant I'intermédiaire ammonium-aminal analogue a celui de J.H.
Koek. L’addition de cyanure de sodium conduit comme précédemment a I'addition du nucléophile
CN  sur le carbone aminal provoquant [louverture du cycle et donnant le
1,4,7-tribenzyl-2-(cyano)-1,4,7-triazacyclononane. La réduction du bras CN par du LiAlHs et
élimination des groupements benzyle par hydrogénolyse donnent acces au
2-(aminométhyl)-1,4,7-triazacyclononane. Cette méthode a permis de décrire la synthése du
Hsnota C-fonctionnalisé par le méme bras et celle du MANOTA, dérivé bifonctionnel du Hsnota,
qui a été greffé sur anticorps et utilisé en imagerie TEP avec le cuivre-64 [, Ces auteurs ont
également démontré que la réduction directe de I'intermédiaire ammonium-aminal bicyclique par
le borohydrure de sodium menait au tacn porteur de trois bras benzyle par ouverture du bicycle
lors d’addition d’hydrure, comme évoqué dans le chapitre .

Br'

N i N
aminal bicyclique [ ]/ _ BnBr N+ N-g NaCN ( 3 LiAH, (N\ 3
T [ ]/ 63% Bn” \__< Bn 39% B\ Ngn
NH,
. O
71% CI/_<H NaBH, H,, Pd/C | 44%
37%
H Bn H
N N N
R e a
e Bn\_ Nn H H
diéthylénetriamine NH
2

Schéma 48 : Voie de synthése du tacn C-fonctionnalisé par un bras aminométhyle selon
F. Denat et al. 59

Cette étude bibliographique a montré que l'accés aux dérivés C-fonctionnalisés du tacn est

possible par deux voies générales :

o la premiére voie, basée sur la méthode de synthése du tacn, est caractérisée par un
nombre d’étapes important, des rendements souvent moyens ou faibles, nécessitant de
reconsidérer toute la synthese pour tout nouveau macrocycle C-fonctionnalisé souhaité

o la seconde voie, récente, passe par un intermédiaire-clé ammonium-aminal bicyclique et
compte un nombre d’étapes moins important. Si les rendements sont également moyens,
elle permet cependant d’obtenir une plateforme tacn C-fonctionnalisée par un bras —
CH2NH..
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2 Etude de la synthése de triazacycloalcanes C-nitrobenzylés

. Etude de la C-fonctionnalisation du tacn

En étudiant les travaux de C. F. Meares et F. Denat, nous avons élaboré un projet de synthése
visant a mettre au point la synthése du 2-(4-nitrobenzyl)-1,4,7-triazacyclononane, plateforme
voisine de celle décrite par le groupe de F. Denat. Le bras 4-nitrobenzyle a été choisi pour étre
ensuite utilisé pour la vectorisation apres transformation en fonction phénylisothiocyanate. Le
projet est basé sur I'utilisation de I'ester méthylique de la 4-nitrophénylalanine qui, par réaction
avec I'éthylenediamine, conduirait a la triamine linéaire C-fonctionnalisée par le groupement
nitrobenzyle (BnNO;). La synthése repose ensuite sur le passage par un ou plusieurs
intermédiaires-clés ammonium-aminal  bicycliques  C-nitrobenzylés par action du
chloroacétaldéhyde, puis N-fonctionnalisation des trois atomes d’azote. Une derniére étape de

réduction permettrait d’aboutir au macrocycle visé (Schéma 49).

0 o
0" H,NTNH2 N Réduction N
NHy,HCI NHoH  NH - NH,H  NH
O,N O,N 2 2 O,N 2 2
ester méthylique de
la nitrophénylalanine o]
Cl H
[ L 7] r .,
O,N RN NR O,N N.__NH
R LT x Ly
a Réduction N RX N
-~ R
N
R \__/N'R ou R ou
. : O2N N* N-R O,N N NH
molécule cible \©\/E> / Vs
N X N
R H

intermédiaire ammonium-
aminal bicyclique

Schéma 49 : Voie de synthése envisagée pour les dérivés du 2-(4-nitrobenzyl)-1,4,7-triazacyclononane

1. Synthése de la N-(2-amino)-(4-nitrobenzyl)éthyl)-1,2-éthanediamine
La triamine linéaire portant un fragment BnNO: est obtenue en deux étapes a partir du dérivé

ester méthylique de la (S)-4-nitrophénylalanine (Schéma 50). Cette synthése est adaptée des

travaux réalisés par H. Ansari et al. ['7%,
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Schéma 50 : Voie de synthése du composé 63

La synthése du composé 62 s’effectue par action de I'éthylenediamine sur le dérivé ester
méthylique de la 4-nitrophénylalanine. L’éthyléne diamine est utilisée en trés large excés et le
composé est ajouté par petites portions pour éviter la formation de dimére. Cette technique permet

d’obtenir le composé 62 porteur d’'une fonction amide avec un rendement de 85%.

Sur le spectre RMN 'H (Figure 141), on observe les protons labiles des fonctions amine
secondaires sous la forme d’un singulet intense a 1,33 ppm. Le triplet intégrant pour deux protons
a 2,66 ppm correspond aux protons Hg tandis que celui a 3,16 ppm correspond aux protons Hy.
Les protons Hs positionnés en 3 d’'un atome de carbone asymétrique sont diastéréotopiques et
sont caractérisés par deux doublet de doublets a 2,83 et 3,18 ppm. Le proton H4 porté par I'atome
de carbone asymétrique est caractérisé par un doublet de doublet a 3,57 ppm. Les groupes de
protons aromatiques sont représentés sur le spectre par deux doublets a 7,27 et 8,01 ppm. Le
signal mal résolu a 7,50 ppm correspond au proton Hes de la fonction amide.

H1 Ho o, Hs + H7 Ha Hs
H O2N N:iz Nz H4 H3
6 |l
Jt ,LJ| M\_”JNL_J MJ ) J“L

T T T T T T T T T T T T T T r T T T
1.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
& (ppm)

Figure 141 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, CDClz) du composé 62

Le spectre RMN '3C est en accord avec la structure et affiche trois pics vers 35-40 ppm pour les
trois groupements CH, de la molécule, un signal négatif a 56 ppm en accord avec le CH sp?, deux
pics a 123 et 130 ppm pour les CH aromatiques. On distingue également les pics des atomes de

carbone quaternaires aromatiques a 145,9 et 146,0 ppm et du carbonyle a 173 ppm.
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Figure 142 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, CDCIs) du composé 62

La réduction de la fonction amide est ensuite effectuée par action du BHs.THF (1M)
(Schéma 51). Les premiers tests ont été réalisés dans des conditions décrites dans la
littérature ['"® en portant le milieu réactionnel au reflux du THF (24h), puis hydrolyse dans HCI 6M
(1h). L’optimisation de cette réaction a permis d’affiner les conditions opératoires (4h au reflux,
puis hydrolyse 3h) et d’obtenir le composé 63 avec un rendement de 70% en évitant la réduction

du groupement nitro en groupement amino.

BH5. THF
N/\ 3 N/\
ON NH,H  NH, reflux 4h o NH, " NH,
2 HCI 6M, reflux 3n 2
70%
62 ° 63

Schéma 51 : Voie de synthese du composé 63

Le spectre RMN 'H enregistré dans le DO du composé 63 est représenté ci-aprés (Figure 143).
Les protons des fonctions amine primaire et secondaire ne sont pas visibles du fait de leur labilité
dans D2O. Entre 2,5 et 3,1 ppm, les signaux mal définis correspondent au CH> de la molécule.
L’atome d’hydrogéne porté par le carbone asymétrique est représenté sur le spectre par un signal
mal résolu a 3,34 ppm. Enfin, la disparition du pic a 7,50 ppm, caractéristique du proton de la

fonction amide est en accord avec la structure du composé 63.
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Figure 143 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, D20) du composé 63

Sur le spectre RMN C en J-modulation représenté ci-dessous (Figure 144), 'apparition d’un
nouveau pic positif au niveau des groupements CH: entre 41,7 et 56,0 ppm ainsi que la disparition
du pic positif correspondant au groupement carbonyle sont en accord avec la structure du

composé 63.
3 5 7 8
2 7 6 H 9
14 ON NH, ™ NH,
l g’
6
3 2
I]0 19IO 15;0 1%0 1(‘50 1;0 14‘0 1;0 léﬂ lllﬂ 160 QIO EIO 7‘0 (;0 SIO 46 36 2‘0 IIO [I
& (ppm)
Figure 144 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, D20) du composé 63
2. Cyclisation de la N-(2-amino)-(4-nitrobenzyl)éthyl)-1,2-éthanediamine par action

du chloroacétaldéhyde

L’étape de cyclisation de la triamine C-nitrobenzylée est effectuée selon le protocole décrit par
'équipe de F. Denat, c’est-a-dire par ajout lent d’'un équivalent de chloroacétaldéhyde sur la
triamine linéaire en solution dans 'acétonitrile a température ambiante en présence de K>COs
(Schéma 52).
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Schéma 52 : Voie de synthese de 'intermédiaire bismacrocyclique

Contrairement a la diéthylénetriamine utilisée par I'équipe de F. Denat, notre triamine
C-nitrobenzylée n’est pas symétrique et deux bicycles sont susceptibles de se former lors de la
réaction avec le chloroacétaldéhyde : le carbone nitro-benzylé peut se retrouver engagé dans le
cycle a 5 chainons (Schéma 52, A), suite a la formation de I'aminal entre 'amine secondaire et
I'amine primaire proche du carbone nitrobenzylé ou dans le cycle a 6 chainons si 'aminal se forme

avec l'autre amine primaire (Schéma 52, B).

A ces isoméres de position s’ajoute la possibilité de former différents diastéréisomeres : la
formation de 'aminal engendre la création d’'un carbone asymétrique (carbone aminal) en plus de
celui initialement présent sur la molécule. De plus, 'hydrogéne présent sur ce centre
stéréogénique peut se situer dans le cycle en position syn ou anti du bras nitrobenzylé. Ces
différents facteurs entrainent la formation potentielle de huit diastéréoisomeéres
(Figure 145).

I
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Figure 145 : Structures des stéréoisomeres possibles

L’analyse par RMN '3C de I'huile brute obtenue a conduit a un spectre complexe mal résolu difficile
a exploiter (Figure 146). La présence de plusieurs diastéréoisoméres peut expliquer le nombre
de pics importants. Les tentatives de purification par colonne chromatographique sont restées

sans succes.
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Figure 146 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, CDCI3) du composé bicyclique

Une analyse par spectroscopie de masse (Figure 147) a basse résolution a permis de confirmer
que le produit attendu est présent (M= 263).
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Figure 147 : Spectre de masse basse résolution du composé bicyclique

Cependant, un produit secondaire affichant une masse égale a 277 (pic majoritaire) est également
présent. Ce produit pourrait correspondre au(x) composé(s) obtenu(s) par réaction de SN2 d’'une
des fonctions amine sur le carbone positionné en a du chlore du chloroacétaldéhyde (Figure 148),
qui peuvent étre considérés comme des intermédiaires réactionnels n’ayant pas encore conduit

au(x) produit(s) attendu(s) par formation d’aminal. La masse de ces composés étant égale a 280,
le pic a 277 pourrait correspondre a [M-3H]*.
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Nous n’avons cependant pas pu continuer cette étude par manque de temps. Des travaux restent
a faire pour confirmer cette hypothése et aller plus loin dans la synthése du 2-(4-nitrobenzyl)-
1,4,7-triazacyclononane.

ll. Etude de la C-fonctionnalisation du triazacyclodécane (tacd)

En paralléle des travaux précédents, nous avons développé des recherches sur la synthese du
1,4,7-triazacyclodécane C-fonctionnalisé. L'idée est d’allonger la chaine carbonée entre deux
fonctions amine de la triamine linéaire C-fonctionnalisée par le bras 4-nitrobenzyle : dans ces
conditions, il se formera, lors de la construction du bicycle aminal, soit deux cycles a six chainons
accolés, soit un cycle a cinq et un cycle a sept chainons, ce dernier cas étant tres défavorisé
(Schéma 53). Le macrocycle final ne sera certes pas basé sur un motif tacn mais on peut espérer
que ses propriétés soient proches.

NO, NO,
/ io
cl” H
ON 2 HN Ay 17
H N
H
[6+6] [5+7]

Schéma 53 : Hypothése de cyclisation [6+6] et [5+7]
Une fois cette synthése mise au point, au peut aussi espérer mettre a profit le travail pour
déverrouiller les leviers connus dans I'exemple précédent.

1. Synthese de la N-(2-amino-(4-nitrobenzyl)éthyl)-1,3-propanediamine

La premiere étape, qui donne lieu a la formation du composé 64, consiste a synthétiser 'amide
par condensation entre la fonction ester de la 4-nitrophénylalanine et 'une des fonctions amine

secondaires du 1,3-diaminopropane introduit en large exces. Comme précédemment, cette
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premiere étape permet I'obtention du squelette triazoté linéaire C-fonctionnalisé (64) avec un
rendement de 80%. L’étape de réduction de la fonction amide est effectuée par action du
BHs.SMe: qui permet d’obtenir la triamine 65, aprés hydrolyse acide des dérivés aminoborane et
traitement, avec un rendement de 60% (Schéma 54).

0 o)
Mo/ HNT"NH, N, BHaSMe: NN
O,N NH,.HCI t.a, 24h ON NH, H reflux 4h 0N NH, H
80% HCI 6M, reflux 3h
60%
64 65

Schéma 54 : Voie de synthese du composé 65

Sur le spectre RMN 'H représenté ci-dessous (Figure 149), le singulet a 1,32 ppm correspond
aux protons des fonctions amine primaire et secondaires de la molécule. Ensuite le quintuplet a
1,59 ppm correspond aux atomes d’hydrogéne positionnés en 3 de I'atome d’azote de la fonction
amine secondaire. On retrouve entre 2,41 et 2,88 ppm les différents signaux attribués aux atomes
d’hydrogéne des groupements CH. de la molécule. Le multiplet a 3,11 ppm est attribué, quant a
lui, a 'atome d’hydrogéne porté par le centre stéréogéne. Finalement, dans la zone des protons
aromatiques, on retrouve les deux doublets a 7,32 et 8,11 ppm correspondants aux deux groupes

de protons.
NH

NOo
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2.21-]
5.50-]

10 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.
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Figure 149 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, CDCIz) du composé 65

Le spectre RMN 3C, en J-modulation représenté ci-aprés (Figure 150) est composé de cing pics
attendus pour les groupements CH: de la triamine linéaire entre 32,1 et 57,4 ppm et d'un pic
négatif a 52,3 ppm pour le groupement CH. On observe également les quatre pics attendus pour
les atomes de carbone aromatiques.
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Figure 150 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, CDClIs) du composé 65

2. Cyclisation de la N-(2-amino-(4-nitrobenzyl)éthyl)-1,3-propanediamine par action

du chloroacétaldéhyde

L’action du chloroacétaldéhyde sur la N-(2-amino-(4-nitrobenzyl)éthyl)-1,3-propanediamine (65)
peut conduire, selon 'hypothése avancée précédemment, a la formation de deux intermédiaires
aminal bicycliques contenant deux cycles intramoléculaires a 6 chainons (66a) ou a 5 et 7
chainons (66b). Ces deux composés sont représentés ci-dessous (Schéma 53).

e :i HNk
ON

) N
65 66a 66b

Schéma 55 : Etape de cyclisation a partir du composé 65

La réaction est effectuée dans les conditions utilisées précédemment, a savoir en présence de
carbonate de potassium dans I'acétonitrile et a température ambiante. Le spectre RMN *C en J-
modulation (Figure 151) obtenu aprés traitement affiche une série de six signaux positifs et de
deux pics négatifs pour les carbones sp?, en accord avec les six CH: et les deux CH de la molécule
attendue, ainsi que les signaux dans la zone des atomes de carbone aromatiques pour le
groupement nitrobenzyle. La simplicité du spectre RMN '3C conforte I'hypothése que nous avions
émise concernant la formation favorisée d’'un des deux bicycles possibles, en 'occurrence celui

composé de deux cycles a 6 chainons (66a).
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Figure 151 : Spectre RMN 13C (75,47 MHz, 298 K, CDCIs) du composé 66a

Une sous-série dintensité faible est également présente sur le spectre, correspondant
probablement a un (ou des) diastéréoisomere (s) puisque la molécule posséde deux centres
stéréogéniques et que I'’hydrogéne du carbone aminal peut, comme précédemment, se retrouver
en configuration syn ou anti du bras nitrobenzyle. Ces différents stéréoisoméres sont représentés
ci-dessous (Figure 152).

