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Introduction générale







Que ce soit dans les domaines de la santé, de la biologie ou des matériaux, en recherche
fondamentale comme industrielle, les polyazacycloalcanes et leurs propriétés complexantes
font I’objet d’une attention particuliére. Dans le cadre, par exemple, de I’imagerie par résonance
magnétique (IRM), ils sont employés sous forme d’agents de contraste, permettant aussi bien
le diagnostic d’un large nombre de pathologies que la détection de tumeurs. Le ligand
H4DOTA, cyclen N-fonctionnalisé par quatre groupements acétate et son complexe de
gadolinium(IIT) GdADOTA" figurent parmi les dérivés polyazamacrocycliques les plus connus a
ce jour (Figure 1). Employé comme agent de contraste pour I’'I[RM, le dérivé gadoliné
commercialisé sous le nom Dotarem® est produit a hauteur de 80 tonnes par an par 1’entreprise
pharmaceutique Guerbet qui le distribue a travers le monde. Fort du succes rencontré avec ce
dérivé, de nombreux autres agents de contraste sont apparus sur le marché, souvent appelés

« dota-like » tant la popularité de ce macrocycle est importante.

TOH HOT T

7 N
H2O__$‘3’\d3+j
iN H ‘\ NL
iOH HoL
H,DOTA [GA(DOTA)(H,0)
Dotarem®

Figure 1 : Ligand polyazamacrocyclique H{DOTA et son complexe de gadolinum(III) utilis¢ pour 'IRM.

Associés a un radionucléide, les polyazacycloalcanes présentent également un intérét
dans le domaine de la médecine nucléaire. L’accessibilit¢ grandissante de radionucléides
compatibles avec une application in vivo permet désormais d’exploiter les propriétés de ces
macrocycles. Couplés a une molécule vectrice (anticorps, peptide...), les radiocomplexes
permettent de visualiser ou de traiter spécifiquement une tumeur en préservant le tissu sain
environnant.

Bien que ces produits soient communément utilisés dans le domaine de la santé, la
recherche scientifique s’emploie a développer des produits de thérapie et d’imagerie encore
plus performants. En IRM, une augmentation de 1’efficacité des agents de contraste de faible
poids moléculaire, de type Dotarem®, permettrait d’améliorer la sensibilité de la technique et
de diminuer les doses injectées pendant ’examen clinique, celles-ci étant actuellement de
I’ordre de 2 grammes. Cette efficacité étant étroitement liée a la structure des chélates, plusieurs
approches sont a I’étude, allant de la conception de nouveaux dérivés macrocycliques de faible
poids moléculaire a la formation d’objets macromoléculaires voire de nanomatériaux

(dendrimeres, liposomes, nanoparticules...).! Cependant, que ce soit en IRM ou en médecine
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nucléaire, 1’utilisation in vivo d’ions métalliques présente un risque de toxicité émanant de
I’accumulation de gadolinium(IIl) dans les tissus, ou de I’irradiation causée par les
radionucléides libres. C’est pourquoi leur complexation par des polyazacycloalcanes est

nécessaire pour garantir la sureté de leur utilisation.

Au laboratoire, notre équipe travaille sur la conception de nouveaux ligands
polyazamacrocycliques pour la complexation de cations métalliques, allant des métaux de
transition aux lanthanides, destinés a un vaste champ d’applications dont les domaines de la
thérapie et de ’imagerie médicale. Les chélatants développés dérivent principalement de trois
plateformes : le triazacyclononane (tacn), le cyclen et le cyclam (Figure 2). Grace au savoir-
faire acquis pendant ces dernieres années, ces macrocycles peuvent étre N-fonctionnalisés de
maniere régiospécifique par divers groupements coordinants afin d’adapter la structure du

ligand au cation métallique 4 complexer.>?

D

HN \NH [NH HNj [NH HN]
Q—NA) NH HN NH HN
H — L
Tacn Cyclen Cyclam

Figure 2 : Plateformes macrocycliques.

La majeure partie de la recherche développée dans 1’équipe est consacrée aux chélates du
cuivre(Il) pour une application en imagerie TEP (Tomographie par Emission de Positons) avec
I’isotope ®*Cu(Il).* Tout comme en IRM, I'utilisation de dérivés du DOTA foisonne en
médecine nucléaire pour la complexation de métaux de transition (**Cu?*, ®Ga*...) en raison
de sa disponibilité et de son utilisation approuvée par les autorités de santé. Bien que ses
complexes de lanthanides(III), dont GADOTA", soient a ce jour les plus stables et plus inertes
rencontrés, ses complexes formés avec les métaux de transition ne sont pas des plus
satisfaisants.’ La conception de nouveaux ligands adaptés a ces cations métalliques reste ainsi
nécessaire. Parmi les nombreux ligands étudiés au laboratoire, le HTE1PA, cyclam mono-N-
fonctionnalisé par un groupement picolinate, a été radiomarqué au **Cu®*.> Le couplage du

radiochélate & un anticorps a permis la visualisation spécifique de tumeurs chez la souris.®
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Figure 3 : Structure du ligand HTE1PA et du radiotraceur utilisé a des fins d’imagerie TEP.

Toujours en médecine nucléaire, le ligand H2-MeDODPA, cyclen di-N-fonctionnalisé par
des groupements picolinate, a été étudié pour la complexation des ions '?Pb(II) et *'?Bi(II).’
Ces travaux ont permis de poser le concept de générateur in situ. Effectivement, la courte
période radioactive du 2!’Bi, de 61 minutes, peut étre contrée en complexant en amont I’ isotope

parent 2!2Pb(Il), caractérisé par une demi-vie radioactive de 11h.

NN { —
HO,C [N N] N/
N
7NNy N CO,H
— N—

Figure 4 : Ligand HhMeDODPA, chélatant du Pb** et du Bi%*.

En plus de ces deux exemples, les groupements picolinate ont été tres largement investis
par notre équipe avec les différentes plateformes macrocycliques, tacn, cyclen et cyclam.®!!
Plusieurs raisons expliquent cet intérét, dont la stabilité et 1’inertie des complexes formés avec
de tels ligands, notamment par 1’apport simultané de deux atomes coordinants par groupement
picolinate qui compense 1’alkylation d’amine secondaire souvent néfaste a la stabilité
thermodynamique. De plus, la position des atomes donneurs est en parfaite adéquation avec la
sphere de coordination de nombreux cations. L’équipe et ses collaborateurs ont ainsi étudié ces
ligands pour la complexation des métaux de transition et les lanthanides(IIl) pour des

applications en IRM,'? en médecine nucléaire’ et en imagerie optique.'?
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Figure 5 : Exemples de ligands N-fonctionnalisés par des groupements picolinate développés au laboratoire.

tétraazabicyclo[9.3.1]pentadéca-1(15),11,13-triene), peu étudié a ce jour, fait également partie
de la famille des polyazacycloalcanes (Figure 6). En plus de former des complexes de
lanthanides(IIl) neutres aux propriétés adéquates pour une utilisation in vivo, les dérivés du

pyclen présentent un caractere lipophile induit par le noyau pyridinique. Son dérivé H3PCTA,

Pouvant étre considéré comme un analogue rigide du cyclen, le pyclen (ou 3,6,9,15-

pyclen tri-N-fonctionnalisé par trois groupements acétate, forme avec ’ion Gd** un chélate

intéressant pour une application en IRM. Ses complexes neutres de lanthanides(III)

maintiennent une bonne stabilit€ en comparaison aux chélates du H3DO3A, pour lesquels la

perte d’un bras coordinant par rapport au H4DOTA conduit & une perte drastique de ses

propriétés.'*
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Figure 6 : Macrocycle pyclen et son dérivé H;PCTA, analogue rigide du ligand H;DO3A.



Dans le cadre de cette thése Cifre en collaboration avec I’entreprise Guerbet, nous avons
entrepris la synthése de dérivés macrocycliques pour la complexation de 1’yttrium(III) et du
gadolinium(IIl) pour des applications respectives en radiothérapie interne et en IRM, avec,
cependant, une spécificité pour le traitement et le diagnostic du cancer du foie. Un ciblage
spécifique de cet organe est rendu possible par I’introduction de groupements lipophiles sur le
ligand, permettant I’accumulation de 1’agent de radiothérapie au sein de la tumeur et une
¢limination préférentielle de I’agent de contraste IRM par le foie. A cet effet, notre choix s’est
porté sur le développement de ligands dérivés du pyclen formant avec 1’yttrium(IIl) et le

gadolinium(IIl) des complexes neutres aux propriétés lipophiles.

La premiere partie de ce travail est une introduction a I’utilisation des complexes
d’yttrium(IIl) et de lanthanides(III) dans le domaine de la santé. Apres un bref rappel des
propriétés des complexes polyazamacrocycliques, nous aborderons le principe des techniques
d’imagerie et de thérapie mettant a profit les chélates de lanthanides(IIl). Cette partie sera

illustrée d’exemples parmi les plus pertinents de la littérature en lien avec ces travaux de these.

Le deuxieme chapitre de ce manuscrit sera axé sur le développement de chélates
d’yttrium(IIl) a des fins de radiothérapie. Une premiere partie introduira les généralités du
carcinome hépatocellulaire ainsi que les traitements propres a ce cancer. La deuxieme partie

sera dédiée a 1’étude du dérivé HsPCTMB, déja connu de la littérature!>!

et de son complexe
d’yttrium(III) neutre et lipophile. Elle nous permettra d’établir un premier constat quant aux

propriétés nécessaires pour 1’application de radiothérapie du foie.

X
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N

Figure 7 : Ligand H;PCTMB.

Les propriétés remarquables des complexes macrocycliques N-fonctionnalisés par des
groupements picolinate, démontrées, entre autres, par les travaux de notre équipe, nous
ameneront a synthétiser et étudier I’association du macrocycle pyclen avec ces groupements

aromatiques fonctionnels, jamais étudiée a ce jour. Enfin, ce chapitre se refermera sur le

développement d’analogues lipophiles. L’efficacité des complexes synthétisés et leur
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potentielle utilisation en radiothérapie interne seront évaluées grace aux études de stabilité
thermodynamique, d’inertie cinétique et de radiomarquage a I’yttrium 90.

Dans un dernier chapitre, la similarité des propriétés de coordination de I’yttrium(III) et
du gadolinium(II) nous conduira a étudier et valoriser les ligands synthétisés précédemment
en tant qu’agents de contraste pour I'IRM hépatobiliaire avec 1’ion Gd**. Les produits de
contraste commerciaux développés a cet effet seront discutés dans la premicre partie. Ensuite,
les propriétés de ces complexes de gadolinium seront évaluées en termes de stabilité
thermodynamique, d’inertie cinétique et de relaxivité. Enfin, les propriétés optiques des

complexes de lanthanides (Eu(III), Tb(III), Yb(III)) seront également évoquées.



Chapitre |

Les complexes macrocycliques de lanthanides : propriétés et
applications en santé







Pour faire face a I’augmentation du nombre de déces liés au cancer a travers le monde,
le domaine de 1’oncologie s’est adapté et s’emploie a détecter et traiter les tumeurs a un stade
précoce. Parmi les nombreuses techniques d’imagerie et de thérapie existantes a ce jour,
I’imagerie par résonance magnétique (IRM), la tomographie par émission de positons (TEP) ou
encore la radiothérapie vectorisée se distinguent des autres. En effet, avec ces techniques et
dans certains cas, 1’injection de cations métalliques permet d’agir en tant que catalyseur afin
d’augmenter la sensibilité ou comme un principe actif pour traiter exclusivement la zone
désirée.

Ainsi, grace a leurs propriétés physiques, les ions lanthanides(IIl) sont tout autant au
cceur de la médecine nucléaire et de I’IRM que de I’imagerie optique. Pour une application en
milieu biologique, ces ions métalliques, toxiques a 1’état libre, doivent étre utilisés sous la forme
de chélates stables ne se dissociant pas in vivo. C’est pourquoi les chélates macrocycliques
dérivés de polyazacycloalcanes, dont le tres connu DOTA, sont de plus en plus utilisés en
imagerie et en thérapie, du fait de leurs propriétés adaptées au milieu biologique : la
coordination du cation métallique par un ligand macrocyclique tend a former des especes
stables et inertes. Ainsi, dans le cadre de cette these, nous nous intéresserons principalement
aux complexes macrocycliques de lanthanides(III) et de I’yttrium(III).

Dans un premier temps, ce chapitre bibliographique a pour objectif de décrire les
propriétés des ions lanthanides(Ill) et des cations analogues ainsi que celles des
polyazacycloalcanes en comparaison aux analogues linéaires. Le principe des différentes
techniques d’imagerie et de thérapie, mettant en jeu des ions lanthanides(IIl) sera ensuite

détaillé et illustré par des exemples pertinents en lien avec les travaux réalisés ici.

|. Propriétés des lanthanides et de U’yttrium

Leur faible teneur dans les minerais et les difficultés rencontrées pour les isoler a donné
au groupe compos¢ de I’yttrium, du scandium et des lanthanides, le nom de terres rares. Ce
nom peut étre qualifié d’inapproprié puisque ces éléments sont en fait plus abondants que I’or
ou encore le molybdeéne dans la crofite terrestre. L’association de 1’yttrium et du scandium avec
les lanthanides s’explique également par la similarité de leurs propriétés chimiques.

Le groupe des lanthanides, aussi appelés éléments 4f, s’étend du lanthane au lutécium.
Les lanthanides forment le plus souvent, en solution, des ions au degré d’oxydation +III. Leur
structure €lectronique est constituée d’un cceur Xénon et d’électrons de valence 4f : [Xe]4f".

Ces électrons de valence sont blindés vis-a-vis des interactions extérieures ce qui influence les

N
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propriétés chimiques, magnétiques ou spectroscopiques de ces ions. Le remplissage progressif
de la couche 4f du La(III) (4f°) au Lu(III) (4f'#) implique une diminution du rayon ionique des
lanthanides(II) (Tableau 1). Ce phénomene est connu sous le nom de « contraction des
lanthanides ». L’yttrium(I1I), quant & lui, posséde une structure électronique [Kr]4d’.

Les ions Ln** et Y>* sont considérés comme des acides durs selon la théorie HSAB de
Pearson et forment ainsi des liaisons ioniques avec des bases dures telles que des atomes
d’oxygeéne ou d’azote. Ainsi, les ligands macrocycliques N-fonctionnalisés par des
groupements anioniques (carboxylate, phosphonate ou phosphinate) sont adaptés pour
complexer les lanthanides(III) et leur apporter le nombre d’atomes coordinants adéquat compris

entre 7 et 10, les plus courants étant 8 et 9.

Lanthanides lons Configuration électronique Rayon ionique (NC 9)
Scandium Sc(l1) [Ar] 0,93
Yttrium Y(I1) [Kr] 1,08
Lanthane La(lll) [Xe] 1,22
Cérium Ce(lll) [Xe]4af? 1,20
Praséodyme Pr(lIl) [Xe]af? 1,18
Néodyme Nd(l11) [Xe]af? 1,16
Prométhium Pm(lll) [Xelaf* 1,14
Samarium Sm(lll) [Xelaf> 1,13
Europium Eu(Ill) [Xe]4f® 1,12
Gadolinium Gd(Iln) [Xe]4f 1,11
Terbium Thb(ll1) [Xe]4f® 1,10
Dysprosium Dy(lll) [Xelaf® 1,08
Holmium Ho(lll) [Xe]4ft0 1,07
Erbium Er(lll) [Xe]af! 1,06
Thulium Tm(lll) [Xe]4ft? 1,05
Ytterbium Yb(ll1) [Xe]4ft3 1,04
Lutécium Lu(In) [Xe]4f4 1,03

Tableau 1 : Caractéristiques des ions Ln(III), Y(III) et Sc(III).

Il. Propriétés des polyazacycloalcanes et de leurs complexes

Comme présenté en introduction générale, les polyazacycloalcanes sont des macrocycles
constitués de fonctions amine espacées par deux a trois atomes de carbone, les plus connus
étant le tacn, le cyclen et le cyclam (Figure 8). Ces macrocycles peuvent étre N-fonctionnalisés
par divers groupements adaptés pour la complexation d’un cation métallique particulier en vue
d’une application spécifique. La cavité macrocyclique du tacn, de faible taille, est intéressante
pour la complexation de métaux de transition alors que le cyclen est adapté pour la
complexation de cations métalliques aux rayons ioniques plus importants dont les

lanthanides(III).
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Figure 8 : Polyazacycloalcanes couramment utilisés pour la complexation de cations métalliques.

Dans le cadre de cette these, nous nous sommes intéressés a un autre macrocycle encore
relativement peu étudié a ce jour : le pyclen ou 3,6,9,15-tétraazabicyclo[9.3.1]pentadéca-
1(15),11,13-triene (Figure 9). Le pyclen peut étre considéré comme 1’analogue du cyclen ayant
un noyau pyridinique intégré au macrocycle. Le fait qu’il ne présente qu’un cycle aromatique
sans autre conjugaison explique qu’il soit classé malgré tout parmi les polyazacycloalcanes. La
rigidification induite par la présence de cette pyridine impacte les propriétés des chélates
dérivés du pyclen.'* Par ailleurs, la N-fonctionnalisation des trois fonctions amine permet
d’introduire trois charges négatives pour ensuite former des complexes de lanthanides(III)

neutres.

Figure 9 : Macrocycle pyclen (3,6,9,15-tétraazabicyclo[9.3.1]pentadéca-1(15),11,13-triene), analogue rigide du

cyclen. La numérotation des atomes d’azote est indiquée en rouge.

Ces macrocycles peuvent étre N-fonctionnalisés par une large variété de groupements
coordinants. Les groupements acétate, amide, phosphonate ou phosphinate figurent parmi les
plus couramment utilisés'® (Figure 10). La N-fonctionnalisation par un groupement picolinate
présente €galement un intérét grace a 1’apport simultané de deux atomes coordinants
(Figure 10). Ces groupements picolinate ont été étudiés pour la complexation de nombreux
cations métalliques allant des métaux de transition aux lanthanides.”!” IIs seront d’ailleurs trés
largement décrits au cours de ce chapitre puisqu’ils sont au cceur de nombreuses études visant
des applications en IRM et en imagerie optique. Enfin, les groupements thiazole sont également

étudiés au laboratoire pour la complexation du cuivre aux degrés d’oxydation +I et +11.20!
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Figure 10 : Groupements coordinants tres utilisés pour la N-fonctionnalisation des macrocycles. Les atomes

impliqués dans la coordination des cations métalliques sont indiqués en rouge.

La compréhension des propriétés physico-chimiques des ligands macrocycliques et de
leurs complexes, au travers des constantes thermodynamiques et cinétiques, est essentielle pour
appréhender le comportement des chélates in vivo. Ainsi, nous décrirons ici bricvement leurs

propriétés.

1. Propriétés acido-basiques des polyazacycloalcanes

Les fonctions amine ainsi que les groupements portés par la plateforme macrocyclique,
conferent aux polyazacycloalcanes des propriétés acido-basiques. Les protonations successives
d’un ligand peuvent étre décrites par les logarithmes des constantes de protonation partielles
(log Ka) ou par ceux des constantes de protonation globales (log fn) (Tableau 2). En général,
ces constantes sont déterminées par titrage potentiométrique. La détermination de ces
constantes est indispensable pour ensuite mesurer les constantes de stabilité thermodynamique

du complexe mais aussi pour comprendre ses processus de formation et de dissociation.

Constantes Equilibres
_ [HL] Ky
1 [H] [L] H+L — HL
_ [H,L] K,
2~ [HI[HL] HeHL === Hl
o [HiL] K,
" M-yl Hr et = Hal
ﬂn= KnX Kn1X...x K1 nH + L ‘ﬂi- HnL

Tableau 2 : Equilibres de protonation et constantes partielles associées.

Les deux premieres constantes de protonation d’un ligand macrocyclique correspondent,
en général, a la protonation de deux fonctions amine de la plateforme macrocyclique. La valeur
de la deuxieme constante de protonation varie avec la taille du macrocycle. Ainsi elle décroit
du cyclam, au cyclen jusqu’au tacn (Tableau 3, log K»>), un deuxiéme proton étant plus difficile

a introduire a cause des répulsions électrostatiques.1222 La deuxieéme constante de protonation
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du pyclen est également plus faible que celle du cyclen (Figure 11, Tableau 3). La rigidité

apportée par la pyridine du macrocycle explique cette différence de basicité.

—\ /T K\ N
1 D G
&NJ NH HN r\w bH

Tacn Cyclen Cyclam Pyclen

.

Figure 11 : Squelettes macrocycliques discutés dans cette partie.

Tacn %2 Cyclen 2 Cyclam 12 Pyclen 22
log K1 10,50 11,05 11,29 10,33
log K2 6,80 9,78 10,19 7,83
log K3 - - 1,91 1,27
log Ka - - 1,61 <1
Zlog Ki 17,30 20,83 25,00 19,43

Tableau 3 : Constantes de protonation des macrocycles usuels.

Le mécanisme de protonation d’un ligand peut étre démontré par spectroscopie RMN
'H en suivant les déplacements chimiques en fonction du pH.?>?* La protonation d’un site
basique tel qu’une fonction amine, carboxylate ou phosphonate induit une variation du
déplacement chimique des protons non labiles adjacents au site protoné. Aime et al.?> ont, par
cette méthode, démontré le mécanisme de protonation du pyclen et de ses dérivés dont le
H3PCTA (Schéma 1). La premicre protonation concerne I’amine secondaire 6 opposée a la
pyridine du macrocycle (log K; = 10,90) (Tableau 4). L’ajout d’un deuxiéme proton dans la
cavité du macrocycle induit un réarrangement des positions des protons afin de minimiser les
répulsions électrostatiques. Les deux amines secondaires 3 et 9, adjacentes a la pyridine du
pyclen, se retrouvent ainsi protonées (log K> = 7,11). La troisieme protonation concerne le
groupement acétate porté par la fonction amine non protonée 6, suivie par celle des deux
groupements acétate restants. Ce mécanisme s’applique également pour les autres dérivés du

pyclen.??



augmente la basicité globale du ligand comme en témoigne la comparaison des constantes des
ligands HPCMA (Zlog Ki=21,97) et HoPCMP (Zlog Ki = 28,70) (Figure 12). La basicité plus
élevée du groupement phosphonate a également un impact sur les constantes de protonation du
macrocycle. A titre d’exemple, la premiere constante de protonation du ligand HPCMA (log K
= 10,47) est plus faible que celle du ligand HoPCMP (log K; = 11,84). Ceci s’explique par la
capacité du groupement phosphonate a stabiliser le proton présent dans la cavité macrocyclique
par la formation d’une forte liaison hydrogene entre 1’atome d’azote protoné et le groupement

phosphonate. Ainsi, la premiere constante de protonation des ligands dérivés du pyclen differe

Schéma 1 : Mécanisme de protonation du ligand PCTA.

La substitution d’un bras acétate par un bras methylénephosphonate, plus basique,

d’un ligand a un autre en fonction du groupement porté par I’amine 6 (Tableau 4).
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Figure 12 : Ligands dérivés du macrocycle pyclen.

HPCMA 22 HsPCTA 2 H2PCMP 22
log K1 10,47 10,90 11,84
log K> 8,71 7,11 9,64
log Ks 2,79 3,88 6,23
log Ka - 2,27 0,99
slog Ki 21,97 24,16 28,70

Tableau 4 : Constantes de protonation de ligands dérivés du pyclen.



La basicité d’un ligand se verra donc influencée par différents facteurs dont les répulsions
électrostatiques entre les atomes donneurs protonés, la basicité des groupements coordinants
mais aussi la force de la liaison hydrogéne formée entre 1’atome d’azote protoné et le

groupement donneur.

2. Complexation, stabilité et inertie des complexes macrocycliques

Afin de prédire le comportement d’un chélate au sein d’un systéme aussi complexe que
le milieu biologique, des mod¢les basés sur la stabilité thermodynamique et 1’inertie cinétique
permettent d’envisager le taux de dissociation d’un complexe in vivo. Ces notions vont étre
expliquées a I’aide d’exemples de la littérature dont celui du ligand linéaire HsDTPA, une
diéthylenetriamine N-fonctionnalisée par cinq groupements acétate et du ligand macrocyclique

H4DOTA, cyclen N-fonctionnalisé€ par quatre groupements acétate (Figure 13).
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Figure 13 : Ligands DTPA> (gauche) et DOTA* (droite).

a. Cinétique de complexation

La formation d’un complexe est un processus ayant une contribution entropique
favorable, d’une part, grace a la désolvatation du cation métallique, et d’autre part, grace aux
interactions électrostatiques entre le cation métallique et le ligand, induisant une neutralisation
des charges :

(M(H0), )™ + L™ —== ML +xH;0

Cependant, la vitesse de complexation peut varier sensiblement d’un ligand a un autre.
En plus des facteurs controlables, comme la température, le pH et la concentration, la formation
d’un complexe est dépendante du type de ligand, macrocyclique ou lin€aire, des intermédiaires
réactionnels formés mais aussi de la basicité du ligand. A titre d’exemple, le complexe
GdDTPA? se forme en quelques secondes contre plusieurs minutes, voire heures, pour le
complexe GADOTA". Ces différences de comportement ont été constatées avec la série des ions
lanthanides.?* Grace a sa flexibilité, le ligand linéaire HsDTPA va pouvoir « s’enrouler » autour

du cation métallique formant ainsi directement 1’espéce thermodynamique. Dans le cas du
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H4DOTA, I’espece cinétique est formée rapidement (Schéma 2): le cation métallique se
retrouve au-dessus de la cavité macrocyclique générant un intermédiaire rigide :
[Ln(H20)sH,DOTA]. Dans cet intermédiaire, Ln** est coordiné par les quatre atomes
d’oxygéne des groupements acétate et par quatre a cinq molécules d’eau, laissant deux protons
dans la cavité macrocyclique.?* L’espéce thermodynamique est formée une fois les protons de
la cavité macrocyclique retirés (Schéma 2). Etant donné la rigidité de I’intermédiaire formé et
la basicité des deux protons des amines du macrocycle, I’insertion de 1’ion lanthanide(IIl) au
sein de la cavité requiert plus de temps. Travailler a pH plus basique permet d’augmenter la
vitesse de formation du complexe puisque le ligand est déprotoné. Néanmoins, la formation
d’hydroxydes métalliques insolubles est inévitable a pH basique. C’est la raison pour laquelle,
le pH de formation d’un complexe est le plus souvent compris entre 5 et 7. Toutefois, une
complexation a chaud permet de contrer la lente formation de I’espece thermodynamique.

HoQ  H;0

O
°y-0 H0. M0 ?/Q
O \\\\//3;’ \ O
/ N\ Etape o O"TL\”\O— o Etape /7N
NH N/\i. rapide N T lente HZO\\l‘il\l\l‘l N:tg
} -— /! \ -— IR
O [ j 4 P O - g
N *HN 0 OG0 o 2 NN
__/ .\
0] H*‘) O !
. N o
[Ln(H,0),H,DOTA]"
H,DOTAZ Intermédiaire LnDOTA"
diprotoné

Schéma 2 : Etapes de formation d’un complexe LnDOTA".

La formation d’intermédiaires similaires diprotonés, a également été constatée pour les
complexes LnPCTA avec un mécanisme similaire au HidDOTA. Cependant, la formation des
complexes de lanthanide avec le H;PCTA s’effectue dix fois plus rapidement qu’avec le
HsDOTA.! Cette différence majeure s’expliquerait par la pré-organisation induite par la

pyridine du macrocycle. Les études menées sur le HsPCTA par Tircs6 et al.'*

, ont montré que
les complexes LnPCTA présentaient la cinétique de complexation la plus rapide, parmi tous les

dérivés tri- et tétra-azamacrocycliques (de 9 a 14 atomes) étudiés a ce jour.

Le remplacement des groupements carboxylate du H4sDOTA par un a quatre
groupements phosphonate augmente le temps de complexation. Les complexes du HsDOTP et
H.DOTPMB se formeront plus lentement que ceux du HsDOTA.?* La basicité plus importante
des groupements phosphonate va stabiliser les protons de la cavité macrocyclique, rendant la
compétition métal-proton plus importante. Le remplacement d’un groupement acétate du
DOTA par un groupement picolinate augmente également la vitesse de complexation a cause
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de la rigidité du groupement.! Ainsi, la basicité et la rigidité des groupements portés par le

macrocycle impacte également la vitesse de formation des complexes de lanthanide.