_PhNO, PhNO,
HZC O HgC
7\/N /\/
SR anti H H  SRsyn

N %I—I/iPhNoz MHQ-PhNOZ\
. NN
SS antlv*:_xm ,\& SS syn

Figure 152 : Structure des différents stéréoisomeéres possibles

A ce jour, nous n'avons pas encore approfondi cette étude pour identifier les diastéréoisomeres

dont la formation pourrait étre favorisée.
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3. Synthése du 1,4,7-tribenzyl-3-(4-nitrobenzyl)-1,4,7-triazacyclodécane

Le composé 66 est soumis a une réaction de N-fonctionnalisation des atomes d’azote par du
bromure de benzyle (3 équivalents) afin de synthétiser le ou les intermédiaires-clés ammonium-
aminal bicycligues. La réaction est effectuée dans les conditions habituelles,
c’est-a-dire dans I'acétonitrile en présence de carbonate de potassium a température ambiante.
Apres 24 heures, le solvant est évaporé et le solide récupéré, sans étre isolé, est engagé dans
une réaction de réduction par NaBHs4 (1 équivalent) dans I'éthanol absolu.

3eqBnBr. p _ NaBH, Q,(\
©]
K,CO3 ©/\N N EtOH
N\) CH4CN \\(J
HN N
Bre

t. a.

66

non isolé

Schéma 56 : Voie de synthése du 1,4,7-tribenzyl-3-(4-nitrobenzyl)-1,4,7-triazacyclodécane 67

Aprés traitement, I'nuile brute obtenue conduit & un spectre RMN '3C, relativement simple, sur
lequel on observe les 10 pics attendus pour les CH; entre 26,0 et 61,1 ppm et un signal négatif a
57,3 ppm pour le CH dans la région des atomes de carbone sp® pour le triazacyclodécane
C-fonctionnalisé par un bras nitrobenzyle et N-fonctionnalisé par trois fonctions benzyle sur
chaque amine du cycle. On observe également les pics attendus pour les atomes de carbone
aromatiques, en particulier les cinq signaux positifs a 139,9, 140,1, 140,4 145,8 et 149,1 ppm pour
les atomes de carbone quaternaires des cycles aromatiques.
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Figure 153 : Spectre RMN '3C (75,47 MHz, 298 K, CDCls) du composé 67

La résolution du spectre RMN 'H (Figure 154), représenté ci-aprés, n'est pas optimale mais

semble également en accord avec la structure proposée pour le composé 67.
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Figure 154 : Spectre RMN 'H (300 MHz, 298 K, CDCls) du composé 67

Un spectre de masse (Figure 155) basse résolution a confirmé I'obtention du composé 67 avec
la présence d’un pic a m/z = 549, correspond a [M+H]*. Ces premiers résultats nous permettent

de valider la méthode qui reste, bien sir, a approfondir.
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Figure 155 : Spectre de masse basse résolution du composé 67

Ces résultats trés récents sont toujours étudiés au laboratoire, notamment [I'étape
d’hydrogénolyse des groupements benzyl afin de pouvoir obtenir le macrocycle déprotégé et

essayer des premiers tests de N-fonctionnalisation des fonctions amine secondaires.
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Conclusion du chapitre V

La premiére partie de ce chapitre rappelle les différentes méthodes de C-fonctionnalisation du
tacn décrites dans la littérature. Elle met en avant une méthode récente permettant I'obtention
d’'une plateforme triazamacrocyclique C-aminométhyle. Cette méthode est basée sur la
cyclisation de la diéthylénetriamine linéaire par le chloroacétaldéhyde en passant par la formation
d’un composé bicyclique a 5 et 6 chainons. Nous avons adapté cette méthode, en synthétisant
dans un premier temps, la diéthylenetriamine C-nitrobenzylée pour I'engager dans I'étape de
cyclisation similaire a celle décrite par F. Denat. Les essais ont cependant montré que I'addition
du groupement nitrobenzyle sur le squelette carboné rend plus difficile 'obtention du bicycle a 5
et 6 chainons vise.

Nous avons, dans un second temps, utilisé une triamine linéaire C-fonctionnalisée possédant une
chaine carbonée allongée d’'un atome de carbone dans l'optique de favoriser la formation du
bicycle [6+6] par rapport au [5+7]. Cette option nous a permis de caractériser I'intermédiaire
attendu. Ensuite, I'étude de sa réactivité a conduit a [Il'obtention du composé
1,4,7-tribenzyl-3-(4-nitrobenzyl)-1,4,7-triazacylodécane qui constitue un nouveau dérivé
C-fonctionnalisé du tacd. Ces résultats préliminaires sont encourageants et constituent une
preuve de concept. lls nécessitent d’étre approfondis pour étre en mesure de synthétiser a échelle
intéressante le dérivé 3-(4-nitrobenzyl)-1,4,7-triazacyclodécane, future plateforme bifonctionnelle
pour des applications en imagerie. Les améliorations apportées pourront alors probablement nous
permetire de considérer la transposition de la méthode a la synthése du 2-(4-nitrobenzyl)-1,4,7-
triazacyclononane (tacn C-nitrobenzylé) dont les essais de synthése sont a ce jour restés

infructueux.
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CONCLUSION GENERALE
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Ces travaux de these ont consisté en la synthése et les études de nouveaux ligands dérivés du
1,4,7-triazacyclonane (tacn) ainsi que de leurs analogues bifonctionnels, pour la complexation de
métaux de transition et leur valorisation dans différents domaines d’applications liés a I'imagerie
médicale.

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a développer de nouvelles sondes bimodales a partir
de ligands N-fonctionnalisés par des groupements méthylpyridine et picolinate substitué par un
chromophore, pour la complexation de cations comme le Cu?*, le Zn?* et le Mn?*. Le défi résidait
dans l'effet de la complexation du Cu?* sur les propriétés photophysiques de la sonde, qui peut
se traduire par une extinction de fluorescence. Si, le ligand Hno2py1fluo ne posséde pas un
rendement quantique trés intéressant (6%, il reste suffisant pour valider la preuve de concept de
ce type de sonde. Nous avons également démontré que I'efficacité de luminescence de la sonde
était trés impactée par la complexation du Cu?*, comme attendue, mais, que lors de la
complexation du Zn?* (mimant le Cu*), la fluorescence était retrouvée. De plus, au vue de sa trés
bonne stabilité électrochimique, le complexe [Cu(no2pyifluo)]* pourrait trouver une application
en tant que sonde off-on pour I'imagerie de zones a fort caractére réducteur.

Les études réalisées sur la sonde IRM-fluorescence (Figure 156) a base d’'un complexe de Mn(ll)
ont permis de mettre en avant les bonnes propriétés de relaxivité de ce composé qui sont
comparables au complexe [Mn(no1pa)]*. Une valeur de r2, généralement obtenue pour des
composés a haut poids moléculaire, absente pour le complexe [Mn(no1pa)]*, a également été
obtenue, qui est potentiellement due a la formation d’agrégats ou de micelles en solution due a la
présence de chaines PEG sur le bras antenne. Néanmoins, ceci ouvre la voie a une potentielle

application comme sonde T et To.

Potentiel agent de contraste T; et T,

Figure 156 : Structure de la potentielle sonde IRM-fluorescence

Le deuxiéme axe de recherche de ces travaux concernait le développement de nouveaux chélates
du Cu(ll) a base de tacn N-fonctionnalisés par des groupements méthylthiazole et méthylthiazole
acide pour des applications potentielles en imagerie TEP, qui remplissent entierement le cahier

des charges imposé par le milieu biologique. En nous référant aux premiers résultats prometteurs

246



obtenus sur un dérivé du tacn di-N-fonctionnalisé par deux groupements méthylthiazole (no~1h),
il semblait trés intéressant d’utiliser ce genre de groupements pour la complexation de Cu(ll) tout
en stabilisant également le Cu(l). Nous avons décidé d’étudier linfluence d'une nouvelle
N-fonctionnalisation du no” 1 mais également d’étendre I'étude aux groupements méthylthiazole
acide, pouvant offrir un nouveau mode de coordination via la fonction acide carboxylique présente
sur I'hétérocycle. La méthode de N-fonctionnalisation régiospécifique, faisant appel a un
intermédiaire orthoamide, nous a permis de décliner le nombre de fonctions méthylthiazole acide
sur le macrocycle. Aprés avoir décrit la synthése des ligands, leurs propriétés physico-chimiques
ainsi que des celles de leurs complexes ont été étudiées par différentes techniques analytiques
(potentiométrie, UV, RPE, RX, voltamétrie cyclique). Nous avons ainsi pu montrer que
I'introduction d’un nombre trop important de fonctions méthylthiazole acide avait un effet néfaste
sur la stabilité thermodynamique et l'inertie cinétique des complexes. Ceci, résulte notamment de
la formation d’entités polynucléaires. Les ligands no et Hno”h1tha (Figure 157) possedent
des propriétés de complexation et d’inertie cinétique en milieu acide et vis-a-vis de la réduction
trés intéressantes comparé au no” 1 et Hznota, tacn tri-N-fonctionnalisé par trois groupements
acétate, utilisé comme référence triazamacrocyclique pour la complexation du Cu(ll). Des études
par DFT ont mis en évidence que la fonction acide présente sur un bras méthylthiazole acide du
Hno”ih1tha, n’entrait pas dans la coordination du Cu(ll) et peut donc étre utilisée pour une

bioconjugaison.

N
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Figure 157 : Structure des ligands no“ih et Hno”ih1tha

Au cours de ce manuscrit, nous avons montré I'intérét des groupements méthylpyridine et des
groupements méthylthiazole pour I'élaboration de complexes de Cu(ll) robustes pour une
application en TEP. Les résultats plus que prometteurs obtenus avec les dérivés no3py, no

et no=ih, nous ont poussés a aller plus loin et a les incorporer dans des radiopharmaceutiques.
Nous avons pour cela développé de nouveaux analogues bifonctionnels, possédant une fonction
de couplage, judicieusement placée pour ne pas impacter les propriétés de coordination de ces

ligands. Les analogues bifonctionnels ont été couplés a un peptide, dérivé de la bombésine,
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ciblant les récepteurs GRP surexprimés sur les cellules du cancer de la prostate. Le
radiomarquage au %Cu a donné des résultats trés intéressants, puisque le radionucléide est
totalement complexé en 15 minutes a température ambiante et pH 5,5. Les tests de stabilité des
radiocomplexes en milieux compétiteurs ont mis en avant la trés grande inertie des
radioconjugués. Des premiers tests in vitro ont permis d’étudier l'affinité biologique des
métallopeptides et nous avons pu montrer qu’a charge égale, le réle de I'entité chélatante envers
le ciblage des récepteurs GRP est a considérer. De ces études, les métallopeptides basés sur les
dérivés du no“ i et du no3py (Figure 158) apparaissent comme de sérieux candidats pour une
application in vivo. Il est toutefois nécessaire de faire mieux en méthodes de vectorisation et

d’obtenir leurs analogues C-fonctionnalisés.
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Figure 158 : Structures de métallopeptides dérivés du no=ih et du no3py

Finalement dans le dernier chapitre, nous avons mis au point une nouvelle méthode de synthése
de dérivés bifonctionnels, généralisable a divers groupements coordinants, via une
C-fonctionnalisation du macrocycle. Nous avons montré la preuve de concept sur un analogue du
tacn, le 1,4,7-triazacyclodecane (tacd), en synthétisant le 1,4,7-tribenzyl-3-(4-nitrobenzyl)-1,4,7-
triazacyclodécane. Ces résultats prometteurs nécessitent d’étre poursuivis afin d’obtenir des
nouvelles plateformes C-fonctionnalisées et permetire de synthétiser, par exemple, deux
analogues C-fonctionnalisés du no“ i’ et du no3py pour des applications en imagerie TEP ou en
RIT via I'utilisation de ¢’Cu (Figure 159).
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Figure 159 : Analogues C-fonctionnalisés du no“ih et du no3py

Ces travaux de thése ont finalement permis de développer de nouveaux chélates de métaux de
transition pour des applications en imageries médicales. Tous les résultats obtenus démontrent
l'intérét d'utiliser cette plateforme macrocyclique pour différentes applications. La synthése de
dérivés Dbifonctionnels est cependant complexe et nécessite de savoir contrbler la
N-fonctionnalisation du macrocycle. Nous avons ainsi réeussi a habiller le macrocycle de maniéere
adéquate en fonction de I'application recherchée. Enfin, ces premiers résultats ont mis en lumiéere
l'importance des groupements méthylpyridine et méthylthiazole pour la complexation du Cu(ll) et

ouvrent la voie a I'élaboration de nouveaux composés vectorisables via une C-fonctionnalisation.
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EXPERIMENTAL SECTION
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Reagent and solvents.

All the reagents used for the synthesis were purchased from SIGMA-ALDRICH® TCI chemicals®,
ACROS ORGANICS® and FLUOROCHEM®. 1,4,7-triazacyclononane was purchased form
Chematec®. Water was distilled before used and the organic solvents were obtained from a
purification system.

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy.

'H and "*C NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 500 (500 MHz for 'H), Bruker Avance
[11 HD 500 (500.25 MHz for 'H and 125.79 MHz for '*C) or a Bruker DRX 300 (300.13 MHz for 'H
and 74.47 MHz for 3C) spectrometers. The & scales are relative to TMS and chemicals shifts are
reported in ppm. Splitting patterns are designated as follow: s (singlet), d (doublet), t (triplet), q
(quadruplet), m (multiplet), br (broad).

Mass Spectrometry.

High-Resolution Mass Spectrometry (HRMS) analyses were performed by Cyril Colas from the
Institute of Organic and Analytic Chemistry (ICOA Orléans) on a HRMS Q-Tof MaXis, sources
ESI, APCI, APPI, nano-ESI.

Low-resolution mass Spectrometry (LRMS) measurements were recorded using ESI on a
Shimadzu LCMC 2020 (Brest).

High Performance Liquid Chromatography

The analytic HPLC were performed on a Prominence Shimadzu HPLC/LCMS-2020 equipped with
a UV SPD-20 A detector. The chromatographic system employs semi-preparative HPLC
(VisionHT C18 HL 5 um 250 x 10 mm) with either HoO- CHsCN (v/v) or HoO — CH3CN (0.1% TFA)
as eluents at a flow rate of 5 mL/min and UV detection at 254 and 350 nm. The following method
was used: 100% H2O for 5 minutes, up to 95% CHsCN in 20 minutes and 95% CHsCN for 5

minutes.
X-ray Diffraction

Crystallographic studies were performed on a circular diffractometer X-Calibur-2 CCD 4 (OXFORD
DIFFRACTION), including a four-circle goniometer (KM4) and a tow dimensional CCD detector
(SAPPHIRE 2). The structures were collected using a wavelength of 0.71073 A (monochromatic
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radiation MoKa). Data reduction, including inter-frame scaling, Lorentz, polarization, empirical
absorption and detector sensitivity corrections, were carried out using attached programs of
Crysalis software42 (Oxford Diffraction). Complex scattering factors were taken from the program
SHELX9743 running under the WinGX program system. The structure was solved by direct
methods with SIR-9745 and refined by full-matrix least-squares on F2. All hydrogen atoms were
included in calculated positions and refined in riding mode
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Compound 1.

¢! CoHsCINO,
o A A ol M = 229.62 g.mol!

Chelidamic acid (10.0 g, 55 mmol) was dissolved in thionyl chloride (80 mL) and 3 mL of DMF was
added dropwise to solubilize the compound. The reaction mixture was gradually brought to 70°C
and let to stir overnight. After cooling down to r.t. the excess of thionyl chloride was removed under
vacuum and then the residue was retaken in CH>Clz (100 mL). The mixture was cooled down to
0°C with an ice bath and MeOH (50 mL) was added dropwise over a period of 30 minutes. Then
the reaction was warmed to r.t. and the mixture was stirred for 3 hours. After evaporation of the
solvent, the residue was dissolved in CH2Cl2 (150 mL) and the organic layer was washed with sat.
NaHCOs (3 x 50 mL) to get rid of traces of acid. The organic layer was dried over MgSO. and
evaporation of the solvent gave compound 1 as a off-white solid (12 g, 96%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 4.02 (s, 3H) 8.29 (s, 2H). *C NMR (CDCls, 75 MHz,
298 K) & (ppm) 53.6 (CH3) 128.4 (CH) 146.9 (Cqt) 149.5 (Cqt) 164.2 (C=0).

Compound 2.
! CoHsINO4
o M ol M = 321.07 g.mol"

To a solution of the chlorinated compound 1 (10.2 g, 44 mmol) in acetonitrile (500 mL) sodium
iodide was added (40.1 g, 266 mmol) and the reaction mixture was stirred at r.t. for 4 days. After
that, acetyl chloride (10,3 mL, 133 mmol) was added and the mixture was stirred for 3 hours. The
reaction was quenched with sat. NaHCO3 (300 mL), and the layers were separated. The organic
layer was washed with sat. Na>S>03 (2 x 150 mL) and dried over MgSQOs. Evaporation of the
acetonitrile gave the iodinated compound as yellow solid (13.3 g, 94%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.99 (s, 3H) 8.68 (s, 2H). *C NMR (CDCls, 75 MHz,
298 K) & (ppm) 53.4 (CHs) 106.9 (Cqt a 1) 137.0 (CH) 148.2 (Cqt) 149.5 (Cqt) 163.8 (CO).
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Compound 3.
I CsHsINO3
Ho L A _o_ M = 293.06 g.mol!