La complexation rapide d’un cation métallique a température ambiante n’est pas
primordiale lors de la conception d’agents de contraste a base de gadolinium (IIT) pour ’'IRM.
Elle est néanmoins indispensable pour la synthese de radiopharmaceutiques ou le vecteur
biologique, le plus souvent un anticorps, impose des conditions de complexation douces,
I’anticorps se dégradant avec un chauffage trop élevé. Par ailleurs, une complexation rapide est
également recherchée lors du radiomarquage avec des radionucléides a la période radioactive

courte.

b. Stabilité thermodynamique

L’évaluation de la stabilité¢ thermodynamique d’un complexe consiste & déterminer sa
constante de formation log Kmr. Les constantes de formation des especes MLH et ML(OH)
peuvent également €tre déterminées (Tableau 5). MLH désigne la forme protonée du complexe
ML alors que ML(OH) correspond au complexe ML possédant un ion hydroxo coordiné au

cation métallique.

Constantes Equilibres
Kyin = 7[MLH] K
[ML] [H] ML + H - MLH
— ﬂ K;
ML — [M] [L] M+ L —— ML
_ M K,
ML — [ML(OH)][H] ML(OH) + H —_— ML

Tableau 5 : Constantes de stabilité partielles (log K) et équilibres correspondants.

En plus des interactions électrostatiques favorables a la complexation, la pré-
organisation du ligand apporte une contribution entropique favorable, le ligand ayant la méme
conformation a 1’état libre et au sein du complexe. A cet effet, connu sous le nom « d’effet
macrocyclique », s’ajoute « 1’effet chélate » induit par le nombre de cycles a cinq chainons (N-
M-N ou N-M-O) formés aprés complexation.’® Par définition, les ligands linéaires ne sont pas
concernés par I’effet macrocyclique. De plus, a nombre de coordination égal, le nombre de

cycles a cinq chainons est plus faible pour les complexes linéaires.

La constante de stabilité thermodynamique du complexe GADOTA™ (log Kgd. = 24,9)
est supérieure a celle du complexe GADTPA? (log Kgar = 22,2) (Tableau 6). Cependant, 4 cause
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de la différence de basicité des ligands DTPA (log K; = 27,42) et DOTA (log Ki = 30,45), les
constantes de stabilité thermodynamique ne peuvent pas étre directement comparées. Leur
comparaison est valable uniquement lorsque le ligand est entierement déprotoné. Or, aux
conditions d’études, le plus souvent a pH physiologique 7,4, le ligand existe sous différentes
formes protonées. De plus, le pourcentage de ces especes differe d’un ligand a un autre pour un
méme pH puisque leurs constantes de protonation varient. La toxicité d’un complexe in vivo
pouvant étre reliée a la concentration en cations métalliques libres [ M{}f. 1, la stabilité
thermodynamique d’un complexe peut s’exprimer au travers de la constante pM (pM
= -log[M[}{,e]) o M correspond au cation métallique étudié.”” Grice a cette constante
introduite par le groupe de K. Raymond,?’ il est possible de comparer la stabilité de plusieurs
chélates, tout en prenant en considération la différence de basicité des ligands. En général, ces
constantes pM sont calculées a pH 7,4 pour CL =10 X Cm = 10 M.?8 Ainsi, les constantes pGd
des complexes GADTPA? et GADOTA" peuvent étre considérées identiques avec pour valeurs
respectives 19,1 et 18,9 alors que la constante de stabilité log Kmr de GADOTA" est supérieure
a celle de GADTPA? (Tableau 6). Ainsi, le calcul des constantes pM s’impose pour comparer

la stabilité de plusieurs chélates.

HsDTPA% HaDOTA3!
log Ki 27,42 30,45
log KadL 22,2 24,9
pM = -log[M]? 19,1 18,9

2pM = -log [M?**] a pH 7,4 avec [L] = 10 x [M3**]tt = 10 M, calculé a partir des constantes de
protonation et de stabilité thermodynamique correspondantes

Tableau 6 : Comparaison des constantes de protonation des ligands HsDTPA et HiDOTA et de stabilité de leurs
complexes de Gd(III).

c. Inertie cinétique

L’inertie cinétique d’un complexe est requise pour éviter toute accumulation d’un cation
métallique libre, potentiellement toxique, en milieu biologique. Cette accumulation est le
résultat de la dissociation du complexe causée par la présence de protéines, d’anions
(phosphate, citrate...) et de cations (Cu®*, Zn>*, Na*, K*, Ca’*...) entrant en compétition avec
le ligand ou avec le métal par des processus de transchélation et de transmétallation. La
résistance d’un complexe en milieu biologique peut étre vérifiée au travers d’expériences de
compétition mimant ces deux phénomenes. La transchélation est évaluée en suivant la
dissociation d’un complexe en présence d’un exces de ligand comme par exemple ’EDTA. La

stabilité du complexe en présence d’un exces de cation Na* ou de protons H*, reflete le
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processus de transmétallation. Parmi toutes ces études, la dissociation en milieu acide est tres
couramment utilisée pour déterminer I’inertie cinétique, d’autant plus que la corrélation entre
le taux de dissociation en milieu acide et I’accumulation de cations métallique in vivo a été
démontrée 2 plusieurs reprises.’?3* Plusieurs grandeurs témoignent de cette inertie comme le
temps de demi-vie ti2, temps au bout duquel la moitié du complexe s’est dissocié ou encore la
constante de dissociation kobs (M'.s™"). Ces deux grandeurs sont liées par 1’équation t;,, =
In(2)/k,ps. Par conséquent, un complexe inerte sera caractérisé par un ti élevé ou par une
constante de dissociation kobs la plus faible possible. La faible dissociation d’un complexe étant
synonyme de sa forte inertie cinétique, ces études sont cruciales pour sélectionner les meilleurs

candidats pour les tests in vivo.

Malgré leur stabilité thermodynamique similaire (Tableau 6), I’inertie cinétique des
complexes GADTPA? et GADOTA" différe considérablement avec un temps de demi-vie ti/ en
milieu HCI 0,1 M de 229 h pour le dérivé macrocyclique contre une dissociation immédiate
pour le dérivé linéaire (Tableau 7). La dissociation en milieu acide s’opere, le plus souvent, par
la protonation d’un site basique d’un des bras coordinants et s’ensuit de la protonation des
amines du macrocycle provoquant la libération du cation métallique. Grace a la pré-
organisation et a la rigidité des ligands, la dissociation des chélates macrocycliques requiert
plus de temps. D’une part, le cation métallique, piégé dans la cavité macrocyclique, ne peut étre
coordiné par des ligands compétiteurs, d’autre part, sa présence rend les amines du macrocycle
plus difficilement protonables. Ces observations expliquent de nouveau I’intérét porté pour les

dérivés macrocycliques au détriment des chélates acycliques.

I est également a noter que la dissociation in vivo sera favorisée si le ligand est substitué
par des groupements basiques et protonables a pH physiologique 7,4. Au contraire, les chélates
fonctionnalisés par des groupements faiblement basiques verront leur inertie cinétique croitre.
Dans le cas du ligand DTMA (Figure 14), seules les constantes de protonation du macrocycle
ont pu étre déterminées (log Ki = 9,56, log K> = 5,95) ce qui témoigne de la faible basicité des
groupements méthylamide (log K3 < 2).>> Malgré une stabilité thermodynamique du complexe
EuDTMA®** (pEu = 12,7) trés inférieure a celle du complexe EuDOTA™ (pEu = 17,0), I’inertie
cinétique de ces deux complexes atteint des valeurs similaires avec des constantes de
dissociation kobs respectives de 5,6.10% et 1,4.10° M!.s™! pour [H*]= 0,1 M (Tableau 7). Ainsi,
la basicité des groupements coordinants joue un role important quant a 1’inertie cinétique d’un

complexe.
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Figure 14 : Ligands DTMA, H3;PCTA et H:DO3A (de gauche a droite).

L’inclusion d’un groupement rigide induit une augmentation de la pré-organisation du
ligand et se traduit par une amélioration de I’inertie cinétique du complexe. L’introduction
d’une pyridine au sein du ligand H3DO3A mene au ligand H3PCTA (Figure 14). Les complexes
LnPCTA présentent des valeurs de kobs inférieures a celle des complexes LnDO3A de deux
ordres de grandeur (Tableau 7). La rigidification du squelette macrocyclique, par le biais de la
pyridine, expliquerait I’augmentation de I’inertie cinétique. D’autre part, la présence de cette
pyridine ralentirait la protonation du macrocycle lors de I’étape de dissociation. Ainsi,

I’augmentation de la rigidité du chélate impacte favorablement I’inertie cinétique.

GdDTPA3®  GdDOTA3® EuDOTA® EuDTMA%® EuPCTA37 GdDO3A3*

kobs €n st .
[H]=0,1M? 0,058 8,4.10 1,4.10°® 5,6.10° 5,1.10° 12.10°
pour =0,
t1/2(HCl 0,1 M) ® 12s 229 h - - 3,8h 9,6 min

’

Log K M) € 22,4(19,3
g Kint (pM) (19,3) (19,2)

23,5 (17,0) 13,67 (12,7) 20,26 (17,0)  21,0(15,9)

2 Calculé a partir des constantes ki avec kobs = k1 x [H*], ® Calculé avec ti2 = In(2)/ kobs, ¢ pM = -log [M3*] a pH 7,4 avec [L] = 10 X [M**]tot =
10 M. Pour des raisons de clarté, les charges des complexes ne sont pas indiquées.

Tableau 7 : Inertie cinétique et stabilité thermodynamique des complexes de la littérature.

En somme, les parametres suivant sont a prendre en considération lors de la conception

de nouveaux chélates de lanthanides(III) :

- Les propriétés acido-basiques du ligand et des groupements coordinants influencent
la complexation, la dissociation et la stabilité thermodynamique d’un chélate.

- La nature du ligand : les dérivés macrocycliques forment des chélates rigides ou le
cation métallique se retrouve encapsulé. Le confinement du métal au sein de la
cavité macrocyclique ralenti la dissociation du chélate in vivo en comparaison aux
dérivés linéaires.

- Une inertie cinétique élevée est le facteur clé recherché pour une application in vivo.

- Un chélate idéal sera caractérisé par une forte inertie cinétique et une stabilité

thermodynamique élevée.
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L’utilisation de dérivés macrocycliques doit étre privilégiée par rapport aux dérivés
linéaires du type DTPA afin de minimiser la libération d’ions métalliques dans
I’organisme, tant en IRM, puisque le gadolinium(III) est toxique, qu’en médecine nucléaire ou
les radionucléides peuvent irradier 1’organisme. De plus, le développement de chélates dérivés
du pyclen semble étre une bonne alternative au DOTA qui est actuellement le ligand de
référence pour la complexation des lanthanides(III). La rigidité du pyclen, apportée par le noyau
pyridinique, permet une complexation rapide tout en maintenant une inertie cinétique et une

stabilité thermodynamique adaptées au milieu biologique.

lll. Les chélates macrocycliques de Ln(lll) en imagerie et thérapie

Cette partie a pour objectif d’expliquer les bases de la médecine nucléaire, de I’IRM et
de I’imagerie optique. Elle sera étoffée d’exemples en lien avec les travaux réalisés au
laboratoire, c’est pourquoi une attention particuliecre sera portée aux dérivés

polyazacycloalcanes et leurs complexes de lanthanides(III).

1. Les lanthanides(lll) et Uyttrium(lll) en médecine nucléaire

a. Principe de fonctionnement

Grace a la surexpression de certains récepteurs a leur surface, les cellules cancéreuses
peuvent étre ciblées en utilisant des sondes spécifiques. Cette technique de ciblage offre la
possibilité d’imager ou de traiter ces cellules en greffant un radionucléide sur un vecteur
biologique. L utilisation d’une telle entité, dénommée « radiopharmaceutique » est le principe
méme de la médecine nucléaire. C’est un outil non-invasif qui permet de diagnostiquer une
tumeur ou de la traiter en préservant le tissu sain environnant. Les radioisotopes, instables, se
désintegrent et émettent une particule jusqu’au retour a I’état stable. En fonction de sa nature,
cette particule peut soit étre détectée pour les applications de diagnostic, soit détruire les cellules
cancéreuses dans le cas de la thérapie.

Ainsi, les techniques d’imagerie ou de thérapie se distinguent par le radionucléide
employé (Tableau 8). L’émission de particules a ou B~ donne lieu aux techniques de
radiothérapie. Les particules B* ou y sont utilisées respectivement, en imageric TEP
(Tomographie par Emission de Positons) et TEMP (Tomographie par Emission

MonoPhotonique). Ces dernieres reposent sur la détection de rayonnement vy, c’est-a-dire de
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photons. En imagerie TEP, I’annihilation provoquée par la collision entre le positon émis par
le radionucléide et un électron présent dans le milieu biologique, s’ensuit de I’émission
simultanée de deux photons dans des sens opposés d’énergie E = 511 keV (Tableau 8).
Contrairement aux particules o et 3, les rayonnements 7y traversent le corps du patient. Apres
détection par des caméras vy, des images en deux ou trois dimensions permettent de visualiser
une éventuelle accumulation du radiopharmaceutique au sein de 1’organisme. Une fois le
radionucléide a proximité des cellules tumorales, les particules o ou B~ vont pénétrer dans la
tumeur et entrainer la mort cellulaire. Le rayon d’action des particules a est de 40 a 100 pm
avec une énergie de 5 a 8 MeV contre 0,5 2 10 mm pour les particules B~ avec une énergie
moindre de 0,1 & 2,2 MeV.? Ces différences permettent d’adapter le radionucléide a la taille et

la nature de la tumeur.

Techniques de

Emission Equation bilan de I’émission Particules émises médecine
nucléaire

a 28X > 974Y + 3He Emission d’un noyau d’hélium Radiothérapie

g 2X -, 4Y+ Je +7, Emission d’électrons et d’antineutrinos Radiothérapie

AX >, AY+ Jet +v,
Emission de positons et de neutrinos puis

B* @_. @ | @ émission de rayonnement y suite a I'annihilation  Imagerie TEP
d’un électron et du positon.

Emission d’un rayonnement y par transition
Y AX* 54X +y isomérique (le noyau passe d’un état métastable Imagerie TEMP
a son état fondamental)

Emission d’'un rayonnement y par capture
électronique (formation d’un neutron apres
rencontre d’un électron de coeur avec un
proton)

v 82X+ e -, AV +v, Imagerie TEMP

Tableau 8 : Caractéristiques des différentes désintégrations.

Les vecteurs biologiques servant a acheminer un radionucléide, peuvent étre classés en
trois catégories : anticorps monoclonaux, peptides spécifiques a un récepteur et enfin, petites
molécules. Le radionucléide peut étre introduit au sein du radiopharmaceutique, par liaison
covalente ou par le biais d’un chélate, lui-méme relié au vecteur (Figure 15). Le 18-FDG (18-
Fluorodésoxyglucose) est un radiotraceur trés utilisé en imagerie TEP. La modification d’une
molécule de glucose par I'insertion d’un atome de fluor-18, permet de cibler les cellules

cancéreuses puisqu’elles ont une consommation de glucose supérieure a celle des cellules
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saines. L’accumulation de 18-FDG dans la tumeur permet ainsi son diagnostic. Un autre
exemple de radiopharmaceutique employant, cette fois-ci un chélate, est le Zevalin®
(Ibritumomab tiuxetan-"Y). Ce chélate de I’yttrium 90, dérivé du DTPA, est utilisé en
radiothérapie pour traiter les cancers du systeme immunitaire (lymphome non hogdkinien). Une
fonction de greffage, aussi appelée connecteur, a ét€ introduite par modification du squelette
DTPA et permet par la formation d’un lien thiourée, de lier le chélate a un anticorps monoclonal

(Figure 15).

AV e Bl S

H
OH N
Ibritumomab”” \n/
(0]
HO S
HO
18F
OH
18-FDG Zevalin®

Figure 15 : Deux types de radiopharmaceutiques et exemples correspondants : A) Le radionucléide est lié¢ au
vecteur par liaison covalente (18-FDG), B) Le radionucléide est complexé par un ligand, le chélate est reli¢ au

vecteur par le biais d’un connecteur (Zevalin®).

Chaque radionucléide est caractérisé par son type de désintégration, sa période
radioactive, la distance parcourue dans un milieu biologique et 1’énergie de 1’émission
(Tableau 9). La période radioactive ou temps de demi-vie d’un radioélément correspond au
temps nécessaire pour que la moitié des atomes radioactifs passe de I’état instable a 1’état
fondamental. Le choix d’un radionucléide repose également sur sa disponibilité, le colt et le
moyen de production (cyclotron ou générateur). Actuellement, les radionucléides les plus
couramment utilisés sont le **™Tc, le ’Ga et I’!''In pour I'imagerie TEMP, le '8F pour la TEP
et les émetteurs B °°Y et '*'T pour la radiothérapie.’®* Les lanthanides *3Sm et '"’Lu figurent
parmi les émetteurs B~ utilisés en clinique pour la thérapie.*’ Le temps de demi-vie d’un
radionucléide détermine sa potentielle utilisation en médecine nucléaire. Ce temps doit étre
suffisamment long pour préparer le radiopharmaceutique, I’injecter au patient, attendre son
accumulation dans la tumeur et son élimination de I’organisme. Néanmoins, I’utilisation de
radionucléides aux tipo trop longs est a éviter pour minimiser les risques d’irradiation. La
préparation d’un radiopharmaceutique doit donc étre la plus courte possible pour bénéficier au

maximum de ’activité du radionucléide.
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Isotope Demi- | , . . L . Portée Portée .
] . . émission | Mode de désintégration ) Production
radioactif vie maximale | moyenne
(971 keV), y (80, 284,
13 8,04 j B,y B 364 6)37vk( V) 2,9mm | 0,40 mm fission
, e
@ % . ) ) C:%Y (n,vy)
g Y 2,67] B B (2282 keV) 11 mm 2,76 mm G - 05p/%0y
]
= "(498 keV), y (113, 208
- vig | 671 | By B kl\Y)( 2mm | 0,28mm | C:YLu(n,y)
1535m 1,93 B B (808 keV) 0,53mm | C:%2Sm(n,v)
*(633,5 keV), y (CE, 511
18 183h 8" B ( ) v
a keV)
w
= (578 keV, 40%), B* (650
s4cy 12,7h B B 6), B C : Ni(p, n)
keV, 19%), CE (41 %)
omTe | 6,01h v TI (142 keV) G : ®Mo/**™Tc
% in 2,80] v CE, y (171, 245 keV) C:'2¢cd(p,2n)
— CE, v (93 keV, 37%, 184
6/Ga 3,26] v v ° C : %7n(p,2n)
keV 20%, 300 keV, 17%)

CE : capture électronique, Tl : transition isomérique, C : production par cyclotron, G : production via un générateur

Tableau 9 : Caractéristiques de radionucléides couramment utilisés en médecine nucléaire.

b. L’yttrium 90

L’objectif premier de cette these est de développer des chélates d’yttrium 90 pour une
application en radiothérapie interne. L’yttrium 90 est un émetteur B~ pur, qui se désintegre en
un isotope stable *°Zr sans émettre de rayonnement y. Toutefois, cet isotope émet indirectement
des rayons 7 suite au rayonnement continu de freinage des particules - (Bremsstrahlung).*! Ce
radionucléide thérapeutique présente plusieurs avantages dont une période radioactive de 64 h
et ’émission d’une particule B~ avec une énergie de 2,28 MeV (Tableau 9).*> L’yttrium 90 peut
étre produit a partir de I’isotope naturel *’Y par activation de neutron ou via un générateur
208r/0Y 4243 L’intérét porté a I’yttrium(IIl) est d’autant plus justifié par Iexistence d’un
émetteur B* adapté a I’'imagerie TEP : I’yttrium 86. Contrairement a 1’yttrium 90, cet isotope
n’est pas approuvé pour des applications chez I’homme. Néanmoins, il possede des
caractéristiques intéressantes dont une demi-vie de 14,2 h et I’émission de particules * (33%)
avec une énergie de 1,2 MeV.*

En plus d’étre utilisés avec des anticorps monoclonaux, les chélates a base d’yttrium 90
sont tres utilisés en association avec des peptides analogues de la somatostatine (peptide
inhibant les hormones de croissance ou les hormones gastro-intestinales). Les analogues de la
somatostatine, DOTA-TOC et DOTA-TATE ont ét¢ radiomarqués par de nombreux
radionucléides dont '''In, ""Lu et *°Y.** Le radiopharmaceutique *°Y-DOTA-TATE a
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notamment démontré son efficacité pour le traitement de tumeurs du cerveau.**

L’yttrium 90 figure parmi les radionucléides déja utilisés pour D’application de
radiothérapie interne visée ici. Cette application sera détaillée dans le chapitre suivant.
Intéressons-nous maintenant a une technique d’imagerie trés répandue mettant, le plus souvent

en jeu des complexes de gadolinium(III) : I’imagerie par résonance magnétique.

2. Imagerie par résonance magnétique

a. Principe de fonctionnement

Le principe de I’imagerie par résonance magnétique est basé sur celui de la résonance
magnétique nucléaire (RMN). Cette technique d’imagerie a vu le jour dans les années 70, suite
aux travaux de Paul Lauterbur et Peter Mansfield, qui leur ont valu le prix Nobel de médecine
en 2003. Le contraste observé pendant un examen IRM est directement corrélé a la répartition
de I’eau dans les tissus du corps humain. Cette technique repose sur le comportement des
protons des molécules d’eau sous I’influence d’un champ magnétique. De fait, I’étude du noyau
'H est judicieuse de par son abondance naturelle (99,98%), son rapport gyromagnétique élevé

et la teneur abondante en eau au sein de 1’organisme (60%).

Soumis a un champ magnétique statique Bo, la précession des moments de spin nucléaire
peut se faire de facon parallele ou antiparallele au champ By avec une fréquence dépendant du
noyau étudié et du champ appliqué (vo=-(y/27)Bo).! Selon I’équation de Boltzmann, la majeure
partie des noyaux 'H sont alignés parallélement au champ magnétique. Ainsi, d’un point de vue
macroscopique, les moments de spin nucléaire des protons peuvent étre représentés par une
magnétisation globale My, parallele a Bo (Figure 16.A). L’application d’une impulsion
radiofréquence B selon ’axe x, fait basculer la magnétisation globale M dans le plan Oxy
(Figure 16.B) et fait apparaitre les deux composantes Mxy et M, (Figure 16.C). La précession
de la magnétisation M, autour de 1’axe z jusqu’au retour a 1’équilibre Mo, engendre une
diminution de la composante Mxy (Figure 17.A) et une augmentation de la composante M,
(Figure 17.B). Ainsi, le temps de relaxation longitudinal T est caractéristique du retour a
I’équilibre de la magnétisation selon 1’axe z et le temps de relaxation transversal T correspond

au retour a I’équilibre selon le plan xy.
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Figure 16 : A - Magnétisation globale, B - Bascule de la magnétisation dans le plan Oxy sous I’impulsion
radiofréquence B, C- Retour a 1’équilibre.
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Figure 17 : Retour a I’équilibre selon I’axe z (A) et selon le plan Oxy (B).!

Un examen IRM consiste a mesurer ces temps de relaxation T et T2. La concentration
en eau des tissus impacte ces temps de relaxation ce qui permet d’obtenir un contraste. Cette
technique permet également de visualiser des anomalies, telles que des tumeurs, des
inflammations ou encore du tissu nécrosé, puisque les caractéristiques biologiques de telles
1ésions different considérablement du tissu sain et présentent notamment une concentration en
eau variable. Toutefois, certaines 1ésions ne peuvent pas étre discernées par un examen IRM
classique et nécessitent I’utilisation d’un agent de contraste afin d’augmenter la sensibilité et la

résolution de la technique.

Ces agents de contraste ont pour but d’accélérer la relaxation des protons des molécules
d’eau en interagissant avec elles. Ce sont des substances paramagnétiques qui vont, par leurs
électrons célibataires, générer un champ magnétique fluctuant. Ainsi, I’interaction dipole-
dipdle entre le spin nucléaire du proton et ce champ magnétique fluctuant permet de diminuer
les temps Ti et T2, c’est-a-dire, d’accélérer le phénomene de résonance. Ces agents de contraste

c Lonpiacds .
sont classés en deux catégories™ :

- Type Ti ou positif, lorsque le temps de relaxation longitudinal T; est le plus affecté



- Type T2 ou négatif, lorsque le temps de relaxation transversal T> est le plus affecté

La famille des agents de contraste T; est principalement constituée de complexes
d’¢éléments paramagnétiques Gd(III) et Mn(II) qui possédent respectivement 7 et 5 électrons
non appariés. Les nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer sont utilisées comme
agents T> sous la dénomination USPIO ou SPIO en fonction de leur taille (Ultrasmall
Superparamagnetic Iron Oxide < 50 nm / Superparamagnetic Iron Oxide > 50 nm).'*¢ Ces

agents négatifs ne seront pas décrits ici, mais ont fait I’objet de nombreuses revues.*’3

b. La théorie de la relaxivité

La présence d’un agent de contraste permet d’accélérer la vitesse de relaxation des protons
de I’eau R;, c’est-a-dire, de réduire les temps de relaxation longitudinal T; et transversal T». Le
temps longitudinal T; étant principalement affecté par les agents de contraste a base de

gadolinium, les équations suivantes seront adaptées au cas d’un produit T;.!3#

La vitesse de relaxation observée est la somme d’une contribution diamagnétique, propre
au milieu (sans agent de contraste), avec une contribution paramagnétique, induite par la

présence du produit de contraste :

La contribution paramagnétique est dépendante de la concentration en especes paramagnétiques
[Gd]. La relaxivité r1 d’un agent de contraste peut étre calculée en mesurant la pente de la

vitesse de relaxation observée en fonction de la concentration en agent de contraste.

R,(obs) = (i)

T1

= (i) + 1,[Gd] avec [Gd] en mmol.L'!; rj en mM.s™!
dia

obs T

Ainsi, la relaxivité r| peut étre simplement définie comme le changement de la vitesse de
relaxation induit aprés introduction de 1’agent de contraste (A (1/T;)) par concentration

millimolaire d’agent de contraste :
rn =A(1/T))/[Gd] avec [Gd] en mmol.L''; ry en mM'.s™!

Cette grandeur de relaxivité r traduit I’efficacité d’un agent de contraste. Une augmentation de
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la relaxivité étant synonyme de I’augmentation du contraste, 1’objectif primordial lors de la

conception d’un agent de contraste est d’atteindre une relaxivité élevée.

La relaxivité est dépendante des interactions entre 1’espece paramagnétique et les
molécules d’eau dans son proche environnement. Les chélates a base de Gd(III) ou de Mn(II)
doivent posséder au minimum une molécule d’eau coordinée au cation métallique. Cette
molécule d’eau va s’échanger avec les molécules d’eau voisines, permettant la propagation de
I’effet de relaxation. En fonction de leur nature intra- ou inter- moléculaire, deux types de
contributions a la relaxivité ont été mis en évidence :

- Sphere interne (inner sphere IS) : le nombre de molécules d’eau coordinées q contribue a la
relaxivité de sphere interne. L.’effet paramagnétique est transmis a I’environnement par échange
de cette molécule d’eau.

- Sphere externe (Outer sphere OS) : I’effet paramagnétique est également ressenti par les
molécules d’eau a proximité du complexe par un mécanisme de diffusion.

Pour les chélates de gadolinium, les relaxivités r{° et v’ contribuent de facon égale a la
relaxivité observée ;.

=15 +r2®

Ainsi, en plus d’étre sensible a la température et au champ magnétique, la relaxivité
dépend du nombre de molécules d’eau coordinées q, de la vitesse d’échange de cette molécule
d’eau kex et du temps de corrélation rotationnel z;, ¢’est-a-dire la vitesse de rotation du complexe
sur lui-méme (Figure 18).°° En d’autres termes, 1’augmentation du nombre de molécules d’eau
coordinées, de la masse molaire du chélate et de la compression stérique autour de la molécule

d’eau contribuent a une augmentation de la relaxivité.
9
@

=)
O

Figure 18 : Parametres influengant la relaxivité r;.
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c. Les produits de contraste commerciaux a base de gadolinium

Un tiers des examens IRM s’effectue avec injection d’un agent de contraste.' Le Gd(III)
est tres utilisé en imagerie par résonance magnétique grace a son spin électronique S = 7/2 et
sa lente relaxation électronique. Pour ces raisons, la majorité des produits de contraste
commerciaux sont des complexes de Gd(III). A ce jour, seuls les ligands HsDTPA, H{DOTA
et leurs dérivés sont commercialisés en tant qu’agent de contraste a base de gadolinium(III)

(Figure 19).
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Magnevist® Dotarem® Omniscan® ProHance®
n=43mMmts? r=4,2mM%s? ri=44mM's? ri=4,3mM%s?

Figure 19 : Agents de contraste commerciaux dérivés des ligands HsDTPA et HsDOTA (20 MHz, 25°C).