The iodinated compound 2 (13.3 g, 41.4 mmol) was dissolved in CH>Cl> (200 mL) and MeOH
(50 mL) and the solution was cooled to 0°C. NaBH4 (3.13 g, 82.8 mmol) was added in small
fractions and the reaction was monitored by TLC. After 2h, the reaction was quenched with HCI
1M (100 mL) and the solvent was removed under reduced pressure. The pH of the aqueous layer
was raised to 7 with NaHCOs () and extracted with CH2Clz (3 x 100 mL). Organic layers were
combined, dried over MgSO4 and evaporated. The crude was purified by column chromatography
(SiO2, Hexane /CHCIs 1/1 to CHCIs) yielding compound 3 as a white solid (8.01 g, 66%).

'H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.99 (s, 3H) 4.81 (s, 2H) 7.96 (s, 1H) 8.36 (s, 1H).
13C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 53.1 (CHs) 64.0 (CHz) 107.2 (Cqt al) 132.7, 133.3 (CH)
146.8 (Cqt) 164.1 (C=0).

Compound 4.
C12H180sS
TSO/\/O\/\O/ M = 27433 gm0|'1

The commercial alcohol (25.0 mL, 208 mmol) was dissolved in THF (300 mL) and an aqueous
solution of NaOH (15 g, 375 mmol) in 100 mL was added dropwise at 0°C. The mixture was stirred
at this temperature for 30 minutes before the dropwise addition of tosyl chloride (49 g, 416 mmol)
in THF (100 mL). The mixture was stirred at r.t. overnight and the organic solvent was evaporated.
The aqueous layer was extracted with Et2O (3 x 150 mL) and the organic layers were combined,
washed with brine (3 x 100 mL) and dried over MgSQO.. Evaporation of the solvent gave compound
4 as a colorless oil (45 g, 80%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.47 (s, 3H) 3.34 (s, 3H) 3.44-3.48 (m, 2H) 3.54-3.57
(m, 2H) 3.65-3.68 (m, 2H) 4.14-4.17 (m, 2H) 7.26 (d, 3J = 8.1 Hz, 2H) 7.79 (d, 3J = 8.1 Hz, 2H).
13C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 21.7 (CHs) 59.1 (CH3) 68.8 (CHz) 69.3 (CH2) 70.8 (CHy)
71.9 (CH,) 127.1 (CH) 130.3 (CH) 133.1 (Cqt) 144.9 (Cqt).

255



Experimental Section of Chapter Il

Compound 5.
[OHJ/OH C1oH14INO2
<N> M = 293.06 g.mol"

|

A solution of N,N-bis(2-hydroxyethyl)aniline (25 g, 138 mmol) in THF/pyridine (300/300 mL) was
cooled down to 0°C and two equivalents of I> (62.5 g, 262 mmol) were added. The solution was
stirred for an hour at 0°C and then warmed to r.t. Another equivalent of |2 (35 g, 138 mmol) was
added and the solution was stirred at room temperature for an hour. The solvent was then
evaporated, and the residue was dissolved in CH2Cl> (300 mL). The solution was first washed with
saturated sodium thiosulfate solution (3 x 100 mL) and then with a solution of CuSO4 10% to
remove the excess pyridine (5 x 100 mL). After recrystallization in AcOEt compound 5 was
obtained as an off-white powder (34 g, 86%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.47 (t, 4H, 3J= 3.6 Hz, CHzaN) 3.75 (s, 4H, CH.0.OH)
4.10 (s, 2H, OH) 6.42 (d, 2H, 3J = 6.9 Hz) 7.42 (d, 2H, 3J = 6.9 Hz)

Compound 6.

’/\O/\/O\/\O/ CZOH34|NOG
N O -
e e M = 511.40 g.mol"

To a solution of 5 (15 g, 51 mmol) in THF under N2, NaH (7.3 g, 306 mmol) was added over a
period of half an hour. The mixture was refluxed for one hour before the dropwise addition of a
solution of the tosylated compound 4 (42 g, 153 mmol) in THF. The reaction was stirred for 3 days
until consumption of the starting material. lced water was then added (200 mL) and the organic
solvent was evaporated under reduced pressure. The aqueous solution was extracted with CH.Cl,
(83 x 100 mL), dried over MgSO., and evaporated. The crude oil was purified by flash
chromatography (SiO2, Hexane/AcOEt 7/3 to AcOEt) yielding compound 6 as a yellow oil (23 g,
92%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.36 (s, 3H, CHs) 3.50-3.64 (m, 24H, CH, PEG) 6.46
(d, 2H, 3J= 6.9 Hz, CH) 7.38 (d, 2H, 3J= 6.9 Hz, CH). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm)
51.0 (CHz BN) 59.1 (CHa) 68.4, 70.7, 70.7, 70.8, 72.6 (CH, PEG) 76.6 (Cqt al) 114.2 (CH) 137.8
(CH) 147.5 (Cqt aN).
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Compound 7.

ﬁo/\/o\/\o/ Ca25HasNOgSi

N (0] -
/@ YoTTo M = 481.71 g.mol"
=7

TMS

A solution of compound 6 (16.49 g, 32.24 mmol) and trimethylsilylacetylene (6.33 g, 64.4 mmol)
in THF/EtsN 1:1 (1000 mL) was degassed under Ar for 1 hour. Cul (368 mg, 1.93 mmol) and
Pd(PPhs)2.Cl> (678 mg, 0.97 mmol) were added and the mixture was stirred overnight at 55°C.
The dark solution was filtered, the solvent was reduced under reduced pressure and the residue
was redissolved in CH2Clz (ca. 250 mL). The organic layer was washed with water (3 x 50mL) and
brine (3 x 50mL) and dried over MgSOQ,. After evaporation of the solvent, the residue was purified
by flash chromatography (SiO», Hexane/AcOEt 50:50) yielding compound 7 as a brown oil (14.5
g, 84%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 0.17 (s, 9H, CHs) 3.31 (s, 6H, CHs) 3.46-3.60 (m, 24H,
CH. PEG) 6.52 (d, 2H, 3J= 6.9 Hz) 7.21 (d, 2H, 3J= 6.9 Hz). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) &
(ppm) 0.1 (CHa) 50.6 (CH2 BN) 58.8 (CH3) 68.2, 70.4, 70.4, 70.5, 71.7 (CH, PEG) 90.9 (Cqt Si)
106.29 (Cqt BSi) 109.5 (Cqt ySi) 111.0 (CH) 133.0 (CH) 147.6 (Cat aN).

Compound 8.

ﬁo/\/o\/\o/ C22H43NOg

N (0] -
/@ oT o M = 409.52 g.mol"
=

H

Compound 7 (3.0 g, 6.23 mmol) was dissolved in THF (70 mL) and tetrabutylammonium fluoride
(1M in THF) (2.7 mL, 9.34 mmol) was added. The mixture was stirred for 2h before evaporation
of the solvant. The residue was taken in water (30mL) and the aqueous layer was extracted with
Et2O (3 x 30 mL). Organic layers were combined, washed with brine and dried over MgSO4 and
evaporated until dryness. The compound 8 was obtained as a yellow oil (2.52 g, 99%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.91 (s, 1H) 3.29 (s, 6H) 3.44-3.56 (m, 24H) 6.53 (d,
2H, 3J= 6.9 Hz) 7.22 (d, 2H, 3J= 6.9 Hz). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 50.6 (CHz BN)
58.8 (CHs) 68.2, 70.4, 70.5, 70.5, 71.7 (CH» PEG) 74.8 (CH) 84.6 (Cqt «CH) 108.5 (Cqt BCH)
111.1 (CH) 133.1 (CH) 147.8 (Cqt aN).
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Compound 9.
NPEG, CSOH42N2OQ
HO S Z M = 574.67 g.mol"
N~
[ONe)

Compound 8 (250 mg, 0.61 mmol) and 2-pyridinecarboxylic acid, 6-(hydroxymethyl)-4-iodo-
methylester 3 (128 mg, 0.43 mmol) were dissolved in a mixture of THF/EtsN 1:1 (10 mL) and the
solution was degassed under Ar for 1 hour. Cul (4.9 mg, 0.026 mmol) and Pd(PPhs)..Cl2(9.11 mg,
0.013 mmol) were added and the mixture was stirred overnight at 55°C. The dark solution was
filtered, the solvent was reduced under reduced pressure and the residue was redissolved in
CHzCl2 (ca. 50 mL). The organic layer was washed with water (3 x 50mL) and brine (3 x 50mL)
and dried over MgSOs. After evaporation of the solvent, the residue was purified by flash
chromatography, (SiO2, AcOEt 100% to AcOEt/MeOH 98:2) yielding compound 9 as a yellow oil
(222 mg, 90%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.36 (s, 6H, CHs) 3.50-3.63 (m, 24H, CHy) 3.98 (s, 3H,
CHs) 4.82 (s, 2H, CH. aOH) 6.53 (d, 2H, 3J= 6.9 Hz, CH) 7.35 (d, 2H, 3J= 6.9 Hz, CH) 7.54 (s, 1H,
CH) 8.03 (s, 1H, CH). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 50.9 (CH2 BN) 53.0 (CHa) 59.1
(CHa) 64.6 (CH» oOH) 68.4, 70.7, 70.8, 70.8, 72.0 (CH2 PEG) 85.1 (Cqt) 97.8 (Cqt) 108.0 (Cqt)
111.6 (CH) 125.0 (CH) 125.6 (CH) 133.6 (CH) 134.5 (Cqt) 147.0 (Cqt) 148.8 (Cqt) 160.6 (Cqt)
165.4 (C=0).

Compound 10.

NPEG, Cs31H4N2011S
MO Z M = 652.76 g.mol"
N~

[eNe}

I
Compound 9 (232 mg, 0.4 mmol) was dissolved in THF (10 mL) and EtsN (163 pL, 1.21 mmol). A
solution of mesyl chloride (46 uL, 0.6 mmol) in THF (2 mL) was added and the mixture was stirred
at room temperature. When all the starting material was consumed (ca. 1h) (monitored by TLC),
the solvent was removed under reduced pressure. The residue was retaken in CHzClz (30 mL)
and washed with saturated NH4Claq) (3 x 10mL) and brine (2 x 10 mL). The desired compound

was obtained without any further purification (232 mg, 94%).
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H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.10 (s, 3H, CHs) 3.30 (s, 6H, CHa) 3.45-3.56 (m, 24H,
CHz) 3.93 (s, 3H, CHs) 5.32 (s, 2H, CH2 aOMs) 6.51 (d, 2H, 3J= 6.9 Hz, CH) 7.31 (d, 2H, 3J= 6.9
Hz, CH) 7.59 (s, 1H, CH) 8.03 (s, 1H, CH). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 37.9 (CHs)
50.7 (CHz BN) 53.0 (CHs) 58.9 (CHs) 68.2 (CH, aOMs) 70.5, 70.6, 70.6, 71.8 (CH2 PEG) 84.6
(Cqt) 98.8 (Cqt) 107.4 (Cqt) 111.4 (CH) 125.9 (CH) 126.3 (CH) 133.6 (CH) 135.1 (Cqt) 147.8 (Cqt)
154.3 (Cqt) 164.9 (C=0).

Compound 11.

{)N\@ C7H13Ns
N
— M = 139.20 g.mol’

N-Dimethoxymethyl-N,N-dimethylamine (1.1 g , 9.28 mmol) was added to a solution of tacn (1.2
g, 9.28 mmol) in a mixture of CHCls/toluene 2/8 v/v (10 mL). The reaction mixture was stirred at
r.t. for 4 h, and then the solvent was evaporated under reduced pressure yielding 11 as a clear oil
in quantitative yield (1.28 g, 99%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.64-2.69 (m, 6H) 2.93-2.99 (m, 6H) 4.90 (s, 1H).
13C NMR (CDCls, 75 MHz, 298K) & (ppm) 51.8 (CHz tacn) 104.0 (CH).

Compound 12.

@\/QJN\} C19H19CIN4
o’ M = 266.77 g.mol!

The crude product 11 (1.1 g, 7.90 mmol) was dissolved in THF (20 mL), and a solution of
2-(chloromethyl)pyridine (950 mg, 7.48 mmol, 1.1 equiv.) in THF (10 mL) was added dropwise.
The reaction mixture was stirred at room temperature for 1 week. Compound 12 precipitated from

the reaction mixture and was isolated by vacuum filtration (1.3 g, 69%).

Compound 13.

e}

C13H20N4O
M = 248.33 g.mol"

)

7\
=Z
z
T Z
z

C
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The ammonium salt 12 (1.3 g, 4.87 mmol) was dissolved in water (20 mL) and stirred for 12 hours.
After evaporation of the solvent compound 9 was obtained as a yellow oil (1.21 g, 100%).

"H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) (NMR spectrum shown the presence of 2 rotamers) & (ppm)
2.85-3.17 (m, 14H, CHz tacn) 3.24-3.66 (m, 4H CH. tacn) 3.69-3.74 (m, 4H, CH. tacn) 3.86 (s, 2H,
CH,) 4.02 (s, 2H, CHy) 7.37-7.42 (m, 2H, CH) 7.57-7.86 (m, 4H, CH) 8.48 (m, 2H, CH). 3C NMR
(CDCls, 75 MHz, 298 K) (NMR spectrum shown the presence of 2 rotamers) & (ppm) 44.1, 45.8,
46.4, 47.0, 47.4, 49.2, 50.2, 51.7, 52.6, 53.7, 53.9 (CH. tacn) 62.5, 62.8 (CHz) 126.9, 127.1 (CH)
141.2 (CH) 151.2 (CH) 169.1, 170.2 (C=0).

Compound 14.

° C19H25NsO
N
@(\\_/N M = 339.44 g.mol"’
N7
R

To a solution of 13 (1.21 g, 4.87 mmol) in acetonitrile (30 mL) was added potassium carbonate
(1.35 g, 9.74 mmol) and 2-(chloromethyl)pyridine (680 mg, 5.35 mmol). The mixture was stirred
for 3 days, filtered over Celite® and dried under reduced pressure. The crude product was purified
by flash chromatography (SiO2, CH2Cl2 100% to CH2Clo/MeOH 90/10) yielding compound 14 as a
brown oil (1.35 g, 84%).

TH NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) (NMR spectrum shown the presence of 2 rotamers) & (ppm)
2.46-2.48 (m, 2H, CHz tacn) 2.69-2.73 (m, 2H, CHz tacn) 3.16 (s, 4H, CH2 tacn) 3.19-3.50 (m, 2H,
CHztacn) 3.76 (s, 2H, CH2) 3.79 (s, 2H, CH2) 7.06 (m, 2H, CH) 7.26 (d, 2H, 3J= 6 Hz, CH) 7.34
(d, 2H, 3J= 7 Hz, CH) 7.54 (m, 2H, CH) 7.97 (s, 1H, CH) 8.42 (m, 2H, CH). *C NMR (CDCls, 75
MHz, 298 K) (NMR spectrum shown the presence of 2 rotamers) & (ppm) 47.4, 50.5, 53.3, 54.3,
54.5, 58.0 (CH. tacn) 63.2, 63.9 (CH,) 122.0, 122.1 (CH) 122.8, 123.0 (CH) 136.3, 136.6 (CH),
149.0, 149.2 (CH) 159.6, 159.8 (Cqt) 163.7 (C=0).

Compound 15.

STNM
X N\_/N
'\Ej CigH2sNs

|
= M = 311.43 g.mol"
Compound 14 (408 mg, 1.20 mmol) was dissolved in a mixture of conc. HCI/MeOH 1/1 (40 mL)

and stirred at 100°C for 12 hours. After evaporation of the solvent, the residue was redissolved in
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H-O (100 mL) and the pH was adjusted to pH = 14 by adding NaOH pellets at 0°C. The aqueous
layer was extracted with CH2Cl> (3 x 30 mL). The conbined organic layers were dried over MgSO.4
and the solvent was removed under reduced pressure, yielding 11 as a yellow oil (359 mg, 77%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.66 (s, 4H, CH, tacn) 2.93 (m, 4H, CH. tacn) 3.04 (m,
4H, CHa tacn), 4.06 (s, 4H, CH,) 7.62 (t, 2H, 3J= 6.9 Hz, CH) 7.34 (d, 2H, 3J= 7.8 Hz, CH) 8.17 (t,
2H, 3J= 6.9 Hz, CH) 8.37 (d, 2H, 3J= 7.8 Hz, CH). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 45.6,
51.0, 52.4 (CH2 tacn) 58.6 (CH2) 129.8 (CH) 131.3 (CH) 144.7 (CH) 150.3 (CH) 151.2 (Cqt).

Compound 16.

CasHesN7Os
M = 868.09 g.mol"

A solution of 10 (600 mg, 0.92 mmol) in acetonitrile (30 mL) was added dropwised to a solution of
compound 15 (288 mg, 0.92 mmol). The solution was let to stir at r.t. for 5 days, then filtered and
the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by
chromatography on neutral Alumina (CHCI; to CHCls/MeOH 85/15). The purified compound was
then dialyzed to yield compound 16 as a yellow oil (439 mg, 55 %).

TH NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.88-2.91 (m, 12H, CH. tacn) 3.36 (s, 6H, CHs) 3.37-
3.62 (m, 24H, CH>) 3.86 (s, 4H, CHy) 3.92 (s, 2H, CH») 3.98 (s, 3H, CHs) 6.65 (d, 2H, 3J= 9 Hz)
7.10 (t, 2H, 3J= 5 Hz) 7.35 (d, 2H, 3J= 9 Hz) 7.51 (d, 2H, 3J= 8 Hz) 7.62 (t, 2H, 3J= 3 Hz) 7.64 (s,
1H) 8.01 (s, 1H) 8.49 (d, 2H, 3J= 4 Hz). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 50.8 (CH2 BN)
52.9 (CHs) 55.3, 55.7 (CH. tacn) 59.0 (CHs) 64.1 (CH2) 64.5 (CH>) 68.3, 70.6, 70.6, 70.7, 71.9
(CH>) 85.2 (Cqt) 97.0 (Cqt) 108.0 (Cqt) 111.4 (CH) 122.4 (CH) 123.4 (CH) 125.2 (CH) 127.3 (CH)
133.5 (CH) 133.9 (Cqt) 136.4 (CH) 147.2 (Cqt) 148.6 (Cqt) 148.9 (Cqt) 166.7 (C=0). ESI-HRMS
m/z calcd. for [CasHesN7Os+H]* 868.4967, found 868.4962.
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Compound 17.

C47He3N7Os
M = 854.06 g.mol"

The previous compound 16 (100 mg, 0.11 mmol) was dissolved in THF (4 mL) and 1M KOHq) (2
mL) was added. The mixture was stirred at 50°C for 3 hours and concentrated under reduced
pressure. The crude was dissolved in H>O (3 mL) and the pH was brought to 3 with HCI 1M and
the product was dialyzed yielding compound 17 (97 mg, 99%).

H NMR (D0, 500 MHz, 298 K) & (ppm) 2.73 — 2.95 (m, 8H, CH. tacn) 3.26 — 3.30 (m, 9H, CHs
PEG) 3.45 — 3.51 (m, 28H, CH: tacn + CHz PEG) 3.79 (s, 2H) 3.88 (s, 2H) 6.61 (m, 2H)
7.15—7.17 (m, 3H) 7.19 — 7.25 (m, 2H) 7.35 (m, 2H) 7.73 (m, 1H) 7.80 (m, 1H) 8.41 (s, 1H). 13C
NMR (DO, 126 MHz, 298 K) & (ppm) 51.5, 51.9 (CHztacn) 52.8 (CHz BN) 53.8 (CH. tacn) 60.9
(CHs) 62.9 (CHz) 64.5 (CH2) 65.3 (CH2) 70.6, 71.2, 72.3, 72.5, 72.8, 73.9, 74.9 (CH.) 88.8 (Cq)
99.9 (Cqt) 110.1 (Cqt) 114.8 (CH) 125.7 (CH) 126.6 (CH) 127.3 (CH) 128.9 (CH) 136.1 (Cqt) 136.4
(CH) 140.8 (CH) 151.7 (CH) 156.5 (Cqt) 156.8 (Cqt) 160.7 (Cqt) 173.8 (C=0). ES-HRMS m/z
calcd. for [CaHesN7Og+H]2* 427.7441, found 427.7446.

Compound 18.

CuCu47He2N70s
M = 916.60 g.mol"

Ligand Hno2py1fluo (17) (10 mg, 0.01 mmol) was dissolved in ultra pure deionized H>O (5 mL),
and the pH of the solution was adjusted to pH = 5. Cu(ClO4)..6H20 (4 mg, 0.01 mmol) was added
and the pH was adjusted to 6.6. The mixture was stirred for 24 hours at 60°C. The resulting
compound was purified by semi-preparative HPLC and lyophilized (10 mg, 94%).

ESI-HRMS m/z calcd. for [C47HssN7OsCul?* 458.2011, found 458.2015.
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Compound 19.

ZnC47He2N7Osg
M = 918.43 g.mol"

NPEG,
Ligand Hno2py1fluo (17) (10 mg, 0.01 mmol) was dissolved in 5 mL ultra pure H>O, and the pH
of the solution was adjusted to pH = 6.6. Zn(ClO4)2.6H20 (4 mg, 0.01 mmol) was added and the
pH was adjusted to 6.6. The mixture was stirred for 24 hours at 60°C. The resulting compound
was purified by semi-preparative HPLC and lyophilized (9.8 mg, 90%).

ESI-HRMS m/z calcd. for [C47HssN7OsZn]?* 459.7014, found 459.7009

Compound 20.

N
Buo. N H,} C19H31N304
M = 329.44 g.mol"

1,4,7-triazacyclononane (550 mg, 4.26 mmol) was dissolved in CH2Clz (20 mL) and triethylamine
(1.6 mL, 9.37 mmol) was added. The mixture was cooled to 0°C before dropwise addition of a
solution of Boc-ON (2.20 g, 8.51 mmol) in CH2Cl2 (20 mL). The reaction was let to stir for an
additional 6 hours, and the solvent was removed under reduced pressure. The residue was
retaken in AcOEt (30 mL) and the organic layer was washed with a solution of 4% NaHCOg,q)
(2 x 15 mL), Brine (2 x 15 mL), and 10% citric acid (3 x 20 mL). The pH of the resulting citric acid
layer was adjusted to pH = 10 with NaOH pellets and the aqueous layer was extracted with CH>Cl,
(83 x 30 mL). The organic layer was dried over MgSO. and evaporated to dryness, yielding
compound 15 as a colorless oil (1.26 g, 92%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 1.32 (s, 18H, CHs 'Bu) 1.77 (s, 1H, NH) 2.76 (s, 4H,
CH tacn) 3.07-3.12 (m, 4H, CH, tacn) 3.27-3.33 (m, 4H, CH; tacn). *C NMR (CDCls, 75 MHz,
298 K) & (ppm) 28.30 (CHs 'Bu) 47.1, 47.5, 47.9, 48.0, 49.3, 49.6, 50.2, 51.4, 52.1, 52.2, 52.8 (CH;
tacn) 79.3, 79.3 (Cqt) 155.4, 155.6 (C=0).
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Compound 21.

CaeH71N5012
M = 886.10 g.mol"

To a suspension of compound 20 (443 mg, 1.34 mmol) and K.CO3 (370 mg, 2.68 mmol) in
acetonitrile (40 mL) was added dropwise to a solution of 10 (790 mg, 1.34 mmol). The reaction
was let to stir for 4 days before filtration through Celite® and the solvent was removed under
reduced pressure. The crude material was purified by flash chromatography (SiO2 AcOEt) yielding
compound 17 as an orange oil (700 mg, 65%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 323 K) & (ppm) 1.45 (s, 18H, CHs 'Bu) 1.77 (s, 1H, NH) 2.76 (s, 4H,
CH tacn) 3.28 (s, 9H, CHs) 3.27-3.63 (m, 36H, CH, tacn + CHz PEG) 6.65 (d, 2H, 3J= 8.7 Hz, CH)
7.32 (d, 2H, 3J= 8.7 Hz) 7.66 (m, 1H, CH) 7.95-8.04 (m, 1H, CH). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 323
K) & (ppm) 28.6, 28.7 (CHs 'Bu) 49.5, 54.6 (CH, tacn) 51.1 (CHz N) 53.7 (CHs) 58.7 (CHs) 62.4
(CH,) 67.5, 68.7, 70.7, 70.8, 70.9, 72.1 (CH), 79.6, 80.1 (Cqt) 85.3 (Cqt) 108.6 (Cqt) 111.8 (CH)
125.5 (CH) 126.4 (CH) 127.3 (CH) 133.5 (CH) 148.9 (Cqt) 155.8 (Cqt) 165.7 (C=0). ESI-HRMS
m/z calcd. for [CasH71NsO12+H]* 886.5171, found 886.5176.

Compound 22.

,K\N CisH1oN3
M = 217.32 g.mol

To a solution of 1,4,7-triazacyclononane (450 mg, 3.48 mmol) in distilled ethanol (70 mL)
containing molecular sieve was added benzaldehyde (369 mg, 3.48 mmol). The reaction mixture
was stirred for 4 hours, then filtered through a pad of Celite® and the solvent was removed under
reduced pressure, yielding 20 as a white solid (750 mg; 95%).

"H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.89-2.93 (4H, m, CH. tacn); 2.99-3.03 (2H, m, CH>
tacn); 3.07-3.17 (4H, m, CH: tacn); 3.32-3.39 (2H, m, CH. tacn); 5.66 (1H, s, CH aminal); 7.18
(1H, 1, 3J= 7.3 Hz, CHa/); 7.29 (2H, t, 3J= 7.3 Hz, CHa/); 7.50 (2H, d, 3J= 7.3 Hz, CHa). '*C NMR
(CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 49.3, 49.6, 58.8 (CH2 tacn) 88.3 (CH) 126.6, 126.7, 128.2 (CHa)
145.8 (Cqt).
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Compound 24.

Ca6Hs5N50s

NPEG, M = 685.86 g.mol"’

Compound 22 (400 mg, 1.84 mmol) was dissolved in acetonitrile (100 mL) and K>COs
(508 mg, 3.68 mmol) was added before the addition of a solution containing 10 (1.2 g, 1.84 mmol)
in acetonitrile (50 mL) over a period of 30 minutes. The reaction was then let to stir for 2 days.
Filtration through Celite® and evaporation of the solvent gave a crude yellow oil that was purified
by column chromatography (Al>Os, CH>Cl> 100% to CH-Cl. / MeOH / isopropylamine 90:7: 3) to
yield the deprotected compound 24 as a yellow oil (781 mg, 62 % over two steps).

TH NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.74 (s, 8H, CH: tacn) 2.85 (s, 4H, CHz tacn) 3.00 (s,
2H, NH) 3.35 (s, 6H, CHs) 3.51 — 3.62 (m, 24H, CH.) 3.96 (s, 2H, CH.) 3.98 (s, 3H, CHs) 6.94 -
6.98 (d, 3JuH = 8.9 Hz, 2H, CH) 7.35 - 7.38 (s, 31 = 8.8 Hz, 2H, CH) 7.61 (s, 1H, CH) 8.01 (s, 1H,
CH). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 46.7, 47.1, 50.9 (CHz tacn) 53.1 (CHg) 53.2 (CHy)
59.1 (CHs) 61.7 (CH2) 68.4, 70.7, 70.7, 70.8, 72.0 (CH2 PEG) 85.1 (Cqt) 97.4 (Cqt) 108.1 (Cqt)
111.5 (CH) 125.5 (CH) 127.1 (CH) 133.6 (CH) 134.2 (Cqt) 147.5 (Cqt) 148.7 (Cqt) 161.0 (Cqt)
165.6 (C=0). ESI-HRMS m/z calcd. for [C3sHs6N5Og]* 686.4123, found 686.4124.

Compound 25.

C34H53N508
M = 671.39 g.mol"

The previous compound 24 (200 mg, 0.29 mmol) was dissolved in THF and 1M KOH (2 mL) was
added. The mixture was stirred at 50°C for 3 hours and then concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by semi-preparative HPLC yielding compound 25 as a
yellow oil (188 mg, 97%).

H NMR (D20, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.12 (m, 4H), 3.25-3.34 (m, 12H) 3.47-3.58 (m, 19H)
3.68-3.78 (m, 13H) 4.18 (s, 2H, CH2 aN) 7.07-7.10 (d, 3J = 9 Hz, 2H) 7.48 (s, 1H) 7.97-8.00 (d,
3J = 9 Hz, 3H). 3C NMR (DO, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 46.1, 47.5, 51.6, 54.7, 60.0 (CHz) 60.8
(CH) 69.7, 72.3, 72.7, 73.8 (CHz PEG) 117.3 (CHa) 121.1 (Cqt) 129.0 (CHa) 129.3 (Cqt) 131.0
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(CHar) 134.1 (CHa) 149.4, 151.5, 152.8, 162.2 (Cqt) 198.0 (C=0). ESI-HRMS m/z calcd. for
[C35H54N5Os]+ 672.3966, found 672.3966.

Spectroscopic experiments (ENS Lyon)

Absorption spectra were recorded in diluted solution ca. 102 or 10°® mM in CHCl.
(spectrophotometric grade) on a JASCO V-650 spectrophotometer. Emission and Excitation
spectra were recorded using a Horiba-Jobin-Yvon Fluorolog-3 fluorimeter. The steady state
luminescence was excited by unpolarized light from a 450 W xenon continuous wave lamp and
detected at an angle of 90°C for measurements of dilute solutions (10 mm quartz cuvette) either
by a Hamamatsu R928 or Peltier cooled R2658 photomultiplier tube. Luminescence quantum yield
@ were measured in diluted solutions with an absorbance lower than, 0.1, and were determined

using coumarin as reference.

Radiolabelling with ®*Cu (CRCINA, Univ. Nantes)

84CuCl> in HCI 0.1 N was added in a ratio 1:1 molar equivalent into acetate 0.1 M pH = 5.5 buffered
Ligand solution. The reaction mixture was incubated at 100°C for 15 min. Then, the radiolabeling
reaction was quenched through adding a calculated volume of 1 mM EDTA pH and stirred at room
temperature for 10 min. 2 L of this solution was taken out and deposited on an ITLC-SG plate
(Agilent Technologies). The thin layer chromatography was developed for 10 cm using 0.1 M
sodium citrate buffer (pH 4.5). The plate was then removed from the solvent and exposed for 5
min on a storage phosphor plate, and this was revealed using a radiometric phosphor imager
Cyclone® Plus (PerkinElmer) and analyzed with the Optiquant® software to obtain a

radiochromatogram.

Potentiometric measurements (Univ. Debrecen)

The protonation constants of the ligands were determined by pH-potentiometric titrations carried
out with a Metrohm 888 Titrando titration workstation using a Metrohm 6.0233.100 combined
electrode. The titrated solutions (6.00 mL) were thermostated at 25°C and the ionic strength in the
samples was set to 0.15 M NaCl. The samples were stirred and kept under inert gas atmosphere
(N2) to avoid the effect of CO.. For the pH-calibration of the electrode standard buffers (KH-
phthalate (pH=4.005) and borax (pH=9.177)) were used. The calculation of [H*] from the
measured pH values was performed with the use of the method proposed by Irving et al. ['®”! by
titrating 2 0.01 M HCI solution (1=0.15 M NaCl) with a standardized NaOH solution (from the data
collected int he pH range of 1.75-2-2). The differences between the measured and calculated pH
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values were used to obtain the [H*] concentrations from the pH-data obtained in the titrations. The
ion product of water was determined from the same experiment in the pH range 11.2-11.9.

The concentration of the ligand stock solution was determined by pH-potentiometric titration from
the titration data obtained in the presence and absence of large Mn?* excess. In the pH-
potentiometric titrations of the ligand 186 data pairs were recorded in the pH range of 2.77-11.85,
while the sample containing the Mn?* ion (one equivalent) was titrated in the pH range of 3.46-
11.86 when 126 data pairs were collected and fitted. The protonation and stability constants were
calculated from the titration data with the PSEQUAD program ['88],

rp and ry, relaxivities of the Mn?* complex (Univ Debrecen)

The relaxation times of water protons were measured at 60 MHz with a Bruker Minispec MQ-60
NMR Analyzer. The temperature of the sample holder was set (25.0+0.2 °C) and controlled with
the use of a circulating water bath. The longitudinal relaxation times (71) were measured by using
the inversion recovery method (180°-t-90°) by averaging 5-6 identical data points obtained at 14
different t values. The transverse relaxation times (T72) were measured by using the Carr-Purcell-

Meiboom-Gill sequence (CPMG) sequence again by averaging 5-6 identical data points.

The rip and ryp relaxivity of the complex was determined by using batch samples which were
prepared under argon atmosphere having the ligand present at 1.5 mM concentration (the pH in
these samples was kept constant at pH = 8.12 with the use of HEPES buffer
(I=0.15 M NaCl, 25 °C). Various amounts of MnCl, were added to these solutions and the
relaxation times of the solutions were measured. By relying on the species distribution curves
under these conditions only one Mn?* ion containing species is present in solution which is the
[Mn(L)] complex. The curve obtained by plotting 1/T 2, for the samples with [L]>[Mn?'] as a
function of Mn?* concentration gives a straight line, with a slope that is equal to the ri, and rzp
relaxivities, respectively. To confirm the complex formation and its pH range a sample containing
1 mM of the ligand and Mn?* ion (Viet= 10 mL) was titrated with NaOH and the 1/T;,, data was
collected in the pH range of 3.0-11.0. The given data co-plotted with the species distribution curve
calculated based on the stability constants determined by pH-potentiometric method were in

excellent agreement.
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Compound 26.