Ces complexes doivent répondre a plusieurs exigences pour une administration in vivo :
une faible toxicité, une bonne solubilit¢ en milieu aqueux, une €limination rapide et une
osmolalité faible.*® Toute la difficulté dans la conception d’un agent de contraste a base de
Gd(II) repose sur I’équilibre entre le nombre de molécules d’eau coordinées et la stabilité du
complexe. De fait, enlever un atome coordinant au profit d’'une molécule d’eau permettra
d’augmenter la relaxivité au détriment de la stabilité du complexe. Or, il est nécessaire d’utiliser
des chélates stables et inertes puisque I’ion Gd** non complexé est toxique. Son rayon ionique
étant proche de celui du Ca(Il), le GA(III) interfere avec le métabolisme calcique en altérant la
cinétique du processus catalysé par certaines enzymes."'® De plus, le manque de stabilité et
d’inertie de certains agents de contraste serait impliqué dans la Fibrose Systémique
Néphrogénique (FSN) chez les patients souffrant d’une insuffisance rénale.! Reconnue depuis
2006, cette maladie rare provoque progressivement une fibrose de la peau et des organes,
pouvant entrainer la mort.'*" Elle serait causée par ’accumulation des ions Gd** dans
I’organisme.”! La comparaison du nombre de cas de FSN, rapporté au nombre de doses
administrées, avec les log KagaL et les temps de vie en milieu acide (t1/2) des complexes, montre

une corrélation entre la FSN et le manque d’inertie des complexes linéaires (Tableau 10).4%-2



Nom commercial / Structuredu  Casde Doses Cas / Doses Log KadL t12>*
Complexe ligand FSN administrées administrées  (pGd)*3 (pH 1,0, 25°C)
Omniscan® L . 16,8
Linéaire 438 47 millions 9,3 <5s
[Gd(DTPA-BMA)H:0] (15,8)
Magnevist® . . 22,2
Linéaire 135 95 millions 1,4 <5s
[Gd(DTPA)H20]* (19,1)
ProHance® . .
Cyclique 1 12,3 millions 0,1 23,8 3,9h
[Gd(HP-DO3A)H:0]
Dotarem® . . 25,6
Cyclique 1 22,4 millions 0 338 h
[Gd(DOTA)H.0] (19,2)

Tableau 10 : Agents de contraste commerciaux, relation entre leurs propriétés, le nombre de cas de FSN et le

nombre de doses administrées jusqu’en 2009.4

En temps normal, I’hydrophilie de ces agents de contraste permet une élimination rapide
par les reins.> Dans le cas du [Gd(DOTA)HO], I’élimination par les urines est compléte en
moins de 24 h chez les patients sains (Figure 20).! Pour les patients présentant une déficience
rénale plus ou moins prononcée, 1’élimination nécessite beaucoup plus de temps. Dans le cas
de produits de contraste acycliques, le chélate est injecté avec un exces de ligand en prévention
de sa faible inertie cinétique, et donc d’une potentielle dissociation in vivo.>> Cependant, chez
les patients en insuffisance rénale, la longue élimination laisse place a la dissociation du

complexe.
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Figure 20 : Excrétion urinaire du [Gd(DOTA)H,0]" chez des patients sains (a), et chez des patients avec une

insuffisance rénale sévere (b) a trés sévere (c).!

d. Vers des agents de contraste plus performants

Augmenter la relaxivité permet d’améliorer la sensibilité de la technique et de diminuer
les doses injectées pour un examen IRM. La principale stratégie repose sur la modification de
la structure du ligand pour, de ce fait, agir sur les parametres régissant la relaxivité. Comme
détaillé précédemment, la relaxivité observée est dépendante d’un certain nombre de
parametres comme par exemple le nombre de molécules d’eau coordinées au cation métallique

q, la vitesse d’échange de ces molécules d’eau kex ou encore la vitesse de rotation du chélate .
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L’optimisation de ces paramétres permettrait d’atteindre des valeurs de relaxivité de
100 mM'.s! avec q = 1 & un champ magnétique de 1T.*® Sachant que les relaxivités des agents
de contraste commerciaux sont actuellement de 1’ordre de 4,2 mM.s”!, la conception d’agents
de contraste performants reste un challenge pour le chimiste. Ainsi, dans cette partie nous

verrons I’influence de ces paramétres sur la relaxivité.

- Augmentation de q

Le complexe devant étre stable et inerte in vivo, I’augmentation du nombre de molécules
d’eau dans la sphére interne présente des limitations puisque cela revient a enlever des
groupements coordinants contribuant a la stabilité du complexe, au profit de molécules d’eau
coordinées. Les complexes GdADO3A et GAPCTA possédent deux molécules d’eau coordinées
au gadolinium(III) contre une pour le GADOTA" (Figure 21). Méme si la stabilité et ’inertie du
complexe GADO3A restent adaptées pour une application in vivo (Tableau 11), ses propriétés
s’en trouvent réduites alors qu’aucune augmentation importante de la relaxivité n’est observée
entre les complexes GdADOTA™ et GdADO3A. Cependant, le passage du ligand H3:DO3A au
H3PCTA, c’est-a-dire I’insertion d’une pyridine au sein du macrocycle, permet d’augmenter a
la fois la relaxivité de pres de deux points mais également la stabilité et I’inertie du complexe
(Tableau 11). L’augmentation du nombre de molécules d’eau coordinées constitue un challenge
puisque, en plus de réduire la stabilité du complexe, ces molécules d’eau peuvent étre déplacées
par des anions présents en milieu biologique (phosphate, carbonate...) réduisant ainsi la

relaxivité, comme observé dans le cas du GADO3A et partiellement dans le cas du GdAPCTA.>’

CO,H CO,H CO,H
—
4 /7 N\ TCOyH 4 N ( \
[N N] [N HN] [N N/
HO,C— ™ /N\7 Ho,C— ™/ N HO,C— M\ /N\7
HO,C HO,C HO,C

Figure 21 : Ligands H4DOTA, H3DO3A et H;PCTA (De gauche a droite).

GdDOTA3® GdPCTAY GdDO3A3®
q 1 2 2
konsen 5™ 8,4.107 5,1.10°° (Eu) 1,2.10°
pour [H*]=0,21M?
t1/2 (HCl 0,1 M) P 229 h 3,8 h (Eu) 9,6 min
Log KunL (pM) © 25,3 (19,2) 21,0 (17,1) 21,0 (15,9)
n(mMts?) 4,2 (4,8)¢ 6,9 4,8°

2 Calculé a partir des constantes k1 avec kobs = k1 X [H*], ® Calculé avec ti/2 = In(2)/ kobs, € pM = -log [M3*] a pH 7,4
avec [L] = 10 x [M3*]wor = 10° M, 4 20 MHz, 25°C, ¢ 20 MHz, 40°C.

Tableau 11 : Valeurs caractéristiques des complexes GADOTA", GdAPCTA et GdADO3A.
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- Vitesse d’échange de la molécule d’eau coordinée et compression stérique.

Les groupements coordinants jouent un role important, tant pour la stabilité et 1’inertie
du chélate mais aussi pour la relaxivité. Leur présence induit une compression stérique autour
de la molécule d’eau accélérant ainsi sa vitesse d’échange avec I’environnement aqueux. A titre
d’exemple, le remplacement des groupements acétate du GAPCTA par des groupements
phosphonate (GAPCTP) permet d’augmenter la relaxivité alors que ce dernier possede une seule
molécule d’eau coordinée contre deux pour le GAPCTA (Figure 22, Tableau 12). En cause, la
compression stérique autour de la molécule d’eau du complexe GAPCTP qui permet un échange
jusqu’a 12 fois plus rapide que pour GAPCTA.>® Cependant, I’augmentation de la relaxivité est
également le résultat d’échanges de molécule d’eau dans la seconde sphére du complexe
observée avec les dérivés phosphonate.’®®! Outre les groupements coordinants, le squelette
macrocyclique peut également étre source de compression stérique. L’insertion d’un
groupement cyclohexyl au sein du pyclen du PCTA induit une augmentation de la relaxivité
dans le cas du dérivé Gd(cyclo-PCTA) de 5,4 4 6,1 mM'.s! (20 MHz, 310 K) grice a une

rigidité plus importante et donc une vitesse d’échange plus rapide (Tableau 12).%
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Figure 22 : Complexes [Gd(PCTA)(H,0),], [Gd(PCTP)(H,0)] et [Gd(Cyclo-PCTA)(H,0),].

Les chélates GdDODPA* et GdMeDODPA®, étudi€s par notre équipe et ses
collaborateurs, témoignent également de la difficulté a prévoir et contrdler la compression
stérique'! (Figure 23, Tableau 12). Pour GADODPA®, la présence d’une molécule d’eau dans
la sphere de coordination de 1’ion Gd(III) permet d’atteindre une relaxivité proche de celle du
GdDOTA" grace a une vitesse d’échange kex €élevée contrairement au GdMeDODPA™ pour
lequel une faible relaxivité a été observée (Tableau 12). Effectivement, 1’ajout des groupements
méthyl augmente considérablement la compression stérique, a tel point qu’aucune molécule
d’eau n’est présente dans la sphere interne du chélate (Tableau 12). Ainsi, I’augmentation de la
compression stérique autour de la molécule d’eau peut également s’avérer néfaste pour la

relaxivité.



Figure 23 : Complexes [Gd(DODPA)(H,0)]* et [Gd(MeDODPA)J*.

GdDOTA®  GdPCTA!®  GdPCTP!® GdDODPA!! GdMeDODPAM  Gd(cyclo-PCTA)2
q 1 2 1 1 0 2
kex (10° s 4,10 14 170 58 - 29
ria25°C, 20 6,9 i
MHz (mMLs?) 42 5,4 (37°C) 75 4 <2 6,1(37°C)

Tableau 12 : Valeurs caractéristiques des complexes GADOTA", GAPCTA, GdPCTP, GdDODPAY,
GdMeDODPA™ et Gd(cyclo-PCTA).

- Augmentation de la masse moléculaire

Augmenter la masse molaire du complexe tend a ralentir la rotation du chélate au profit
de la relaxivité. A cet effet, les chélates de gadolinium(IIl) ont été utilisés sous formes de
polymeres, de dendrimeres, ou encore de micelles.* L’incorporation de plusieurs chélates
de gadolinium(III) sur une méme structure permet également d’atteindre une relaxivité élevée
puisque cette grandeur est proportionnelle a la concentration en agent de contraste. La rotation
d’un agent de contraste macromoléculaire se verra réduite grace a sa taille, cependant, pour
atteindre des relaxivités optimales, la rotation intramoléculaire doit étre minimale.* L approche
développée par Livramento et al.,®® a consisté a greffer deux unités GADTPA? sur une
bipyridine puis de relier trois entités par la formation d’un complexe de Fe(Il) (Figure 24.A).
Grace a la rigidité de ce systéme, la relaxivité par chélate GADTPA?* atteint 12,5 mM™'.s’!
(40 MHz, 37°C) contre 3,8 mM.s! pour le complexe [GA(DTPA)(H20)2]* dans ces mémes
conditions, montrant ainsi le gain de relaxivité induit par la diminution de la vitesse de rotation
7. L’introduction de groupements hydrophiles au niveau des bras acétate du chélate GADOTA"
(Figure 24.B), connu sous le nom de Vistarem®, a permis d’atteindre une relaxivité trés élevée
de 39 mM st (37°C, 0,47T) grace au blocage du mouvement intramoléculaire couplé a
’augmentation du poids moléculaire.%” Enfin, un trimére du complexe GADO3A, développé
par notre équipe et ses collaborateurs a également permis d’augmenter la relaxivité par unité
GdDO3A grace a la diminution de la vitesse de rotation mais également par une augmentation

de la vitesse d’échange des molécules d’eau coordinées (Figure 24.C).%®
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Figure 24 : Exemples d’agents de contraste macromoléculaires a relaxivité élevée par Gd : A) Objet obtenu par
auto-assemblage possédant six entités GADTPA?,% B) Dérivé du GADOTA" aux chaines hydrophiles
(Vistarem®)®’, C) Trimere composé de trois unités [Gd(DO3A)(H,0),].%

Une autre stratégie consiste a augmenter la sensibilit¢ de I'IRM en ciblant
spécifiquement des protéines ou des récepteurs. L’introduction d’un groupement pouvant se
fixer a une protéine permet de diminuer la rotation de I’agent de contraste et, ainsi, d’augmenter
la relaxivité. Pour de tels objectifs, il est nécessaire de cibler une protéine ou un récepteur
abondant dans I’organisme comme I’albumine sérique (HSA, Human Serum Albumin). Par
exemple, la fixation du dérivé MS-325 (Vasovist®) a cette protéine permet une augmentation
de la relaxivité de 6 2 42 mM'.s! (Figure 25).4% Ce type de composé extracellulaire trouve

une application pour la visualisation du flux sanguin (AngiolRM).
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Figure 25 : MS-325 se liant a I’albumine sérique.

- Position apicale ef rotation de la molécule d’eau

Si la présence d’une molécule d’eau est nécessaire a la relaxivité, sa position au sein de
la sphere de coordination du Gd(IIl) joue également un rdle important. Suite aux travaux de
notre équipe, réalisés sur les ligands H:-MeDODPA et H.DODPA, d’autres dérivés du cyclen,
N-fonctionnalisés par des groupements acétate et picolinate, ont été synthétisés et étudiés pour
la complexation du gadolinium(IIl). Il a été démontré que le remplacement d’un groupement
acétate du ligand HsDO3AMPA par un groupement méthyle en position cis ou trans du
picolinate a une conséquence non négligeable sur la relaxivité’® (Figure 26). Lorsque la
substitution du groupement se fait en trans du picolinate (1,7-H4sDO3AMPA), la molécule
d’eau fait partie intégrante du polyedre de coordination. Par contre, lorsque la substitution se
fait en cis du picolinate, la molécule d’eau se retrouve en position apicale, au-dessus du
polyedre (Figure 26). Les liaisons Gd-Omn20 s’en retrouvent affectées avec une longueur de
2,549 A lorsque la molécule d’eau est en position apicale contre 2,476 A pour le deuxieme
complexe. La molécule d’eau dans cette position étant plus labile, elle s’échange plus
rapidement avec I’environnement aqueux induisant une augmentation de la relaxivité. Tout
comme sa labilité, la rotation de la molécule d’eau coordinée a ’ion Gd** est importante.

Récemment, Boros et al.”!

ont démontré que la formation de liaisons hydrogene entre cette
molécule d’eau et des groupements introduits sur les bras coordinants du chélate, permettait de

ralentir sa rotation et ainsi augmenter la relaxivité.
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Figure 26 : Influence de la position de la molécule d’eau sur la relaxivité.

Cette discussion a mis en évidence que I’utilisation de complexes macrocycliques de
gadolinium(IIl) en IRM s’imposait face aux équivalents linéaires. Effectivement, leur inertie
cinétique et leur stabilité thermodynamique €levées paraissent plus adaptées a une application
in vivo. Nous avons également vu que la relaxivité, grandeur traduisant 1’efficacité d’un agent
de contraste, est gouvernée par de nombreux parametres étroitement liés a la structure du
complexe. Ainsi, le type de groupements coordinants, la taille de I’agent de contraste ainsi que
I’organisation des atomes coordinants au sein de la sphere de coordination du métal impactent
la relaxivité. En prenant en considération I’ensemble de ces parametres pour approcher les
valeurs de relaxivité théorique, la conception d’un agent de contraste plus performant que ceux
actuellement sur le marché, reste un challenge.

Outre le gadolinium(III) et I'IRM, la complexation d’ions lanthanide aux propriétés de
luminescence donne acces a un autre type d’imagerie détaillé dans la partie suivante : I’imagerie

optique.
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3. Luminescence et imagerie optique

a. Principe de fonctionnement

Les chélates de lanthanides trouvent également un intérét en imagerie optique. En effet,
les propriétés spectroscopiques de certains cations lanthanides(IIl) en font des alternatives
intéressantes aux fluorophores organiques. Leurs bandes d’émission fines et reconnaissables
sont un avantage par rapport aux bandes larges des sondes organiques. Certains lanthanides
émettent dans le visible, d’autres dans le proche infrarouge (Figure 27). La couleur émise est
propre a chaque ion Ln(IIl) : les ions Tm(IIl), Tb(IIl), Dy(Ill), Eu(Ill), Sm(III) émettent
respectivement dans le bleu, vert, jaune, rouge et orange et, les ions Yb(III), Nd(III) et Er(III)

émettent dans le proche infrarouge.
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Figure 27 : Spectres d’émission caractéristiques des ions Ln(III).”?

Du fait de la nature interdite des transitions f-f, I’excitation directe des ions Ln>" génére
des coefficients d’extinction molaire trés faibles (€ <4 M'.cm™), 1a population des états excités
nécessitant des sources treés puissantes. En 1942, Weissman s’est apercu qu’en présence de
certains composés organiques, I’intensité d’émission des ions Ln(III) était accentuée suite a
’excitation de 1’échantillon dans 1’UV.” 1l mit ainsi en évidence que I’excitation du ligand
permettait, par un transfert d’énergie, de peupler les niveaux excités de 1’ion lanthanide(II), le
retour a 1’état fondamental générant ensuite 1’émission d’un photon. Ce phénomene est
aujourd’hui nommé « effet d’antenne » et facilite ainsi la population des états excités des

Ln(IIL).*77

Le diagramme de Jablonski simplifi¢ permet de comprendre cet effet d’antenne
(Figure 28). La premiere étape consiste en 1’absorption d’un photon par le ligand, du niveau

fondamental So au niveau excité S suivi par un transfert d’énergie de cet état singulet S a I’état
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triplet T; du ligand s’effectuant par un croisement intersysteme (CIS). L’énergie peut étre
dissipée depuis les états singulet Si et triplet T1 du ligand par les processus respectifs de
fluorescence (F) ou de phosphorescence (P). Mais depuis I’état triplet Ty, le ligand peut
également transférer son énergie vers les états excités des ions Ln(Ill). La derniere étape
consiste alors en I’émission d’un photon par un processus de désactivation radiative depuis les
états excités vers 1’état fondamental du Ln(III). Cependant, cette émission de photon peut étre
inhibée par des processus de désexcitations non radiatives a partir de ’état excité du
lanthanide(III). Plusieurs transferts d’énergie sont en cause dont un transfert en retour depuis
I’état excité du Ln(IIl) vers 1’état triplet du ligand ou, encore, une perte d’énergie via les

oscillateurs O-H, N-H voire C-H. Ainsi la présence d’une molécule d’eau coordinée au cation

métallique a pour conséquence une diminution de I’intensité de luminescence.

1 - Absorption

T e— ~ A

2 - Transfert d'énergie

I e

Etat fondamenta

3 - Emission

.
-

Ligand Ln(lIl

Figure 28 : Diagramme simplifi¢ de Jablonski et effet d’antenne (Adapté de la littérature®).

Il est a noter que la transition énergétique est qualifiée de fluorescence lorsqu’elle
s’effectue entre deux niveaux ayant le méme état de spin ou de phosphorescence si elle se
produit entre deux niveaux aux états de spin différents. Au sein des ions lanthanides, les deux
processus sont observés (Tableau 13): phosphorescence pour les ions Eu(IIl) et Tb(III) et
fluorescence pour I’ion Yb(III). Ces deux phénoméenes sont regroupés sous le terme de

luminescence des lanthanides.

Ln(11) Etat fondamental Etat excité Région de I’émission Nature de I’émission
Pr 3H, 1Dy, 3Po Visible et proche IR PetF
Nd *o/2 “F3/2 Proche IR F
Sm 5Hs/, 4Gs/2 Visible P
Eu "Fo Do Visible P
Gd 8572 P72 uv P
Tb "Fs Dy Visible P
Dy 5H1s/2 “Fo/2 Visible P
Ho 3lg >Sy, °Fs Visible et proche IR F
Er 1572 Y1372 Proche IR F
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Tm 3He 1Dy, 'Ga, 3Ha Visible P
Yb 2F72 2Fs/2 Proche IR F

Tableau 13 : Caractéristiques de 1’émission des ions lanthanides(II1)* (P : Phosphorescence, F : Fluorescence).

Le processus de luminescence est gouverné par les parametres physiques suivants :

- Les longueurs d’onde d’absorption Aabs et d’émission Aem

- Ladurée de vie de luminescence observée Tobs

- Le rendement quantique @

- Labrillance B(Apy) = &(Aey) X @ MLcm™)
La nature interdite des transitions f-f, qui s’avérait étre a 1’origine un inconvénient, présente
finalement plusieurs avantages. La population de 1’état excité des ions Ln(III) via I’état triplet
T1, a pour conséquence un large déplacement de Stokes (Aabs < Aem), I’énergie du photon absorbé
étant largement supérieure a celle du photon émis. Par ailleurs, la durée de vie de luminescence
des complexes de Ln(IIl) est tres longue en comparaison aux fluorophores classiques (Tobs ~ 1
ms pour les complexes d’Eu(Ill) contre tops <10 ns pour les fluorophores organiques). Un des
parametres physiques des plus importants est le rendement quantique, correspondant au rapport
du nombre de photons émis sur le nombre de photons absorbés. Cette grandeur reflete
Iefficacité du transfert énergétique entre 1’antenne et le lanthanide et donc la capacité d’un
complexe a étre utilis€ comme sonde luminescente. Cependant, méme si le rendement
quantique est élevé, I’efficacité de 1’excitation doit étre prise en compte pour une application
en milieu biologique. Ainsi I’efficacité d’un chélate luminescent est traduit par la grandeur de
brillance qui correspond au produit du rendement quantique par le coefficient d’absorption a

une longueur d’onde donnée.

Il est a noter que ces propriétés sont importantes a la fois pour des applications en
imagerie médicale mais aussi dans le domaine de la microscopie. Comme toute application
médicale, 1’imagerie optique présente plusieurs limitations, les principales étant
I’autofluorescence du milieu biologique provoquée par 1’absorption de composants
(hémoglobine, eau, mélanine), ainsi que la faible pénétration des rayonnements dans les tissus.
La « fenétre d’imagerie » située entre 650 et 1450 nm désigne les longueurs d’onde adéquates
pour ’excitation et I’émission d’une sonde luminescente, la ou 1’absorbance des composants
biologiques est minimale (Figure 29.A).”° En microscopie, la longue durée de vie de
luminescence des complexes de Ln(IIl) (quelques ms pour les complexes d’Eu(Ill) et de
Tb(II)) est mise a profit ou 1’application d’un délai de I’ordre de la dizaine de ps avant

I’enregistrement du signal, permet d’améliorer le rapport signal/bruit en excluant la
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fluorescence des composants du milieu biologique qui présentent une durée de vie tres courte,

de I’ordre de la nanoseconde (Figure 29.B).”’
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Figure 29 : A) Absorbance de composants biologiques et « fenétre d’imagerie ».”® B) Application d’un délai de

quelques ps pour exclure la fluorescence du milieu biologique.”

b. Complexes luminescents de lanthanides(III)

De fagon analogue a I'I[RM et a la médecine nucléaire, les complexes luminescents
doivent étre stables et inertes en milieu biologique. C’est la raison pour laquelle, les plateformes
macrocycliques, tacn ou encore cyclen sont tres étudiées pour le développement de sondes
luminescentes. Pour une application en imagerie cellulaire, Parker et al. ont synthétisé une série
de chélates d’europium(IIl) et de terbium(IIl) dérivés du cyclen permettant de visualiser
spécifiquement certains organites mais, aussi, de comprendre les processus biologiques
cellulaires griace au développement de « sondes intelligentes », sans perturber le systéme.’® Le
principe repose sur le fait qu’un changement dans I’environnement de coordination du cation
métallique par la coordination d’une molécule d’eau, d’un anion, ou bien en fonction du pH,
aura pour conséquence une modification de I’allure du spectre d’émission mais également de
son intensité. C’est le cas du dérivé du cyclen N-fonctionnalisé par un groupement sulfonamide
qui, en fonction du pH, présente des spectres d’émission différents dii a un changement de
coordination (Figure 30).”” Ce complexe a ainsi permis de mesurer le pH intracellulaire par

microscopie.
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Figure 30 : Exemple de sonde luminescente intelligente sensible au pH.”



Toutefois, un changement de I’environnement de coordination du cation métallique
n’est pas toujours recherché. Au contraire, la saturation de la sphére de coordination du
lanthanide(III), c’est-a-dire 1’absence de molécule d’eau coordinée, permet d’atteindre des
émissions intenses utiles pour augmenter la sensibilité des techniques d’imagerie puisque la
présence d’une molécule d’eau dans la sphére de coordination du métal inhibe I’émission du
lanthanide(Ill) par des phénomenes de désexcitation non radiative causés par les oscillateurs
O-H. La protection de I’ion métallique de son environnement permet de réduire ces processus.
A cet effet, les groupements picolinate ont largement été étudiés pour agir en tant que
chromophores tout en saturant la sphere de coordination du métal. D’abord utilisé sous la forme
de complexes tris(dipicolinate)**3! [Ln(DPA)3]* (Figure 31), les complexes d’europium(III) et
de terbium(III) présentent des rendements quantiques respectifs de 24 et 22%. Afin de former
des complexes stables et inertes, ces groupements picolinate ont ensuite été utilisés en tant que
groupements coordinants sur les macrocycles tacn, cyclen et cyclam (Figure 31).!0-11198283 [ g

chélates TODNO3PA et Tb(DO3A-pic) présentent des rendements quantiques respectifs de 60
et 56 % contre 22% pour Tb(DPA)g'. Ces valeurs, des plus ¢élevées, démontrent 1’efficacité du

transfert d’énergie entre le ligand et I’ion métallique ainsi que la protection efficace de ce
dernier. D’abord étudiés pour une application en IRM (Ln = Gd) par 1’équipe et ses
collaborateurs, les complexes LnMeDODPA* 'V et LnCBTEDPA* 1989 dépourvus de

molécule d’eau coordinée, s’averent intéressants pour 1’imagerie optique (Figure 31).

LnMeDODPA* LnCBTEDPA*

Figure 31 : Exemples de complexes de lanthanides(III) a base de groupements picolinate.

Toutefois, la brillance B(A,,) de ces complexes, c’est-a-dire leur efficacité de

luminescence, peut €tre améliorée en fonctionnalisant les groupements picolinate par des
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systemes fortement conjugués afin d’augmenter le coefficient d’absorption molaire €, puisque
B(Aex) = €(Aex) X @ . A cet effet, une large variété de groupements a été étudiée, d’abord
pour les complexes tris(dipicolinate)®* puis, ensuite, avec des dérivés macrocycliques.”!'® Dans
le cas de tels systemes, la sensibilisation du lanthanide se fait via la bande de transfert de charge
du ligand. Ainsi, la variation des groupements donneurs ou de la nature du systeme conjugué
permet de changer la position énergétique de 1’état excité du ligand pour maximiser 1’efficacité
du transfert d’énergie vers I’état excité du lanthanide(I1I). Les groupements picolinate du ligand
H>MeDODPA ont été fonctionnalisés par des systeémes conjugués pour la complexation de
’europium(II)° et de I’ytterbium(II)!* menant a des brillances élevées malgré leur faible
rendement quantique (Figure 32). Par ailleurs, il est a noter que I’introduction de groupements

PEG favorise I’internalisation cellulaire permettant ainsi 1’imagerie de cellules vivantes.

Me) = 341 nm (40500 M~'.em™)

PourLn=Eu Tino = 0,47 ms
R = %%OOPEG 0=1%
B =405M ".cm’!
Pour Ln = Yb Me) = 410 nm (78400 M~".cm")
— THoo = 2,2 {8
R = §T<j>—m(PEG)2 o 0.8%

B= 638 M .cm’

Figure 32 : Chélates d’europium(III) et d’ytterbium(IIT) dérivés du ligand H-MeDODPA pour

I’imagerie cellulaire.

Dans tous les exemples précédents, le groupement chromophore est amené par le biais
des bras coordinants mais il peut également faire partie intégrante du macrocycle. C’est
notamment le cas du complexe TOPCTMB, ot la pyridine du pyclen joue le role de groupement
chromophore. Ce chélate est caractérisé par un rendement quantique élevé de 51% dans ’eau.'?
D’autre part, ce ligand sera abordé plus en détails dans le chapitre suivant puisqu’il constitue le

point de départ des travaux réalisés au cours de cette these.