[S/>_/Br C4H4NSBr
N
M = 178.05 g.mol"

To a stirred solution of thiazol-2-ylmethanol (1.15 g, 10 mmol) in CHzCl> 50 mL) under Nz, was
added phosphorus tribromide (1 mL, 11.5 mmol). The mixture was then refluxed for 5 hours. 40
mL of distilled water were added, and the pH of the aqueous layer was adjusted to 6-7 by addition
of KoCOs. Extraction with CHCIs (3 x 30 mL). The organic layers were combined, dried over
MgSO. and concentrated under vacuum and gave 1 as a yellow oil (1.42g, 89%).

Compound 27.

ST
SN
N /N C18H24N3S3
/S&N } 4
- M = 420.61 g.mol
N”"s

Compound 26 (1.36g, 7.6 mmol) was added to a solution of tacn (300 mg, 2.3 mmol) in 100 mL
of acetonitrile, K:COs (6.30 g, 45.6 mmol). The reaction was stirred for 2 days. Filtration and
evaporation of the solvent gave a brown oil. no3th was purified by flash chromatography (SiOx,
CHxCl> 100% to CH2Clo/MeOH 90:10) (851 mg, 87%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) 5 (ppm) 2.98 (s, 12H, CH, tacn) 4.04 (s, 6H, CH, aN) 7.27
(d, 3J = 4Hz, 1H, CH aS) 7.67 (d, 3J = 4Hz, 1H, CH aN). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm)
56.2 (CH. tacn) 60.3 (CHz) 119.6 (CH aS) 142.5 (CH aN). ESI-HRMS m/z calcd. for C1sH2sNeSs,
421.1297 ; found 421.1299.

Compound 28.

MeOZC\[NHCI CeH7C|2NOzS
s C M = 228.09 g.mol"

To a solution of NaOMe (0.13 g, 2.6 mmol, 0.1 eq.) in a mixture 8:2 of DCM/MeOH (100 mL), at
-10 °C and under N2 atmosphere, was added dropwise dichloroacetonitrile (4.0 mL, 26.5 mmol).
The mixture was kept below 0°C and stirred during 30 min. Then L-cysteine methyl ester

hydrochloride (8.58 g, 50.0 mmol) was added to the solution and the mixture was warmed up to

268



Experimental Section of Chapter Il

room temperature. The solution was stirred for 18 hours. To the resulting yellowish solution,
CHxCI, (30mL) and water (40mL) were added, the organic layer was extracted, and the aqueous
layer was extracted with CH2Cl> (3 x 20mL). The organic fractions were combined, dried over
MgSO4 and concentrated to give the crude compound 28 as a yellow oil which was used as crude
product without further purification (4.99 g).

'"H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.61-3.69 (m, 2H, CHz) 3.77 (s, 3H, CHg) 5.14 (t, 3J=
9.6Hz, 1H, CH aC=0) 6.46 (1H, CH aCl)."*C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 35.8
(CH2 aS) 53.0 (CH3) 66.3 (CH aCl) 77.4 (CH aC=0) 169.9 (C=0) 172.3 (Cqt aN).

Compound 29.

MeO,C

T\Z\VC' CsHsNSOLS
M = 191.63 g.mol"

To a solution of 28 (4.99 g, 25.0 mmol) in THF (140 mL), EtsN (3.67 mL, 37.5 mmol) was added
dropwise over a period of 15 min. The solution was then stirred for 2 hours until consumption of
the starting material. The reaction was filtered and the THF was evaporated. The residue is diluted
in CH2Cl> (50mL) and washed twice with water (2 x 50mL). The organic phase is dried with MgSO4
and concentrated under reduced pressure. The resulting crude is then filtrated to remove the trace
of residual EtsN.HCI (SiO2, Hex/CHCI3 50:50). The white yellowish solid is obtained (3.43 g, 71%
in two steps).

"H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.92 (s, 3H) 4.85 (s, 2H) 8.19 (s, 1H). *C NMR (CDCls,
75 MHz, 298 K) & (ppm) 41.6 (CH) 52.7 (CHs) 129.3 (CH aS) 146.8 (Cq aS) 161.4 (C=0) 167.6
(Cat aC=0).

Compound 30.
S
Br;#} C11H17N4SBr 1
{E,} M = 317.25 g.mol
/

The protected tacn 11 (1.10 g, 7.90 mmol) was dissolved in the minimum amount of THF (10 mL)
and then a solution of 2-(bromomethyl)thiazole (1.90 g, 10.2 mmol) in THF (3 mL) was added. The
reaction mixture was stirred at r.t. for 20 hours. The precipitate was filtered to yield 30 as yellow
powder (2.20 g, 89%).
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"H NMR (D0, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.35-3.17 (m, 5H, CH: tacn) 3.66—3.50 (m, 5H, CH> tacn)
4.10-4.03 (m, 2H, CH: tacn) 5.07 (s, 2H, CHy) 6.06 (s, 1H, CH) 7.85 (d, 1H, =CH, 3J = 3 Hz), 8.02
(d, 1 H, =CH, 3J = 3 Hz). 3C NMR (D0, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 54.3, 57.6, 59.6 (2 C; CHztacn)
61.3 (CH2) 123.3 (CH) 127.4, 146.9 (=CH) traces of hydrolysis appear in the spectra due to the

solvent.

Compound 31.

S\X C11H1sN4OS
N
/N M = 254.35 g.mol
NH N
iy
(0]

The ammonium salt 30 (2.20 g, 6.93 mmol) was dissolved in water (100 mL) and stirred at r.t. for
18 hours. The solvent was evaporated under reduced pressure yielding 31 as a brown oil (1.75 g,
99%).

"H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3.17— 2.96 (m, CH> tacn), 3.47-3.17 (m, CH> tacn),
3.59-3.50 (m, CH tacn), 3.70-3.59 (m, CHz tacn), 3.85-3.70 (m, CHz tacn), 4.17 (s, CHz>-N, minor
rotamer), 4.29 (s, CH2-N, major rotamer), 7.63 (d, CH, 3J = 3 Hz), 7.83 (d, CH, 3J = 3 Hz), 8.05 (s,
CHO major rotamer), 8.19 (s, =CHO minor rotamer). *C NMR (CDCl; 75 MHz, 298 K)
5 (ppm) major rotamer 44.3, 47.1, 47.2, 51.7 (CHz tacn), 53.4 (2 C), 57.9 (CH2-N), 124.0, 144.6
(CH), 170.2 (C=0), 171.5 (C=N); minor rotamer 46.7, 49.5, 50.9, 53.2 (CH. tacn) 58.5 (CH-N)
124.0, 144.6 (=CH) 169.4 (C=0) 171.8 (C=N).

Compound 32.

KSL\/\> C15H21N5082
N
M = 351.49 g.mol"
ATaN
S&N\-_/NW

A solution of 2-(bromomethyl)thiazole 26 (800 mg, 3.97 mmol) in acetonitrile (20 mL) and
potassium carbonate (1.09 g, 7.94 mmol) were added to 31 (842 mg, 3.31 mmol) dissolved in
acetonitrile (50 mL). The mixture was stirred at r.t. during 3 d, filtered and the solvent was
evaporated under reduced pressure to yield a brown oil. The crude was purified on flash
chromatography (SiOz, CH2Cl» to CH2Cl./MeOH 90/10) yielding compound 32 as a yellow oil
(1.038 g, 89%).
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TH NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.64 (m, 2 H, CH. tacn) 2.83 (m, 2 H, CH> tacn) 2.99
(m, 2 H, CHztacn) 3.33 (s, 4 H, CHz tacn) 3.49 (m, 2 H, CH2-N) 4.04 (s, 4 H, CH>-N) 7.26 (s, =CH,
3J = 3Hz) 7.67 (d, =CH, 3J = 3Hz) 8.11 (s, =CHO). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 47.2,
50.5, 53.1, 54.4, 54.8, 58.2 (CHz tacn) 58.4, 59.2 (CH2-N) 119.1, 142.2 (=CH) 163.6 (C=0) 170.2,
171.4 (C=N).

Compound 33.
S\/\> C14H21 NSOSZ
N
N M = 323.48 g.mol"’
o ;

The resulting product was dissolved in methanol (15 mL) and conc. HCI (15 mL) was added. The
mixture was refluxed with stirring for 20 hours. The aqueous layer was extracted with chloroform
(3 x 30 mL). Organic layers were discarded. The pH of the aqueous layer was adjusted to ca.
pH = 12 with NaOH pellets, then extracted with chloroform (3 x 30 mL). Organic layers were
recombined, dried under MgSQO. and filtered. The filtrate was evaporated under reduced pressure
yielding a brown oil. The residue was purified by column chromatography (Al.Os, CHCIls/CHs;OH
95:5) to yield 33 as a brown oil (1.413 g, 77%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.74 (m, 8 H, CH. tacn) 2.84 (m, 4 H, CH. tacn) 4.07
(s, 4 H, CH2-N) 7.26 (d, 2 H,3J = 3Hz) 7.67 (d, 2 H, 3J = 3Hz). '*C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K)
o (ppm) 46.9, 52.8, 53.0 (CH2 tacn) 58.3 (CH2-N) 119.2, 142.0 (=CH) 170.9 (C=N). ESI-HRMS
m/z calcd. for C14H22NsS2, 324.1311; found, 324.1310.

Compound 34.

KSL\N&cone
N /N C2oH26N602S3
NG .
- l M = 478.65 g.mol
N”"s
\—)

A solution of 29 (218 mg, 1.14 mmol) in acetonitrile (60 mL) and potassium carbonate (315 mg,
2.28 mmol) were added to 33 (350 mg, 1.08 mmol) dissolved in acetonitrile (20 mL). The reaction
was stirred at r.t. for 3 days, filtered and the solvent was evaporated under reduced pressure to
yield a brown oil. The residue was purified by flash chromatography (SiO., CHCIls/MeOH 100:0 to
90:10) yielding 34 as a yellow oil (458 mg, 91%).
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TH NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.99-2.94 (m, 12H, CH. tacn) 3.91 (s, 3H, CHs) 4.03
(s, 6H, CH2-N) 7.25 (d, 2H,3J = 3 Hz) 7.65 (d, 2H,3J = 3 Hz) 8.13 (s, 1H). 3C NMR (CDCls, 75
MHz, 298 K) & (ppm) 52.5 (CHas) 55.9, 56.1, 56.2 (CH: tacn) 60.1 (CHz) 119.5, 128.4, 142.0 (CH)
146.4 (Cqt) 162.0 (C=0). ESI-HRMS m/z calcd. for C20H27NeO2S3, 479.1355; found, 324.1310.

Compound 35.
2}C02H
(/\l.\l (N\N,\? C19H24N602S3
ST 1 M = 464.62 g.mol"!
N”"s
\—/

Compound 34 (2,0 g, 3.3 mmol) was dissolved in 6M HCI (50 mL) and stirred at 100°C for 24
hours. Evaporation of the solvent gave Hno2th1tha as a white off solid (2.2 g, 99%, calcd. for 2
HCI, number of HCI has been determined by potentiometric titration).

TH NMR (D0, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.78 (s, 4H, CH» tacn) 2.97 (m, 4H, CH; tacn) 3.43 (m,
4H, CH; tacn) 4.47 (s, 4H, CH»th) 4.79 (s, 2H, CH» tha) 7.78 (d, 3J= 3 Hz, 2H) 7.92 (d, 3J = 3 Hz,
2H) 8.35 (s, 1H). *C NMR (D0, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 49.2, 52.1, 54.9 (CH. tacn) 55.5 (CH.
th) 57.3 (CH. tha) 127.1, 1351, 137.1 (CH) 149.3, 162.9, 166.1, 174.2 (Cqt).
ESI-HRMS m/z calcd. m/z calcd. for C1gH2sNsO2Ss, 465.1195 ; found, 465.1195.

Compound 36.
I C1oH18N4S
o M = 226.34 g.mol"
HN HN
Compound 30 (887 mg, 3.49 mmol) was dissolved in conc. HCI /MeOH 1/1 v/v (20 mL) and stirred
at reflux for 24 hours. After evaporation of the solvent, the crude product was dissolved in water
and the pH of the aqueous solution was adjusted to pH = 14 with NaOH pellets. Then the aqueous
solution was extracted with CH2Clz (3 x 30 mL), the combined organic layers were dried over

MgSQs4, and evaporated to yield 36 as a brown oil (791 mg, 99%).

"H NMR (D-0, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.68 (m, 4H) 2.98 (m, 4 H) 3.24 (s, 4H, CH>-N) 4.15 (s,
2H) 7.70 (d, 1H,3J = 3 Hz) 7.80 (d, 1H, 3J = 3 Hz). 3C NMR (D:0, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 44.7,
46.1, 49.7 (CH tacn) 53.7 (CH2-N) 127.9 (CH) 136.4 (CH) 171.4 (Cqt). ESI-HRMS m/z calcd. for
C1oH19N4S, 227.1324 ; found, 227.1325.
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Compound 37.

ST
MeO,C K&}\CogMe
N NN C22H28N604S3
S)”Nu'“l M = 536.68 g.mol"
N”"s
\—/

A solution of 29 (1.35 g, 7.32 mmol) in acetonitrile (60 mL) and potassium carbonate
(4.05 g, 29.3 mmol) were added to 36 (791 mg, 3.49 mmol) dissolved in acetonitrile (20 mL). The
mixture was stirred at r.t. for 3 days, filtered and the solvent was evaporated under reduced
pressure to yield a brown oil. The residue was purified by flash chromatography on (Al2Os,
Hexane/CHClIs; 70:30 to 30/70) yielding 37 as a yellow oil (1.35 g, 72%).

H NMR (CDCls, 300MHz, 298K) & (ppm) 2.92-2.98 (m, 12H, CH, tacn) 3.91 (s, 6H, CHs) 4.02 (s,
6H) 7.25 (d, 1H, 3J = 3 Hz) 7.64 (d, 1H, 3J = 3 Hz) 8.12 (s, 1H). 1*C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K)
8 (ppm) 52.5 (CH3) 56.1, 56.2, 56.4 (CH, tacn) 60.2 (CHz) 119.4 (CH aS) 128.4 (CH aS) 142.3
(CH aN) 146.4 (Cqt) 162.0 (C=0) 171.5 (Cqt) 174.0 (Cqt). ESI-HRMS m/z calcd. for C2oH2eNsO4Ss,
537.1406 ; found, 537.1408.

Compound 38.

HO,C Ki }COZH
2%,.\, {N@ C20H24N604S3
s Lj“l 3 HCl M = 508.63 g.mol!
NS

Compound 37 (148 mg ; 0.27 mmol) was dissolved in 6 M HCI (10 mL) and stirred at 100°C for
24 hours. Evaporation of the solvent gave Hzno1th2tha as a white off solid (166 mg, 99%, calcd.
for 3 HCI, number of HCI has been determined by potentiometric titration).

H NMR (D-0, 300 MHz, 298 K) d (ppm) 2.99 (s, 4H, CH. tacn), 3.26 (s, 4H, CH» tacn), 3.41 (s,
4H, CH: tacn) 4.45 (s, 2H, CHz) 4.54 (s, 4H, CH.) 7.72 (s, 1H, CH) 7.82 (s, 1H, CH) 8.18 (s, 1H,
CH)."3C NMR (D20, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 51.1, 53.0, 54.0 (CH> tacn) 55.4 (CH.) 58.3 (CHx)
127.2 (CH aS) 134.6 (CH aS) 138.6 (CH aN) 148.3 (Cqt) 165.7 (C=0) 170.4 (Cqt). ESI-HRMS
m/z calcd. for CooH2sNsO4S3, 509.1093 ; found, 509.1093.
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Compound 39.

PN
Vo0, K&}COZMe
2/\[\‘ fNj Cz4H30N50683
s Nu“l M = 594.72 g.mol"
N/‘S
MeO,C

To a solution of tacn (500 mg. 3.80 mmol) in acetonitrile (50 mL) and K2COs (3.15 g, 22.8 mmol)
was added 29 (1.71 g, 12.7 mmol) and the mixture was stirred for 2 days. After completion of the
reaction the mixture was filtered over a pad of Celite® and the solution was evaporated under
reduced pressure. The oily residue was purified by flash chromatography (SiO2, CHCIz 100% to
CHCI3/MeOH 90:10) yielding 39 as a yellow oil (2,0 g, 87%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.96 (s, 12H, CHz tacn) 3.91 (s, 9H, CHa) 4.03 (s, 6H,
CHz aN) 8.13 (s, 3H, CH)."*C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 52.0 (CHs) 56.3 (CH tacn)
60.3 (CHz) 128.4 (CH aS) 146.5 (Cqt aN) 161.9 (C=0) 173.7 (Cqt aC=0).

Compound 40.

ST
HO,C KL\ }COZH
%),.\,V[N3 C21H24NsO6S3
s “U‘l 4HCl M = 552.64 g.mol!
N"s
HO,C

Compound 39 (2.0 g. 3.3 mmol) was dissolved in 6 M HCI (50 mL) and stirred at 100°C for 24
hours. Evaporation of the solvent gave Hsno3tha as a white off solid (2.29 g, 99%, calcd. for 4
HCI, number of HCI has been determined by potentiometric titration).

H NMR (D20, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 3,48 (s, 12H, CH. tacn) ; 4,61 (s, 6H, CHz aN) ; 8,34 (s,
3H, CH)."3C NMR (D-0, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 53.5 (CH. tacn) 58.5 (CH,) 134.2 (CH aS) 148.7
(Cqt aN) 166.3 (C=0) 168.0 (Cqt aC=0). ESI-HRMS m/z calcd. for [C21H25NsQsS3+H]*, 553.099 ;
found : 553.099.

General method for the synthesis [M'(no3th)]** complexes (M = Cu?* / Zn?*)
The ligand no3th (0.1 mmol) was dissolved in acetonitrile (50 mL) and then 1.2 eq of the M(ll)

perchlorate salts were added. The mixture were stired for 12 hours under relfux. The solvent was
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removed and the residue was resuspended in MeOH. The desired compound remained insoluble
in MeOH while the excess of M(Il) perchlorate salts were soluble. The solid was filtered and the
process repeated with MeOH (2 x 3 mL), then redisolved in acetonitrile and dried under reduced
pressure.

Compound 41.

oy 1
N
[[\1\/\CNU C18H24NsS3Cu |
s “q”l M = 484.16 g.mol
N5
\—/

The compound was obtained as a green powder (55 mg, 96%)
ESI-HRMS m/z calcd. for [CUC13H24N683]2+ 241.5255 found 241.5260.

Compound 42.

KSL\XT 2+

N

s C1gH24NeS3Zn

A

@»Nﬂvl M = 485.99 g.mol"
N7

The compound was obtained as a white powder (55 mg, 96%)

"H NMR (dmso-d®, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.83-2.88 (m, 6H, CH> tacn) 3.03-3.08 (m, 6H, CH>
tacn) 4.56 (s, 6H, CH. th) 7.29 (s, 3H, CH th) 7.96 (s, 3H, CH th). ESI-HRMS m/z calcd. for
[C1sH24N6S3ZN]?*, 242.0252 ; found, 242.0256.

General method for the synthesis M'L complexes (M = Cu? / Zn?* ; L = Hno2th1tha /
H:no1th2tha / Hzno3tha)

The ligands (0.1 mmol) were dissolved in 10 mL of water. The pH of the solution was adjusted,
ca. pH = 6, before the addition of 0.9 eq of the M(Il) perchlorate salts. The pH was checked again
and stabilized to pH 6.4 to 6.7 by addition of 0.1 M KOH. The mixture were stired for 12 hours
under relfux. After cooling the solution to r.t. the solvent was removed and the residue was
resuspended in MeOH. The desired compound remained insoluble in MeOH while the excess of
M(II) perchlorate salts were soluble. The solid was filtered and the process repeated with MeOH
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(2 x 3 mL), then redisolved in acetonitrile and dried under reduced pressure.
Compound 43.

s |t
ﬁ
( C19H23N602S3Cu
N l M = 527.16 g.mol"
-0
o)

The compound was obtained as a green powder (49 mg, 93%)
ESI-HRMS m/z calcd. for [C19H24NO2SsCu]?* 263.5203 ; found 263.5207.

Compound 44.

s+ |t
»}
{ C19H23N02S3Zn
N l M = 528.99 g.mol"

o™

0]

The compound was obtained as a white powder (50 mg, 94%)

H NMR (D,0, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.78-2.81 (m, 2H, CH, tacn) 2.90-3.01 (m, 4H, CH, tacn)
3.14-3.19 (m, 6H, CH. tacn) 4.42, 4.47 (s, 4H, CH, th) 4.54 (s, 2H, CH, tha) 7.15 (d, 2H,
3J = 4 Hz, CH th) 7.72 (d, 2H, 3J = 4 Hz, CH th) 7.83 (s, 1H, CH tha). ESI-HRMS m/z calcd. for

[C19H24N02S35Zn]?* 264.0201 ; found 264.0198.
Compound 45.

ST

o® AW
}LFN/ C20H22N604S3CU
S l M = 570.16 g.mol’

-0
o

The compound was obtained as a green powder (51 mg, 91%)
ESI-HRMS m/z calcd. for [C2oH24N6Q4S3Cul?* 285.5153 ; found 285.5157.
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Compound 46.

EE\
0"~ (L\,}
4 j‘v@'ﬁ C20H22N604S3Zn
RS 1 M = 572.00 g.mol"
-0
(e}

The compound was obtained as a white powder (53 mg, 93%)

"H NMR (D20, 400 MHz, 298 K) & (ppm) 2.84-2.95 (m, 4H, CHz tacn) 2.99-3.02 (m, 2H, CH. tacn)
3.11-3.24 (m, 6H, CH>, tacn) 4.40-4.44 (d, 2H, 3J = 16 Hz, CH.tha) 4.52 (s, 2H, CH. th) 4.54-4.58
(d, 2H, 3J = 16 Hz, CH> tha) 7.28 (d, 1H, 3J = 4 Hz, CH th) 7.70 (d, 1H, 3J = 4 Hz, CH th) 8.04 (s,
2H, CH tha). ESI-HRMS m/z calcd. for [C2oH24Ns04S3Zn]? 286.0151 ; found 286.0150.

Compound 47.

SR\, QO ]
P N CerHaiN
) N/NC':“") 21H21NeO6S3Cu
| NG Cu
s AN ) M = 613.16 g.mol"

The compound was obtained as a green powder (55 mg, 90%)
ESI-HRMS m/z calcd. for [C21H24NsOsS3sCul?*, 307.5102 ; found, 307.5102.

Compound 48.

S A (6] —‘ :
0O KL\M
“NN’ 3 Cg1H21N683032n
/L Zn )
s N& Nl M = 615.00 g.mol"
N7"s

o)

O
The compound was obtained as a white powder (53 mg, 87%)
H NMR (D20, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.99-3.14 (m, 12H, CH. tacn) 4.58 (s, 6H, CH. tha) 8.12
(s, 3H, CH tha). ESI-HRMS m/z calcd. for [C21H24NsOsS3Zn]?*, 308.0099 ; found, 308.0098.

Potentiometric Titration (ITQB, Lisbone)
The potentiometric setup consisted of a 50 mL glass-jacketed titration cell sealed from the

atmosphere and connected to a separate glass-jacketed reference electrode cell by a Wilhelm
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type salt bridge filled with 0.1 M KNO3 electrolyte. An Orion 720A+ measuring instruments fitted
with a Metrohm 6.0123.100 glass electrode and a Metrohm 6.0733.100 Ag/AgCl reference
electrode was used for the measurements. The ionic strength of the experimental solutions was
maintained at 0.10 £ 0.01 M with KNOs; temperature was controlled at 298.2 + 0.1 K using a Huber
CC3-K6 compact cooling and heating bath thermostat and a previously calibrated Orion 91-70-06
ATC-probe. Atmospheric CO2 was excluded from the titration cell during experiments by slightly
bubbling purified nitrogen on the experimental solution. Titrant solutions were added through
capillary tips at the surface of the experimental solution by a Metrohm Dosimat 665 automatic
buret. Titration procedure is automatically controlled by software after selection of suitable
parameters, allowing for long unattended experimental runs.

Titrations were performed in aqueous solutions at 0.10+0.01 M of KNO3z and 25.0£0.1 °C. The
titrants were a KOH solution prepared at ca. 0.1 M from a commercial ampoule and standardized
by application of the Gran method '8, and also a standard HNOj3 solution at 0.100 M used on
back titrations as prepared from a commercial ampoule. A standard solution of
ethylenediaminetetraacetic acid dipotassium salt (K:Hzedta) was prepared at 0.050 M from a
commercial ampoule. Ligand (commonly designated as L) solutions were prepared at ca. 2.0x1073
M in water acidified with HNO3 to pH=2. The Cu?* and Zn?* solutions were prepared at ca. 0.05 M
from analytical grade nitrate salts and standardized by complexometric titrations %% with the
standard K:Hzedta solution. Sample solutions for titration contained approximately 0.03-0.05
mmol of ligand in a 30 mL starting volume, and in complexation titrations metal cations were added

at ca. 0.9 and 1.5 equiv. of the ligand amount.

The electromotive force during titrations was measured after calibration of the electrode by titration
of a standard HNO; solution at 2.0x1073. The [H*] of the solutions was determined by
measurement of the electromotive force of the cell, E = E*' + Qlog [H*] + E;, and the term pH is
defined as -log [H*]. B> and Q were determined from the acidic pH region of the calibration
titrations. The liquid-junction potential, Ej, was found to be negligible under the experimental
conditions used. The value of K, = [H*][OH] was found to be equal to 107378 by titrating a solution
of known hydrogen-ion concentration at the same ionic strength in the alkaline pH region,
considering E” and Q valid for the entire pH range. The protonation constants of Hsedta and the
thermodynamic stability constants of its copper(ll) complex used in competition titration
refinements were taken from the literature. Each in-cell titration consisted of 120—150 equilibrium
points in the range of pH 2.5-11.0, and at least two replicate titrations were performed for each
particular system. Back titrations were always performed at the end of each direct complexation
titration in order to check if equilibrium was attained throughout the entire pH range. An out-of-cell
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titration of Hzno3tha with copper(ll) in the pH range 3.5-5.0 (where equilibrium was not reached
during in-cell titrations) was prepared in 10 separate individual points (each at 1/10 the volume of
the corresponding analytical solution for the in-cell titration) closed in vials under nitrogen
atmosphere. These points were measured after 4 weeks of stabilization (found by repeated
measurement over time of one test vial) and used together with the respective in-cell titration.
Competition titrations with Hsedta were performed for each studied ligand and copper(ll) to
determine the stability constants of the CuL complex species, at a 1:1:1 (Cu:L:edta) ratio using
0.03-0.05 mmol of ligand. The refinements of the stability constants of the copper(ll) and zinc(ll)
complexes were done using titrations with both metal ratios simultaneously, and in case of the
copper(ll) complexes by using the stability constant for the CulL species previously determined by
competition as a fixed value in the speciation model.

The potentiometric data were refined with the HYPERQUAD software !'®l, while species
distribution diagrams and pM values were calculated using the HySS software 2. The overall
equilibrium constants A, and Sunnnu are defined by gH. = [HWL)/[H]'L]' and Aummnn =
[MnHnLJ/[M]™[H]"[L]". Differences, in log units, between the values of protonated (or hydrolysed)
and non-protonated constants provide the stepwise (log K) reaction constants (being Kumnnu =
[MnHnL)/[MnHn-1LiJ[H]). The errors quoted are the standard deviations calculated by the fitting
program for the experimental data in each system.

UV-visible and EPR Experiments

Solutions of the copper(ll) complexes of the 4 ligands were prepared at ca. 1.0 mM concentration
by dissolution of the previously isolated complexes in DMF/water, and these were used as
samples for both the Vis and EPR studies. Vis spectra were acquired at 25 °C on a PerkinElmer
lambda 650 spectrophotometer. EPR spectra of the frozen sample solutions were acquired at 130
K on a Bruker EMX 300 spectrometer operating in the X-band and equipped with a continuous-
flow cryostat for liquid nitrogen, at a microwave power of 2.0 mW and a frequency of 9.5 GHz. All
spectra were simulated using a single paramagnetic species, as no additional species with
different structures are distinguishable. Simulations of the experimental spectra were performed
with the SpinCount software 11931,

Electrochemical Experiments

The  electrochemical  studies were performed in a glovebox (Jacomex)
(O2 < 1 ppm, H:O < 1 ppm) with a home-designed 3-electrode cell (WE: glassy carbon, RE:
Ag/AgCI/NaCl (3 M), CE: graphite rod). The potential of the cell was controlled by using an
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AUTOLAB PGSTAT 302 (Ecochemie) potentiostat monitored by using a computer. The glassy
carbon electrode was carefully polished before each voltammetry experiment with a 1 ym alumina
aqueous suspension and ultrasonically rinsed in water and then with acetone. Exhaustive
electrolysis was performed with a graphite rod working electrode. The ultrapure (18 MQ)
deoxygenated water was used as received and kept under argon in the glovebox after degassing.
Lithium perchlorate (Sigma-Aldrich, 99.99%) was used as a supporting electrolyte in 0.1 M

concentration without purification. Experimental redox potential values were recalculated against
0

E (NHE) by considering that E0 (Ag/AgCI/NaCl (3 M)) = 0.22 V vs. NHE.
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Compound 49.

N

LM M = 472.63 g.mol"!

To a solution of 1,4-bis(thiazolyl-2-ylmethyl)-1,4,7-triazacyclononane 33 (500 mg, 1.54 mmol)
and potassium carbonate (425 mg, 3.08 mmol) in acetonitrile (150 mL), 4-nitrobenzylethinyl
bromide (2.83 g, 12.32 mmol) was added. The reaction was stirred at r.t. for 3 days and filtered
through a pad of Celite® before evaporation of the solvent under reduced pressure. The crude
mixture was purified by column chromatography (Al-O3, Hexane 100% to CHCI3 100%). The

desired compound 49 was obtained as a yellow oil (363 mg, 50%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.85 (s, 12H, CH2 tacn) 2.90 (s, 4H, CH: Et) 3.98
(s, 4H, CHp) 7.23-7.25 (d, 2H, 3J = 6 Hz, CH aN) 7.31-7.34 (d, 2H, 3J = 9 Hz, CHa) 7.64-7.66
(d, 2H, 3J = 6 Hz, CH aS) 8.08-8.11 (d, 2H, 3J = 9 Hz, CHa,). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K)
5 (ppm) 34.5 (CH2 BN) 56.9 (CH. tacn) 56.1 (CHz aN) 59.9 (CHzth) 119.3 (CH) 123.6 (CHa)
129.6 (CH) 142.3 (CHa) 146.5 (Cqt) 148.8 (Cqt) 172.1 (Cqt). ESIFHRMS m/z calcd. for
[CazH2sNsO2S2+H]* 473.1788 found 473.1783.

Compound 50.

1y
N
N Ca22H30NeS2
O

U M = 442.64 g.mol"!
NH,

Compound 49 (256 mg, 0.54 mmol) was dissolved in methanol (7 mL) and conc. HCI
(28 mL). Tin(ll) chloride (819 mg, 4.34 mmol) was added and the reaction stirred at r.t. for 24
hours. After consumption of the starting material, monitored by LRMS, H-.O (100 mL) was
added and the pH was adjusted to ca. 7/8 with K.COs. The aqueous layer was extracted with
CHCIs (4 x 20 mL), dried over MgSO. and the solvent was evaporated. The titled compound
was obtained as a yellow oil after purification by RP-semipreparative HPLC (C+s, H2O / CHsCN
95:51t05:95, 53 mg, 22%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.66-2.75 (m, 4H, CHy) 2.90-2.94 (m, 12H, CH,
tacn) 3.57 (brs, 2H, NH,) 4.02 (s, 4H, CHzth) 6.59-6.62 (d, 2H, 3J= 8.1 Hz, CHa,) 6.95-6.98 (d,
2H, 3J= 8.1 Hz, CHa) 7.25-7.26 (d, 2H, 3J = 3.3 Hz, CH) 7.31-7.34 7.67-7.68 (d, 2H,
3J = 3.3 Hz, CH). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) 5 (ppm) 33.6 (CH2 BN) 55.9 (CHa tacn)
59.9 (CH2th) 60.9 (CHzaN) 115.2 (CHa BNHz) 119.3 (CH th) 129.6 (CH th) 130.4 (CHa)142.3
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(Cqt) 144.5 (Cqt) 172.43(Cqt). ESFHRMS m/z calcd. for [CaHaoNeSo+H]* 443.2046
found 443.2043.

Compound 51.

KE \
SN
N Ca3H2sNeS3
o4

S M = 484.70 g.mol

NCS
Compound 50 (53 mg, 0.12 mmol) was dissolved in 3 M HCI (2 mL) and added to a solution
of thiophosgene (488 mg, 2.39 mmol) in CHCIs (3 mL). The mixture was stirred vigorously at
r.t. for 18 hours before separation of the two layers. The aqueous layer was washed with CHCls
(5x1mL) and evaporated to dryness, then lyophilized yielding the titled compound as a yellow
solid (51 mg, 89%).