Figure 33 : Dérivé du pyclen ToPCTMB utilisé comme sonde luminescente.
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c. Spectre d’émission de complexes d europium(I1l) et de terbium(I1l)

En plus d’étre utilisés en tant que sondes luminescentes, les chélates de lanthanides(I11)
sont d’une importance majeure pour évaluer la capacité d’un complexe de gadolinium(III) a
étre utilisé comme agent de contraste en IRM. Les propriétés photophysiques des complexes
des ions Eu(IlI) et Tb(III), voisins du Gd(III) dans le tableau périodique, ont tres largement été
mises a profit afin de déterminer le nombre de molécules d’eau présentes dans la sphere de
coordination du cation métallique. Puisque nous serons amenés a étudier les propriétés

photophysiques de nos chélates de lanthanides, il est important de pouvoir interpréter les

spectres d’émission de complexes d’europium(IIl), de terbium(III) et d’ytterbium(III).

Pour les complexes d’Eu(I1I), les transitions Do — 'Fy (J = 0 - 4) correspondent aux
longueurs d’ondes de 580, 591, 615, 685 et 691 nm. Dans le cas du Tb(III), les transitions Dy
- "Fy (J = 6 - 3) générent des bandes d’émission a 489, 543, 582 et 620 nm (Figure 34).
L’énergie de 1’état excité Do de I’Eu(Ill) differe de celle de I’état excité *Ds du Tb(III) avec
des énergies respectives de 17 200 cm™ et 20 500 cm™.® Pour obtenir un transfert d’énergie
efficace entre I’antenne et I’ion Ln(III), ’énergie de I’état triplet du ligand doit étre supérieure
222 000 cm™! pour I’Eu(III) et 22 500 cm™ pour le Tb(III).* C’est pourquoi I’antenne doit étre
judicieusement choisie en fonction du Ln(IIl) étudié. Enfin, I’émission d’un complexe
d’ytterbium(III) est caractérisée par une bande large centrée vers 980 nm correspondant a

I’unique transition *Fs; = *Fp.

550 600 650 700 750 800 %s0 500 550 600 650 700

Figure 34 : Spectres d’émission et transitions associées de complexes d’Eu(III) (a gauche) et de Tb(III) (a

droite). (Adapté de la littérature )

Comme discuté précédemment, la présence d’une molécule d’eau dans la sphere de
coordination du cation Ln(III) va inhiber la luminescence par des phénomenes de désactivation

non radiatifs causés par les oscillateurs O-H. Sur ce principe, la mesure de la durée de vie de
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luminescence d’un complexe d’Eu(IIl) ou de Tb(IIl) dans H>O et D>O permet de connaitre le
nombre de molécules d’eau dans la sphére de coordination du cation métallique grace aux
équations développées par Parker et al.3*%7 et Horrocks et al.®® La détermination du nombre de
molécules d’eau coordinées selon cette méthode est extrapolable au complexe de

gadolinium(III) correspondant.

IV. Conclusion et objectifs des travaux

La discussion développée au cours de ce chapitre a permis de souligner la capacité des
polyazamacrocycles a répondre aux exigences du milieu biologique par la formation de chélates
stables thermodynamiquement et inertes cinétiquement. De plus, la variété des propriétés
intrinseéques des ions lanthanides(III) et de I’yttrium(III) ainsi que leur mode de coordination
identique, permettent d’envisager leur complexation par une méme famille de ligands donnant
ainsi acces a de nombreuses techniques d’imagerie et de thérapie dont I’IRM, I’imagerie
optique et la médecine nucléaire. Comme nous I’avons vu, de nombreux paramétres influencent
les propriétés des complexes : le type de macrocycles ou de groupements coordinants ont, entre
autres, des conséquences sur I’inertie, la vitesse de complexation ou encore sur la relaxivité
dans le cas de complexes destinés a I’IRM.

Afin de satisfaire les conditions requises pour la thérapie en médecine nucléaire avec
I’yttrium 90 et en IRM avec le gadolinium, nous avons entrepris la synthése et 1’étude de dérivés
du pyclen. A ce jour, les complexes de lanthanides(II) dérivés du pyclen ont fait preuve d’une
stabilité thermodynamique et d’une inertie cinétique €élevées mais également d’une cinétique
de complexation rapide, facteur essentiel pour la médecine nucléaire. Grace a sa pyridine
intégrée au sein du macrocycle, le pyclen semble ainsi étre une bonne alternative au DOTA et
a ses dérivés.

Le premier axe de cette theése est dédié a la complexation de 1’ yttrium 90 pour le traitement
du cancer du foie par radiothérapie interne. Puisque cette technique nécessite I’emploi de
chélates d’yttrium 90 neutres et lipophiles, nous évaluerons dans un premier temps la capacité
du ligand H3:PCTMB, dérivé du pyclen N-fonctionnalisé par trois groupements
n-butylphosphonate, a étre utilisé comme produit de radiothérapie avec I’yttrium 90. Ensuite,
nous développerons la synthése et 1’étude de quatre nouveaux dérivés du pyclen N-
fonctionnalisés de facon symétrique ou non symétrique par des groupements picolinate ou
acétate. Comme détaillé précédemment, I’organisation et le nombre d’atomes coordinants au

sein de la sphere de coordination du cation métallique a une importance majeure quant aux
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propriétés du chélate. L’¢étude de différents arrangements nous a ainsi semblé primordiale et
pourrait répondre a nos attentes d’inertie et de stabilité ¢élevées. Enfin, la lipophilie de ces
ligands sera augmentée pour 1’application visée.

Dans un dernier chapitre, ces nouveaux ligands dérivés du pyclen seront étudiés pour la
complexation du gadolinium(IIl) en vue d’une application en IRM du foie. Les chélates de
gadolinium(IIl) devront posséder, au minimum, une molécule d’eau coordinée tout en
répondant aux critéres de stabilité et d’inertie nécessaires a une utilisation in vivo. A cette
occasion, les propriétés photophysiques et relaxométriques de certains complexes de
lanthanides(III) seront évaluées grace a une collaboration avec le groupe du Pr Gyula Tircsé
(Université de Debrecen, Hongrie) et celui du Pr Carlos Platas-Iglesias (Université de la
Corogne, Espagne) dans lequel je me suis rendue au cours de mon doctorat afin de participer

aux mesures photophysiques.
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Chapitre |l

Synthése et étude de dérivés du pyclen pour la complexation de 1'Y>*
et de 1”°Y** pour la radiothérapie interne du cancer du foie







Introduction du chapitre Il

Ce chapitre porte sur la synthése et 1’étude de nouveaux ligands dérivés du pyclen pour
la complexation de I’yttrium 90 en vue d’une application en radiothérapie interne pour le
traitement du cancer du foie. Comme mentionné au cours du chapitre bibliographique, I’emploi
de chélates stables et inertes est un des prérequis indispensables a toute application in vivo.
Cette condition est d’autant plus importante dans le cas du traitement du cancer du foie par
radiothérapie interne puisque cette technique impose de longs temps de résidence du produit de
thérapie dans la tumeur. A cela s’ajoute la nécessité de former des complexes neutres et
lipophiles pour maximiser sa rétention dans la tumeur. Pour répondre a ces problématiques, une
des voies envisagées est d’employer des dérivés macrocycliques et plus spécifiquement le
pyclen. La discussion menée dans le chapitre précédent a permis de souligner le potentiel de ce
dernier a former des complexes stables et inertes. De plus, le développement de dérivés du
pyclen apparait idéal pour cette application grace a la lipophilie apportée par le noyau
pyridinique, a la formation de complexes de lanthanides(III) neutres et a la possibilité d’insérer
des groupements encore plus lipophiles si nécessaire.

Une premiere partie présentera le contexte de I’application visée : le cancer du foie et
ses généralités ainsi que les traitements utilisés. Une deuxieme partie sera consacrée a 1’étude
du ligand lipophile H;PCTMB pour la complexation de I’yttrium 90. Grace aux trois chaines
n-butyl et a la neutralit¢ du complexe d’yttrium(IIl), I’étude de ce dérivé nous permettra
d’évaluer le caractére lipophile que le complexe doit posséder. La syntheése et 1’étude de
nouveaux dérivés du pyclen seront détaillées dans la troisieme partie. Enfin, les excellentes

propriétés de ces ligands nous ameneront a développer des analogues lipophiles.
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1 Le carcinome hépatocellulaire
|. Généralités

1. Statistiques et causes du carcinome hépatocellulaire

En dépit de dépistages de plus en plus précoces, la 1étalité du cancer du foie reste élevée.
A T’échelle mondiale, le nombre de déces causés par le cancer du foie, tous types confondus,
reste préoccupant avec pas moins de 745 500 cas recensés en 2012.% 1l occupe de fait une place
critique dans le classement de mortalité par cancer et par sexe, se plagcant second chez I’homme
avec 521 000 déces, et sixieme chez la femme avec 224 500 déces. Plus particulierement, le
carcinome hépatocellulaire (CHC) représente 70 2 90% des cancers du foie diagnostiqués.”
Ces tumeurs malignes se développent directement dans I’organe a partir des hépatocytes, ce qui
les classe parmi les cancers primitifs du foie. Par ailleurs, par sa fréquence de diagnostic, le
CHC est parfois nommé « cancer primitif du foie » méme si d’autres types de cancers, plus
rares, appartiennent a cette catégorie : le cholangiocarcinome intra-hépatique, cancer des voies
biliaires, et 1’angiosarcome, cancer des vaisseaux hépatiques. Outre le CHC, les cancers
secondaires du foie désignent les métastases qui se développent au niveau du foie mais qui ont
pour origine un autre organe tel que les poumons, les seins ou encore 1’estomac. Enfin,
I’adénome hépatocellulaire, tumeur bénigne, reste rare mais son taux d’incidence ne cesse
d’augmenter depuis 50 ans, notamment chez la femme, coincidant pour certains avec

I’apparition et la généralisation des contraceptifs oraux.”!

Dans 80 2 90% des cas, le CHC est associé 4 une cirrhose, maladie chronique du foie,*>"*
I’abus d’alcool et les virus de I’hépatite B et C en étant les causes principales.”* En cause, la
détérioration des hépatocytes, laissant place a un tissu fibreux provoquant une altération des
fonctions hépatiques. Le tabac, le diabéte, I’hémochromatose et 1’exposition a des mycotoxines
telle que I’aflatoxine sont également des facteurs de risque du CHC.

La disparité géographique de la présence des virus de I’hépatite B et C influence
I’occurrence de cancers primitifs du foie, avec un taux de mortalité plus élevé dans les pays en
voie de développement que dans les pays développés. A titre d’exemple, le nombre de déces
liés au CHC chez I’homme reste a la deuxieme place dans les pays en voie de développement

(Asie du sud et de I’est, Afrique du nord et de I’ouest) alors qu’il décroit a la sixiéme place dans
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les pays développés. Cette divergence s’explique par la forte présence du virus de I’hépatite B

dans les pays en voie de développement.®

2. Les traitements du carcinome hépatocellulaire

L’évolution des techniques d’imagerie et la mise en place de programmes de dépistage
des CHC, permettent un diagnostic de plus en plus précoce.”® Cependant, 1’absence de
symptomes rend la détection du CHC tardive et aléatoire. Cette détection tardive associée a la
présence d’une cirrhose sous-jacente, altérant le fonctionnement du foie, compliquent les
possibilités de traitement. En oncologie, le pronostic repose majoritairement sur le stade de
développement de la tumeur, exception faite du CHC, pour lequel 1’état du foie influence
considérablement les chances de survie et la démarche thérapeutique. Cinq stades du CHC ont
été répertoriés par la classification « Barcelona Clinic Liver Cancer » qui associe un traitement

)_97

a chaque stade de la maladie (Figure 35).”" Ce systeme de classification prend en considération

le stade de la tumeur ainsi que la déficience de la fonction hépatique.

Carcinome
hépatocellulaire
\ 4 \ 4 A 4 \ 4 \ 4
Tres précoce Précoce Intermédiaire Avancé Terminal
A 4 \ 4 A 4 A 4 \ 4
Résection / Transplantation / Chimioembolisation . Traitement
e L , e Sorafenib X
Radiofréquence / Injection percutanée transartérielle symptomatique

Figure 35 : Les différents stades du CHC et les traitements associés. Figure adaptée du systeme de

classification « Barcelona Clinic Liver Cancer ».%

La transplantation de foie est indiquée selon des criteres de taille de la tumeur (< 5
cm) et de nombre (moins de trois tumeurs < 3 cm), en I’absence de métastase. Ce traitement
reste le plus efficace car il élimine a la fois la tumeur et la cirrhose. Seuls 5% des patients sont
concernés et des taux de 10 a 15% de rechutes ont été observés. Cette technique reste marginale
du fait du manque de donneurs compatibles et de temps d’attente trop longs. Pour les cancers
de stade tres précoce a précoce (30 a 40 %), d’autres traitements sont conseillés : résection,
ablation par radiofréquence ou injection percutanée d’éthanol. On parle de thérapies

curatives.”® Une fois la tumeur éliminée, le risque de développer un CHC reste élevé,
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principalement a cause de 1’étendue trop importante de la cirrhose initiale, menant a un taux de
rechute de 70% suite A une résection chirurgicale.”® Le Sorafenib (Nevaxar®) est un inhibiteur
de kinase utilisé en tant que traitement systémique pour les patients atteints d’un cancer au
stade avancé. Malheureusement, ce type de traitement permet une survie de seulement deux a
trois mois. Au stade terminal, les patients auront recours a un traitement uniquement

symptomatique.

La chimioembolisation transartérielle est le traitement de référence pour les CHC de
stade intermédiaire. Cette technique de thérapie interne a pour objectif de stopper la progression
de la tumeur et de tendre a diminuer sa taille, de fagon a rendre le patient éligible a une résection
ou encore a une transplantation.

Cette technique repose sur la vascularisation du CHC. Un foie sain est constitué de deux
lobes irrigués a 75% par la veine porte et 25% par I’artére hépatique. Un CHC se développe au
niveau de I’artére hépatique et se retrouve irrigué a 90% par cette artére.!’ La
chimioembolisation transartérielle consiste a injecter via cette artere hépatique, au plus pres de
la tumeur, un produit de chimiothérapie (Figure 36).> Ce produit est injecté dans la tumeur
grice a un vecteur pouvant étre une huile iodée, comme le Lipiodol® que nous décrirons un peu
plus loin, ou des microspheres. Une fois le mélange injecté, un agent embolique vient bloquer
I’irrigation de la tumeur, permettant ainsi d’y maintenir le produit cytotoxique. La partie saine
du foie est épargnée et conserve une vascularisation normale. De nombreux agents anti-
cancéreux sont utilisés a cet effet, tels que la doxorubicine, le cis-platine ou encore
I’épirubicine. Ces produits thérapeutiques sont injectés, seuls ou en mélange, sous forme

d’émulsion avec I’huile iodée.”