H NMR (D0, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.82 (s, 4H, CH, tacn) 3.10-3.16 (m, 6H, CHa tacn +
CH: aN) 3.46 (s, 4H, CHztacn) 3.69 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, CH BN) 4.39 (s, 4H, CH>) 7.36 (s, 4H,
CHa) 7.80-7.82 (d, 2H, 3J = 6 Hz, CH aN) 7.97-7.99 (d, 2H, 3J = 6 Hz, CH aS). 3C NMR (D:0,
75 MHz, 298 K) & (ppm) 29.6 (CH2 Et BN) 46.5, 48.9, 51.5 (CH, tacn) 53.1 (CHz) 56.2 (CH, Et
aN) 127.0 (CH a NCS) 126.4 (CH aS) 130.0 (CH aN) 135.1 (Cqt a NCS) 136.4 (CH B NCS)
169.8 (Cqt). ESI-HRMS m/z calcd. for [CasH2sNeSs+H]* 485.1610 found 485.1606.

Compound 52.

Ci13H15sNOs
N M = 233.27 g.mol

(4-bromo-2-pyridine)methanol (1.05 g, 5.6 mmol) and methyl-5-hexynoate (986 mg, 7.8 mmol)
were dissolved in a mixture of THF/EtsN 1:1 (20 mL) and the solvent were freeze-pump-thaw
degassed (x 3) and backfilled with argon. After cooling to r.t. Pd(PPh3)..Cl> (117 mg, 0.16
mmol) and Cul (63 mg, 0.33 mmol) were added and the mixture was stirred at 55°C for 18
hours. The mixture was filtered, evaporated, and the residue was redissolved in CHxCl
(50mL). The organic layer was first washed twice with sat. NH4Cl(aq) (30 mL) and brine (30 mL),
dried over MgSQO4 and evaporated under reduced pressure. The crude material was purified
on flash chromatography (SiO2, Hexane/AcOEt 80/20 to 0/100) affording the compound as a
darkish oil (890 mg, 70%).
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H NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K) & (ppm) 1.88-1.96 (q, 2H, 3J = 5 Hz, CHy) 2.45-2.51 (m, 4H,
CHy) 3.66 (s, 3H, CHs) 4.70 (s, 2H, CHz) 7.12-7.14 (d, 1H, 3J = 5 Hz, CHa) 7.23 (s, 1H, CHay)
8.42-8.44 (d, 1H,3J = 5 Hz, CHa,). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 18.8, 23.4, 32.7
(CHz) 51.6 (CHs) 64.1 (CHz) 79.2, 94.3 (Cqt) 122.7, 132.6, 148.2 (CHa) 159.8 (Cqt) 173.3
(C=0).

Compound 53.

I C14H17NOsS
N M = 311.35 g.mol"

Compound 3 (131 mg, 0.4 mmol) was dissolved in CH2Cl> (10 mL) and EtsN (170 mg, 1.68
mmol). A solution of mesyl chloride (97 mg, 0.84 mmol) in CH>Cl> (2 mL) was added and the
mixture was stirred at r.t. for 2 hours. When all the starting material was consumed (monitored
by TLC), the organic layer was washed with sat. NaHCOg3(aq) (3 x 10mL) and brine (2 x 10 mL).
The desired compound was obtained without any purification (174 mg, 99%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 1.91 (m, 2H, CH,) 2.47 (q, ®J = 7.0 Hz, 4H, CH)
3.08 (s, Hz, 3H, CHs) 3.65 (s, 3H, CHs) 5.24 (s, 2H, CH2) 7.15-7.25 (m, 1H, CHay) 7.38 (s, 1H,
CHa) 8.48 (d, 3J = 5.1 Hz, 1H, CHa)). 3C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 18.9, 23.5,
32.8 (CH2) 38.1, 51.7 (CHs) 71.1 (CH2) 78.9, 95.5 (Cqt) 123.6, 125.4 (CHa) 133.3 (Cqt) 149.4
(CHar) 153.7 (Cqt) 173.4 (C=0).

Compound 54.

“
SN

@LQN} C31H38N602
\—

o M = 526.69 g.mol"’
N= ‘
N § OMe

Compound 15 (545 mg, 1.75 mmol) was dissolved in acetonitrile (80 mL) and K2COs (484 mg,
3.50 mmol) was added. After a few minutes of stirring, a solution of the mesylated compound
53 (545 mg, 1.75 mmol) in acetonitrile (25 mL) was added dropwise over a period of 15
minutes. The reaction mixture was stirred at r.t. for 2 days. After filtration through a pad of
Celite® the solvent was evaporated to dryness and the residue purified by column
chromatography (Al2Os, CHCIlz / CHCI-MeOH 97-3) vyielding 54 as a brown oil
(480 mg, 52%).
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TH NMR (CD3CN, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 1.78 (g, 2H, 3J = 9 Hz, CH,) 2.40-2.49 (m, 4H,
CHz) 2.77 (s, 12H, CHz tacn) 3.58 (s, 3H, CHzs) 3.72 (s, 2H, CHz py) 3.75 (s, 4H, CHz py) 7.10-
7.17 (m, 3H, CHa) 7.46-7.48 (m, 3H, CHa/) 7.62 (t, 2H, 3J = 9 Hz, CHa) 8.37 (d, 1H,
3J = 6 Hz, CHar) 8.42 (d, 2H, 3J = 6 Hz, CHa,). '*C NMR (CDsCN, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 19.3,
24.5, 33.3 (CH2) 52.0 (CHs3) 56.30 (CH. tacn) 64.8, 65.0 (CH py) 80.1, 95.1 (Cqt) 122.8, 124.1,
124.6, 125.8 (CHa) 132.7 (Cqt) 137.2, 149.8 (CHa) 161.2, 161.8 (Cqt) 174.1 (C=O).
ESI-HRMS m/z calcd. for [Cs1HasNsO2+H]* 527.3129 found 527.3127.

Compound 55.

N
NN CaoH3sNeSs3
|
g . M = 512.66 g.mol"
.
‘ -t
X § OK

o

Compound 54 (100 mg, 0.19 mmol) was dissolved in THF (10 mL) and 1M KOH (1 mL) was
added. The reaction was stirred at reflux for 12 hours before evaporation to dryness. The
desired compound 35 was obtained as a brown solid after purification on a sephadex G10
column eluted with water (96 mg, 99%).

TH NMR (D-0, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 1.71 (m, 2H, CH>) 2.23 (t, 2H, CH>) 2.36 (m, 2H, CH>)
2.78-2.86 (m, 12H, CHztacn) 3.75 (s, 2H, CHz py) 3.87 (s, 4H, CHz py) 7.23 (d, 1H, 3J = 6 Hz,
CHar) 7.25-7.36 (m, 4H, CHa\) 7.50 (s, 1H, CHa)) 7.72 (t, 2H, 3J = 9 Hz, CHa/) 8.28 (d, 1H,
3J = 6 Hz, CHa/) 8.42 (d, 1H, 3J = 6 Hz, CHa). ¥C NMR (D20, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 21.6,
27.6, 39.5 (CH2) 56.2 (CH2 tacn) 63.2 (CHz py) 81.4 (Cqt) 100.3 (Cqt) 126.8, 127.4, 128.5,
128.9 (CHar) 136.3 (Cqt) 141.2, 151.2 (CHar) 156.6, 156.8 (Cqt) 184.1 (C=0). ESI-HRMS m/z
calcd. for [CaoH3sNsO2+H]* 513.2972 found 513.2966.

Synthesis of the peptide based conjugates and the "*'Cu metallopeptides

The bombesin peptide Ahx-[D-Pheb Statine’®|Bombesin(6-14) = Ahx-JMV594 (Ahx =
6-aminohexanoic acid, Sta = statine) was prepared by standard Fmoc chemistry using Rink
amide resin on a CS Bio CS336X peptide synthesizer according to the manufacturer’s protocol.
A 4-fold excess of coupling reagent (HATU = 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridinium-3-oxid hexafluorophosphate) and corresponding Fmoc protected
amino acids (Iris Biotech GmbH, Germany) was used in each coupling step. Purification of the
peptide conjugates were done by semi-preparative RP-HPLC using a Knauer Smartline 1000
HPLC system in combination with a Macherey Nagel VP 250/21 Nucleosil 120-5 C18 column.
The solvent system was A=H>O (0.1% TFA) and B =acetonitrile (0.1% TFA). Semi-
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preparative HPLC gradient was 0-40 min 5-60% B at a flow rate of 12 mL min~'. Analytical
HPLC was performed on an Agilent 1260 Infinity System equipped with an Agilent 1200 DAD
UV detector (UV detection at 220 nm) and a Raytest Ramona radiation detector (Raytest
GmbH, Straubenhardt, Germany) in series. A Phenomenex Jupiter Proteo (250 x 4.60 mm)
column was used for analytical HPLC. The gradient was 0—1 min 5% B, 1-25 min 50% B at a
flow rate of 1 mL min™".

The "'Cu metallopeptides were synthesized using 1.5-fold excess of "!CuCl, -2 H.O (0.1 mM
in ammonium acetate buffer). For each compound, the bioconjugates 56, 57 and 58 (500 ug,
0.29 umol) in 250 uL H-O was mixed with 250 pL of "*Cu stock solution containing 1.5 eq of
the corresponding metal salt (CuCl. 2 H20) and heated at 45 °C for 15 min. After cooling to
r.t., the complexes were purified using C1s Sep Pak cartridges, which were preconditioned with
EtOH and HxO (5 mL each). After loading, the cartridge was washed with H2O (2 mL) and the
product was eluted using EtOH:H-O (50:50 v/v; 2 mL). After evaporation of EtOH at ambient
temperature, samples were lyophilized to give the final metallated bioconjugates.

Compound 56.

NH
Jolp-"
H H o ¥ o vEle) o) N oH O
— NTNW\)LN/’YNQLN NEJLN N A A N A A NH
H o = o * Y

s
&W{N$ S lH H o H o H o
KV/N H,N"T0
57
CeaH119N21012S3 M=1711.19 g.mol

Resin loaded with 0.2 mmol/g of peptide (18.11 mg, 0.014 mmol) was dissolved in 3 mL of dry
DMF. Then no2th-EtBzNCS (28.56 mg, 0.059 mmol) and DIPEA (10.5 pL, 0.059 mmol) were
added and the mixture was stirred for 2 hours at rt. The resin was washed with DMF
(83 x 2mL) and then CH2Cl» (3 x 2 mL). After deprotection and cleavage with TFA/HO/TIS
(95/2.5/2.5; v/v), the crude peptide conjugates were precipitated in ice-cold diethyl ether,
centrifuged and finally purified by semi-preparative RP-HPLC Yield: 1.03 mg, 4%. RP-HPLC
(analytical, 220 nm): t& = 24.06 min; ESI-HRMS m/z calcd. for [CgsH119N21O12Ss+H]*
1710.8581, found 1710.8581.
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Compound 57.

NH
Jo Nt
2+[ H H o ¥ o el e N OH O
. — WQ/NTNW\)&N/YN%N N:QLN Ny N/'\)LN NH,
&WC_NCUN S H o i H o = H O H o = H o
s ! Y
KV/\N H,N"~0
57
CuCssH119N21012S3 M= 1774.74 g.mol
Yield: 488 ug, 0.27 umol, 95%. RP-HPLC (analytical, 220 nm): {r = 21.40 min.

ESI-HRMS m/z calcd. for [CuCgsH119N21012S3]* 886.3897, found 886.3824.

Compound 58.

=\
Ny S
s M
&KN N
v ), Lo
KFN H o < H 0 H H © Y oHo
SWNV\/\)LN/YNQLN NQLN NQLN N N NH,
0 H o lH 0 H o H o H o
HN"S0
CeoH113N21013S3 M = 1673.10 g.mol"

Resin loaded with 0.2 mmol/g of peptide (83 mg, 0.024 mmol) was dissolved in 3 mL of dry
DMF. Then Hno2th1tha (46 mg, 0.099 mmol), HATU (37 mg, 0.099 mmol) and DIPEA (17 uL,
0.099 mmol) were added and the mixture was stirred for 2 hours at rt. The resin was washed
with DMF (3x2 mL) then CH2Cl. (3x2 mL). After deprotection and cleavage with TFA/H20/TIS
(95/2.5/2.5; vlv), the crude peptide conjugates were precipitated in ice-cold diethyl ether,
centrifuged and finally purified by semi-preparative RP-HPLC Yield: 1.71 mg, 4%. RP-HPLC
(analytical, 220 nm): {r = 22.6 min. ESI-HRMS m/z calcd. for [CgoH113N21013Ss+H]* 1672.8061,
found 1672.8087.
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Compound 59.
2+ Ja
ﬂ“js
s {
&WC%UN) N
KFN H o) /(Hjo \HNHo ) ",f OH O
SA(N\/\/\)LHWN%H N\)LHITN\)kH N N NH,
0 0 l o *: 0 0 0
HN"S0
CuCgsH119N21012S3 M=1711.19 g.mol

Yield: 463 pg, 0.26 pumol, 92%. RP-HPLC (analytical, 220 nm): fr = 20.0 min. ESI-HRMS m/z
calcd. for [CuCgoH115sN21013S3]** 867.3637, found 867.3624.

Compound 60.

H o

NH
Jo D
H o % o nAe H O N, OHO
4 NW\)LN/YN%N N A A N A A N A A N
P o H o < H o = H o H o =
> by N
M\

H,N"Y0

Co1H125N21013 M =1721.14 g.mol"

The compound no3pyCOOK* (3.3 mg, 0.007 mmol), PyBOP (5.08 mg, 0.01 mmol) and HOBt
(1.32 mg, 0.01 mmol) were dissolved in 50uL of DMF. DIPEA (1.25 mg, 0.01 mmol) was added
to raise the pH and finally the mixture was poured in an Eppendorf containing the free peptide
Ahx-dJMV594 (2.0 mg, 0.002 mmol). The mixture was stirred at 40°C for 2h then 2 mL of water
was added and the crude was purified by semi-preparative RP-HPLC Yield: 750 ug, 25%. RP-
HPLC (analytical, 220 nm): tz = 20.4 min. ESI-HRMS m/z calcd. for [CoiH125N21O13+H]*
1720.9878, found 1720.9848.
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Compound 61.

H < OH
2+ ’-_ > N\/\/\AN/YN\AN \AN N\)LN N\MN NH,
~7 o HolHo H o HOH/HO
N~
— H,N"0

‘ o _/_NCLjN

/N_‘\/N\\\\\)
N
/ N\
CuCg1H125N21013 M = 1784.68 g.mol

Yield: 488 ug, 0.27 umol, 95%. RP-HPLC (analytical, 220 nm): {r = 21.33 min.
ESI-HRMS m/z calcd. for [CuCge1H115N21013]%* 891.4525, found 891.4510.

84Cu Labelling experiments

Radiolabelling was performed in 0.1 M buffered media (pH 5.5 NaOAc, pH 7.4 HEPES, pH 8.2
HEPES). Stock solutions of 56, 58 and 60 were prepared in HO (1 nmol uL™"). For labelling
experiments, 5 uL of bioconjugate (1:100 dilution of stock solution in corresponding labelling
buffer) were mixed with 119 pL of corresponding buffer. To this solution, 1 pL of [*Cu]CuCl.
in 0.1 M HCI (5*Cu stock diluted to an activity concentration of ~1-2 MBg/uL) was added to give
a final volume of 125 pL and a chelator concentration of 0.4 pM. After brief mixing, samples
were either incubated at r.t. or 95 °C for 15 minutes. Analysis was initially performed by
analytical RP-HPLC. The radiochemical conversion (RCC) was also checked by TLC using
silica gel microfiber strips (Agilent, iTLC-SG glass microfiber) and DTPA solution (50 mM, pH
7.4). No differences between the HPLC and TLC analyzed samples were observed so that
determination was continued by TLC. While %*Cu-56, %*Cu-58 and %*Cu-60 remained at the
origin (Rt = 0), uncomplexed %Cu (in the form of the corresponding DTPA complex) moved
with the solvent front (Ri = 1). TLC Strips were analyzed by phosphorimaging and RCC was
calculated. Each experiment was repeated 3 times. The identity of the ®*Cu complexes was
confirmed by the UV trace of the corresponding non-radioactive Cu?* complexes.

For Hsdtpa challenge experiments and copper exchange experiments, ~20 MBq [¢*Cu]CuCl.
were added to 1 nmol of 56, 58 and 60, respectively, in 0.1 M NaOAc pH 5.5 and heated at 45
°C for 15 minutes.

dtpa stability measurements

Experiments were performed according to a previously described protocol ['*],  For each
experiment, 1—-2 MBq (1uL) of [6*Cu]Cu-56, [**Cu]Cu-58 or [®*Cu]Cu-60 were mixed with
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75x 103 fold excess of dtpa as competitive ligand. The samples were incubated for 24 h at r.t.
The dissociation of the radiopeptide was monitored by radio-TLC. Each experiment was
repeated 3 times

natCu exchange experiments

Experimental conditions were based on a previously described procedure ['38. Copper
exchange was measured at pH 7.4 in 0.1 M HEPES buffer. Non-radioactive Cu?* solution was
prepared as a stock solution of CuCl. 2 H.O. For each experiment 1—2 MBq (1 pL) [6*Cu]Cu-
56, [**Cu]Cu-58 or [*Cu]Cu-60 were mixed with 40-fold excess of "Cu as competitive cation.
The mixture was incubated for 24 h at rt. The exchange rate between "*Cu/%*Cu was monitored
by radio-TLC. Each experiment was repeated 3 times.

Lipophilicity (log Docvres) measurements

For log Docypes measurements, 1—-2 MBq of [6*Cu]Cu-56, [**Cu]Cu-58 and [5*Cu]Cu-60 or
[#*Cu]RM2 (20 pL) were added to a pre-saturated mixture of phosphate buffered saline pH 7.4
(PBS) (480 pL) and octanol (500 pL). Samples were shaken for 30 min at rt, centrifuged at
21,100 g for 5 min and 100 pL of each phase were counted for 1 min on a calibrated Perkin
Elmer (Waltham, MA, USA) 2480 Automatic Wizard Gamma Counter by using a dynamic
energy window of 400-600 keV for copper-64 (511 keV emission). Each experiment was
repeated 3 times

Determination of the Binding Affinity

The binding affinity profiles (ICso values) of the metal-free peptides and the corresponding
metallopeptides were determined using a cell-based competitive assay with
125][Tyr4]-Bombesin as radioligand. RM2 was used as reference. Experiments were performed
using Merck Multiscreen® filter plates and punch kit. Briefly, each compound in different
concentrations (1000 to 0 nM) was incubated in the presence of 0.15 nM of [ Tyr*]-Bombesin
(Perkin Elmer, Waltham, USA) at 37 °C for 1.5 h in 96-well plates seeded with 2x10° PC3 cells
per well. The total well volume was 150 pL. After incubation, the supernatant was removed by
vacuum and wells were washed two-times with 200 pL of cold PBS. Using the punch kit, the
cell-associated radioactivity was transferred into counting tubes and radioactivity was
measured using Perkin Elmer 2480 Automatic Wizard Gamma Counter. Data were fitted using
non-linear regression (GraphPad Prism). Experiments were performed at least in two
independent experiments in triplicate.
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Compound 62.
Q C11H16N4O3

N
NH, H/\NHZ M = 252.12 g.mol

O,N
(S)-4-nitrophenylalanine methyl ester hydrochloride (5 g, 19.18 mmol) was added in small
portions over a period of one hour to avoid formation of polymers, under an atmosphere of N2
to stirring ethylenediamine (25 mL) at room temperature. The reaction mixture took rapidly a
brown red coloration and kept stirring at r.t. overnight. Excess of ethylenediamine was removed
under reduced pressure and the residue was redissolved in 5 M NH4sOH (20 mL). The aqueous
layer was extracted with CHCIz (5 x 20 mL). The combined organic layers were dried over
MgSO4 and solvent was evaporated under reduce pressure to afford 62 as an orange oil (4.68
g, 97%).

"H NMR (CDCls, 300MHz, 298 K) 5 (ppm) 1.24 (s, 4H), 2.63 (t, 3J= 6Hz) 2.81 (dd 3J= 6Hz, 1H)
3.13 (m, 3H) 3.54 (dd 3J= 6Hz, 1H) 7.25 (d, 3J= 4.2 Hz, 2H) 7.47 (s, 1H) 7.98 (d, 3J= 4.2 Hz,
2H). 3C NMR (CDCls, 75MHz, , 298 K) & (ppm) 40.7, 41.2, 41.2, 56.0 (CHz), 123.4, 130.0
(CHar) 145.9 (Cqt) 146.5 (Cqt) 173.5 (C=0).

Compound 63.
C11H18N4O2
N M = 238.29 g.mol"

H
ON NH,H  NH,

To a solution of compound 62 (475 mg, 1.88 mmol) in THF (25 mL) under an atmosphere of
N2 was slowly added BHs. THF (10 mL) at 0°C. The reaction mixture was stirred at this
temperature for 1 hour before refluxed for 4 hours. Excess of BHs was quenched by slow
addition of MeOH (25 mL) at r.t. The solvent was removed under reduced pressure to give a
slurry which was resuspended in 6 M HCI (20 mL) and refluxed for 3 hours. NaOH pellets
were added to adjust to pH = 12 and the aqueous layer was extracted with CH2Cl2 (5 x 20 mL).
The combined organic layers were dried over MgSO4 and solvent was removed under reduced
pressure to yield compound 63 as a yellow oil (307 mg, 70%).

H NMR (D0, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 2.56-2.66 (m, 1H) 2.69-2.77 (m, 2H) 2.82-2.94 (m,
3H) 3.00-3.05 (m, 2H) 3.22-3.27 (m, 1H) 7.35 (d, 3J= 4.2 Hz, 2H) 7.98 (d, 3J= 4.2 Hz, 2H).
13C NMR (D20, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 41.7 (CHz) 42.9 (CHz) 49.7 (CHz) 54.0 (CH) 126.5
(CHay) 133.1 (CHa) 148.9 (Cqt a NO2) 149.6 (Ca).
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Compound 64.

o Ci12H18N4O3

N >""NH,

ON NH, 1 M = 266.30 g.mol"!
(S)-4-nitrophenylalanine methyl ester hydrochloride (2.5 g, 9.6 mmol) was added gradually to
freshly distilled 1,3-diaminopropane (11.35 g, 153.4 mmol), at 0°C for one hour. The mixture
was stirred at 40 °C during 24h, and the solvent was removed under vacuum. NH,OH (5M) was
added to reach pH = 12, and the aqueous layer was extracted with CHCI3; (5 x 20 mL). The
combined organic layers were dried with MgSO, filtered, and evaporated. Compound 64 was
obtained as a reddish solid (2.02 g, 79%).

H NMR (D0, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 1.34 (s, 5H) 1.58 (m, 2H) 2.72 (t, 3J = 4.2 Hz, 2H)
2.90 (dd, 3J = 4.2 Hz, 2H), 3.28-3.36 (m, 3H), 3.62 (dd, 3J = 4.2 Hz, 1H), 7.37-7.40 (d,
3J = 9 Hz, 2H) 7.55 (m, 1H) 8.18-8.21 (d,3J = 9 Hz, 2H). ®C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) &
(ppm) 32.8, 37.4, 40.0, 41.2, 42.7 (CHz), 56.3 (CH), 123.9 (CHar), 130.3 (CHa/), 146.0 (Cqt a
NOz), 147.1 (Cqt) 173.1 (C=0).

Compound 65.

H/\/\NHZ C12H20N40O2
O:N . M = 252.32 g.mol"
Compound 64 (2.02g, 7.6 mmol) was dissolved in 20 mL dry THF and cooled to 0°C. Then,
BH3.SMe; was added (15 mL, 30.2 mmol). The mixture was stirred under nitrogen overnight,
heated at reflux. MeOH (50 mL) was added to quench reaction, and solvents were removed in
vacuo, then HCl 6M was added (20 mL), and the reaction was stirred at reflux during 1h30.
The pH of the aqueous layer was then raised to pH = 12 with NaOH pellets. Aqueous layer
was extracted with CHCIs (5 x 20 mL), the combined organic layers were dried with MgSQO.,
filtered and the solvent was removed under reduced pressure, yielding 65 as a yellow oil
(1.15 g, 60%).

H NMR (CDCls, 300 MHz, 298 K) & (ppm) 1.34 (s, 5H, NH2) 1.51 (m, 2H) 2.37 (dd, %J= 4.2 Hz,
1H) 2.56 (m, 4H), 2.77 (dd, 3J= 4.2 Hz, 1H), 3.02 (m, 1H), 7.27 (d, ®J= 9 Hz, 2H) 8.02 (d, 3J=
49 Hz, 2H). *C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) § (ppm) 38.3, 39.9, 42.1, 47.4 (CHy) 51.8 (CH)
55.6 (CHz) 123.0 (CHay) 129.5 (CHa) 146.0 (Cqt a NO2) 147.1 (Cqt).
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Compound 66.

o C14H20N4O2

O,N N._NH
\©\/[”T M = 276.34 g.mol"

Compound 65 (1.15 g, 4.56 mmol) was dissolved in 60 mL of acetonitrile, with an excess of
K>COs (3.78 g, 27.36 mmol). Then, chloroacetaldehyde (50% in H20, 4.33 mmol), solubilized
in 60 mL of acetonitrile was added dropwise, under strong stirring, at 0°C during 1h30. This
mixture is left at r.t. for 4 days. The reaction medium was filtered through Celite®, and the
solvent was removed. The solution was washed with NaOH 4M until pH = 12 and extracted
with CHCI3 (3 x 20 mL) and dried over MgSO.. Organic solvent was removed under reduced
pressure, yielding compound 66 as an orange oil (1.08g, 86%).

13C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) 5 (ppm) 27.2, 40.4, 44.8, 50.7, 54.4 (CH,), 55.9 (CH), 59.8
(CH2), 75.4 (CH), 123.6 (CHa), 129.92 (CHa,), 146.2 (Cqt a NOy), 146.7 (Cqt).

Compound 67.

CasHaoN4O2

o O
Q’(\N M = 548.73 g.mol
<5U1©

Compound 66 (1.08 g, 3.91 mmol), was solubilized in 60 mL of acetonitrile, with an excess of
K>CO3(2.16 g, 15.6 mmol). Benzyl bromide was added with 30 mL of acetonitrile in the flask
and left to react during 3 days at room temperature. The mixture is filtered through Celite®, and
the solvent is removed. The crude was solubilized in 100 mL of ethanol, with a large excess of
sodium borohydride (0.84 g, 22.3 mmol), and left for 2 days at room temperature, under strong
stirring. The solvent was removed, and the orange oil obtained is taken up in chloroform and
filtered through Celite®. The solvent was removed under vacuo, and the resulting oil was stirred
in diethyl ether overnight. Then, insoluble impurities are removed via filtration through Celite®,
and the solvent is removed in vacuo, giving yellowish oil (0.65 Q).

3C NMR (CDCls, 75 MHz, 298 K) & (ppm) 26.0, 37.0, 48.9, 49.1, 51.4, 51.8, 54.6, 56.0 (CHz),

57.3 (CH) 60.5, 61.1 (CH2), 123.1, 126.84, 127.0, 127.2, 128.0, 128.2, 128.6, 129.2, 129.4,
129.8, 130.0 (CHa/), 139.9, 140.1, 140.4 (Cqt Bn), 145.8 (Cqt a NO), 149.1 (Cqt).
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[Cu(no3th)] [Zn(no3th)] [Cu(no3tha)] [Zn(no3tha)]
Formula C18H24CI2Ne0sS3Cu  C18H24Cl2NeOsS3zZn C21H30CuNs C24H34Clo.50N7
0O10Ss3 O11.25S3Zn
MW (g.mol) 683.05 684.88 686.23 779.86
Crystal system monoclinic monoclinic triclinic monoclinic
Space group P21/c P21/c P-1 P21/n
TIK 296(2) 296(2) 296(2) 170(2)
A/ A (MoK) 0.71073 0.71073 0.71073 0.71073
al A 9.1936(3) 9.1467(2) 8.9546(4) 9.1563(8)
b/A 15.9890(5) 16.1147(4) 10.9939(5) 40.419(3)
c/A 18.1224(4) 18.1862(5) 14.0477(6) 17.2257(18)
a 90 90 85.134(4) 90
B 98.856(2) 99.110(3) 86.799(3) 100.485(10)
Y 90 90 81.534(4) 90
V(A3) 2632.17(13) 2646.77(11) 1361.62(10) 6268.6(10)
Z 4 4 2 8
Dcalc (Mg.m-3) 1.724 1.719 1.674 1.653
g mm- 1.327 1.422 1.099 1.097
F(000) 1200 1400 710 3228
0 range (°) 3.67 t0 26.865 3.586 to 26.105 3.72 t0 27.468 3.895 t0 23.678
R(int) 0.1067 0.0491 0.1273 0.1771
Reflns measd 15720 16297 16901 29022
Unique Reflns 5364 5411 5560 12795
Refl obsd > 20 4317 4199 4356 5009
(h
GOF on F? 1.067 1.053 1.03 0.938
R4 0.0736 0.0663 0.0468 0.0904
wR:2 0.1859 0.1509 0.1143 0.1225
Largest diff.peak 0.827 -0.791 0.542 -0.554 0.403 -0.508 0.679 -0.853
and hole (e. A®)
[Cu(no2th1tha)] [Cusz(no2thitha)2] [Cusz(no3tha):]
Formula C19H31Cl3CuNsOsS3 CagHs50ClaCuaN12022 Se Ca2H54Cl2Cus N12026Se
MW (g.mol ") 705.58 1551.68 1596.85
Crystal system triclinic triclinic monoclinic
Space group P-1 P -1 -P2ybc
T/K 170(2) 296(2) 296(2)
A1 A (MoK) 0.71073 0.71073 0.71073
al/A 8.1124(3) 9.7341(6) 14.9658(6)
b/A 10.6463(4) 10.4174(7) 13.3025(5)
c/A 17.8145(7) 14.3026(8) 15.8016(6)
a 100.576(3) 87.718(5) 90
B 95.080(3) 89.646(5) 103.766(4)
Y 106.730(4) 80.050(5) 90
V(A3) 1432.00(9) 1427.39(15) 3055.5(2)
V4 2 1 2
Dealc (Mg.m-3) 1.641 1.805 1.736
g mm-? 1.307 1.602 1.419
F(000) 730 789 1630
0 range (°) 3.668 to 28.517 3.41 t0 26.37 3.625 to 24.895
R(int) 0.1067 0.153 0.1865
Reflns measd 17382 17173 18817
Unique Reflns 5838 5817 6226
Refl obsd > 20 (1) 4614 4621 4132
GOF on F2 1.053 1.071 1.035
R 0.0785 0.0558 0.0633
wR:2 0.1688 0.1406 0.1621
Largest diff.peak and 0.137 -0.969 0.734 -0.685 0.861 -0.533
hole (e. A%)
__ ZlFol=|Fc| _ (ZIw(Fol*~IFc|®)]1* 12
R =T wRy = ey
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Résumé : Le 1,4,7-triazacyclononane (tacn) fait
partie de la famille des polyazamacrocycles et a la
faculté, lorsqu’il est N-fonctionnalisé par des
groupements coordinants adequats, de former des
complexes de coordination stables
thermodynamiquement et inertes cinétiquement avec
les métaux de transition. C’est pourquoi les dérivés
du tacn trouvent de nombreuses applications dans de
nombreux domaines, par exemple celui de I'imagerie
médicale. Notre équipe a développé des ligands
N-fonctionnalisés par des groupements picolinate et
méthylpyridine pour des applications en imagerie TEP
et IRM.

Le premier travail de cette thése porte sur
l'élaboration de nouvelles sondes bimodales
TEP-imagerie optique et IRM-imagerie optique a
motifs issus de tacn-picolinate décrits au laboratoire.

Une seconde partie est axée sur la synthése de
nouveaux chélates du Cu(ll) a base de tacn portant
des bras méthylthiazole pour une potentielle
application en imagerie TEP. Les complexes de
Cu(ll) correspondant ont été étudiés par différentes
méthodes analytiques et spectroscopiques afin de
juger leurs stabilités thermodynamiques et leurs
inerties cinétiques.

Les chélatants répondant aux critéres imposés par le
milieu biologique ont été sélectionnés pour une
application en imagerie TEP dans le cadre du cancer
de la prostate. Des analogues bifonctionnels ont
ainsi été élaborés afin de les incorporer dans des
radiopharmaceutiques radiomarqués au cuivre-64.

Synthesis and coordination of triazacyclononanes and bifunctional derivatives : toward applications in

medical imaging.

Keywords : tacn, coordination complexes, regiospecific N-functionalization, bimodal probes, bifunctional

chelating agents, PET imaging.

Abstract : The 1,4,7-triazacyclononane (tacn) is part
of the family of polyazamacrocycles, and has the
faculty, when appropriately N-functionalized with
coordination pendants, to form thermodynamically
stable and kinetically inert coordination complexes
with transition metals. Thanks to their properties tacn
derivatives can be found in numerous applications
such as medical imaging. Our group has developed
some ligands N-functionalized with picolinate and
picolyl pendants for an application in PET imaging
and MRI.

The first part of this thesis is focused on the
development of a new class of bimodal PET-optical
imaging and MRI-optical imaging probes based on
tacn-picolinate units described in the laboratory.

The second part deals with the synthesis of new
Cu(ll) chelators based on tacn-methylthiazolyl units
for a potential application in PET imaging. The
corresponding Cu(ll) complexes were studied by
different analytical and spectroscopic methods in
order to evaluate their thermodynamic stabilities and
Kinetic inertness.

The chelators that fullfiled all the criterias imposed by
the biological media were selected for an application
PET imaging of prostate cancer. Some bifunctional
analogues were elaborated so as to incorporate
them in radiopharmaceuticals radiolabeled with
copper-64.