La chimioembolisation

A

mélange du meédicament de
chimiothérapie et des emboles

-
Al NN :jicament de

tumeur -

B . chimiothérapie
A -
gL > :
A B
3

cathétar

artere
hepatique

emboles

\-%_.—_ pli de laine
catheter —

— — Brtere

femorale

Figure 36 : Principe de la chimioembolisation transartérielle. Injection du produit cytotoxique mélangé au
vecteur, au plus pres de la tumeur via un cathéter (A). Maintien du produit de chiomiothérapie au sein de la

tumeur suite a I’injection d’un agent embolique, bloquant I’irrigation de la tumeur (B).!°!
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Les résultats des études cliniques sur cette méthode sont souvent contradictoires, en
cause, I’hétérogénéité de la maladie et la précarité de la fonction hépatique chez les patients
retenus. Cependant, plusieurs études montrent 1’efficacité de la chimioembolisation
transartérielle avec un prolongement de la vie de un a deux ans.!91% Chez des patients traités
par chimioembolisation, une diminution de 16 a 61% de la taille de la tumeur a été constatée

en plus d’un taux de survie, a un an, de 82%.'%?

Parmi les thérapies par embolisation transartérielle, figurent également I’embolisation
seule, la radioembolisation ou encore la chimioembolisation a 1’aide de billes a élution
médicamenteuse. Toutes ces thérapies reposent sur le méme procédé mais different par le type

d’agent de thérapie, de vecteur et d’agent embolique (Tableau 1).

Techniques Acronymes Agent de Agent de Tvoe de vecteur Agent
q anglais chimiothérapie radiothérapie yp embolique
Embolisation . .
! . I TAE non non Lipiodol ou aucun oui
Transartérielle
Chimi bolisati . - .
fmioem ,0.|Sa on TACE oui non Lipiodol oui
transatérielle
Chimio- . L
. - TOCE oui non Lipiodol non
Lipiodolisation
non oui Lipiodol oui/non
Radioembolisation TARE P /
transartérielle ) microspheéres en résine ou en
non oui non
verre
Chimiothérapi .
imiot le.aple TAC oui non aucun aucun
transartérielle
Perles a élution
. DEB-TACE i lymeére ioni h hil i
médicamenteuse C oui non polymére ionique et hydrophile oui

Tableau 1 : Liste des techniques de thérapies transartérielles dérivées de la chimioembolisation transartérielle.*?

La radioembolisation transartérielle emploie un agent de radiothérapie a la place du
produit cytotoxique. Des microspheres, disponibles commercialement, en verre (TeraSphere®,
MDS-Nordion) ou en résine (SIR-Spheres®, Sirtex medical), imbibées d’yttrium 90,
permettent de délivrer de fortes doses de radioactivité au sein de la tumeur tout en préservant
le tissu sain.'” Ces microsphéres different par leur nature (verre ou résine), leur taille (20-
35um), la dose de radioactivité par particule et le nombre de particules potentiellement
injectées. L’efficacité de telles microspheres a été démontrée par plusieurs études, qui relatent
une régression de la tumeur en plus d’un bénéfice de survie proportionnel a la dose de
radioactivité injectée. Néanmoins, ce traitement reste difficile 2 mettre en place, d’autant plus
que I’absence d’émission de rayons y par I’yttrium 90 et la non radio-opacité des particules ne
permettent pas un suivi de la procédure par imagerie.'™

D’autres microsphéres chargées avec des radionucléides thérapeutiques (1°Ho, '*®Re,

186Re, 32P) sont actuellement en cours de développement. Des particules en polyméres a base
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d’holmium-166 (activation sous flux de neutrons) peuvent étre détectées en IRM et en TEMP
grace au paramagnétisme de 1’holmium et aux rayons y émis, facilitant ainsi la délivrance du
traitement.'®

En plus des microspheres, le Lipiodol peut également étre utilis€ comme vecteur de
radionucléides pour la radioembolisation transartérielle. Les produits développés pour cette

technique feront I’objet de la partie suivante.

ll. La radiothérapie interne

1. Le Lipiodol

Le Lipiodol est une huile constituée d’esters éthyliques di-iodés en C16 et C18, issue
d’acides gras insaturés extraits des graines de pavot. Le Lipiodol est commercialisé sous le nom
Lipiodol Ultra Fluide® par la société Guerbet. Cette huile jaune péle est caractérisée par une
concentration en iode de 480 mg/mL., une densité de 1,28 et une viscosité de 25 mPa.s a 37°C.%3
Ce produit a été synthétisé par Marcel Guerbet en 1901. Les premieres utilisations du Lipiodol
étaient a visée thérapeutique en lien avec les vertus de I’iode. Les principales indications étaient
alors liées a la syphilis, les maladies cardiovasculaires ou pulmonaires. L’opacité aux rayons X
de cette huile iodée était déja connue mais n’a trouvé une utilité en radiologie qu’a partir de
1920 et a ainsi permis la détection de tumeurs de la moelle épiniére dés 1921.!% Les premiéres
utilisation du Lipiodol pour la chimioembolisation datent des années 1980. Suite a I’injection
de Lipiodol dans un hépatocarcinome via 1’artére hépatique, le Pr. Konno a démontré que
’huile se fixait sélectivement dans la tumeur et qu’elle s’y accumulait plusieurs semaines.'?’
L’idée de mélanger un produit cytotoxique au Lipiodol, afin de traiter sélectivement la tumeur,
a ainsi émergé. Le premier produit utilisé a cet effet est 1’agent anti-tumoral Néocarzinostatin
qui, conjugué a un polymere (styréne acide maléique), est soluble dans le Lipiodol.!%®!% Ce

produit, dénommé SMANCS, est utilisé comme traitement du CHC au Japon.

Figure 37 : Néocarzinostatin (NCS),

premier agent antitumoral utilisé

~ \('\/‘O avec le Lipiodol pour le traitement du CHC.
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2. Les agents emboliques

Les agents emboliques ont pour role de provoquer la nécrose de la tumeur en bloquant
son irrigation, une fois le mélange [Lipiodol / produit de chimiothérapie] injecté. 1l existe de
nombreux agents emboliques se différenciant par leur composition (billes de verres, de
polymeres...), leur forme (sphérique ou non sphérique), leur taille (45 a 1200 pum), et leur
capacité de résorption.”*!!° Le Lipiodol est également considéré comme un agent embolique

grace a son accumulation sélective dans la tumeur pendant une période prolongée.

3. Les produits de radiothérapie

Parmi les nombreux travaux menés pour la radiothérapie interne avec le Lipiodol,
plusieurs approches de synthese ont été développées : liaison covalente entre 1’atome radioactif
et le Lipiodol, liaison covalente entre le chélatant et le Lipiodol suivi de la complexation du
radionucléide, ou encore la solubilisation d’un complexe lipophile dans le Lipiodol.

Commercialisé sous le nom Lipiocis® (CIS Bio international, France) 1"3‘I-Lipiodol est
synthétisé par échange entre I’iode stable du Lipiodol et le radionucléide *'T (Figure 38). Ce
produit est le premier ayant re¢u une autorisation chez ’homme a des fins de radiothérapie
interne. Ce traitement s’est révélé aussi efficace que la chimioembolisation avec une meilleure
tolérance chez les patients atteints de CHC.!'! Néanmoins, la longue durée de vie de ’iode-131
et la forte énergie des rayons gamma rendent I’utilisation du Lipiocis® compliquée et nécessite
de placer le patient en chambre radio-opaque pendant huit jours. En conséquence, ce produit a
récemment été retiré du marché. Pour pallier a ce probléme, 1’utilisation d’autres radionucléides

thérapeutiques a émergé tels que °Y, '*8Re, 'Ho et !”’Lu (Tableau 14).

) Porté imal Porté .

Radioélément t1/2 EBmax (keV) Ey (keV) ortee maximale Ortee MOYeNne b oduction
(mm) (mm)
13 8,01j 606 364 (81,7%) 2,9 0,40 fission
89
Y
90y 64,1h 2280 - 11 2,76 905f79'0‘\’()

*’Re (n, )
188Re 16,9 h 2120 155 (15,0%) 11 2,43 188\ /18R e
16610 26,8 h 1854 81 (6,7%) 8,6 2,5 1650 (n, y)
771y 6,7] 500 208 (11%) 2 0,28 6Ly (n, y)

Tableau 14 : Caractéristiques de radionucléides émetteurs - utilisés pour le traitement du CHC.
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Wang et al. ont décrit la synthése du chélate EDTB (Figure 38), relié par liaison
covalente au Lipiodol.''? L’EDTB/Lipiodol a d’abord été marqué avec I’yttrium 90. La
biodistribution chez le rat sain a montré une accumulation importante dans le foie et les os mais
moindre dans les poumons. L’accumulation de I’yttrium dans les os refléte un manque de
stabilité du complexe *°Y-EDTB. De plus, la longue et difficile synthése de ’EDTB/Lipiodol
rend son utilisation en tant que produit de radiothérapie interne rédhibitoire. Les complexes de
I’oxine avec I’holmium-166 et le lutétium-177 ont également démontré une accumulation du
radionucléide dans les os contrairement a ’étude menée avec I’yttrium 90 (Figure 38).!1311

Le rhénium-188 est I’un des radionucléides le plus étudié pour la radiothérapie interne.
A ce jour, au moins deux complexes lipophiles du '*¥Re sont étudiés en essais cliniques : le
188Re-SSS et le '%8Re-HDD (Figure 38).!'%!117 Les études menées sur le composé '38Re-SSS sont
prometteuses : le ligand et le complexe sont synthétisés rapidement avec un bon rendement et
une bonne pureté radiochimique (PRC). Les études in vivo sur le rat indiquent une rétention
importante dans la tumeur et une légere fixation dans le foie. Ces résultats sont corroborés par
les premiers tests chez ’homme ot I’utilisation du '®®Re-SSS/Lipiodol a permis de stabiliser la

progression de tumeurs.!'®

! 1311 Lipiodol N
(Lipiocis®) N\/\N

H
N
EDTB-M (0] N "NH Kﬁ
EDTB

188Re-EDTBI/Lipiodol
90Y.EDTB/Lipiodol

>[N\9/Nj< T
<\S,/S NY

188Re-HDD 188Re-SSS
Figure 38 : Produits étudiés a des fins de radiothérapie interne du CHC.

La radioembolisation transartérielle permet de traiter les cancers du foie. Cette
technique s’appuie sur la distribution sanguine propre aux tumeurs hépatiques pour injecter un
radionucléide mélangé a une huile iodée (Lipiodol) en amont de la tumeur. A ce jour, aucun

radiocomplexe macrocyclique n’a été étudié pour cette application qui, pourtant, permettrait
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d’éviter toute accumulation de radionucléides non complexés en milieu biologique. Parmi les
radionucléides utilisés pour la thérapie du foie, seul I’yttrium 90 n’émet pas de rayons gamma,
ce qui en fait un radionucléide de choix pour I’application visée puisque la procédure peut étre
suivie grace a la radio-opacité du Lipiodol.

Ainsi, nous avons entrepris le développement de chélates macrocycliques a base
d’yttrium 90, répondant aux critéres d’inertie cinétique et de stabilité thermodynamique
imposés par le milieu biologique. Puisque la technique de radiothérapie interne visée consiste
ainjecter le produit radioactif en mélange avec une huile iodée (Lipiodol), le caractere lipophile
des ligands synthétisés est €également recherché. Pour ce faire, le développement de chélates
dérivés du pyclen nous a semblé judicieux. En plus des propriétés thermodynamiques et
cinétiques déja mentionnées au cours du premier chapitre, le caractere lipophile de la pyridine
et la possibilité de former des complexes neutres sont des atouts pour 1’application visée. C’est
pourquoi, comme déja exposé dans les objectifs chapitre I, les parties suivantes seront dédiées
a I’étude du ligand H3PCTMB et au développement de nouveaux dérivés du pyclen N-

fonctionnalisés par des groupements acétate et picolinate.
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2 ttude du ligand PCTMB

I. Introduction

Le ligand H;PCTMB (Schéma 3), dérivé du pyclen N-fonctionnalisé par trois
groupements monobutyl-méthylphosphonate, a fait ’objet de nombreuses études pour des
applications en imagerie médicale, comme chélatant de lanthanides(Ill) (Eu(IIl), Tb(III),
Gd(II)" et de métaux de transitions émetteurs y et B* (%*Cu, '"In, ’Ga, %Ga)."” Le ligand
H;PCTMB n’avait jamais été étudié en tant que chélatant de radionucléides thérapeutiques. La
lipophilie, apportée par les chaines n-butyles, ainsi que la neutralité des complexes formés avec
des cations métalliques au degré d’oxydation +3 en font un ligand intéressant pour une
application en radiothérapie interne avec I’yttrium 90. Ce ligand H3PCTMB nous a été fourni
par I’entreprise Guerbet, ce qui nous a permis de démarrer directement I’étude des propriétés
du complexe d’yttrium(III)."

Ce chapitre présentera la synthese et la caractérisation du complexe YPCTMB a 1’¢état
solide et en solution, les études cinétiques de formation et de dissociation du complexe, les
études de stabilité thermodynamique puis la synthése du radiochélate “’YPCTMB et la stabilité
en sérum humain du systeéme *’YPCTMB/Lipiodol.

Schéma 3 : Ligand H;PCTMB.

Il. Synthése et caractérisation du complexe YPCTMB

Tout comme 1Y, les radionucléides émetteurs -, '*Ho et '""Lu possédent des propriétés
intéressantes pour la radiothérapie. Les différences d’énergie et de rayon d’action permettent
d’adapter le radionucléide a la taille de la tumeur. Pour ces raisons et grace a la similarité des
propriétés de coordination des cations métalliques Y**, Lu** et Ho’*, la synthése et la
caractérisation a I’état solide des complexes HoOPCTMB et LuPCTMB seront également

présentées ici.



1. Synthése des complexes MPCTMB

La synthése des complexes MPCTMB (M = Y**, , Lu’") est inspirée des méthodes
décrites dans la littérature.'® La complexation s’effectue entre le ligand NasPCTMB et le sel
métallique MCl3.6H2O (1,5 eq) dans I’eau a pH 5 afin d’éviter la formation d’hydroxydes
métalliques insolubles (Schéma 4). Le complexe précipite rapidement dans 1’eau et est isolé par
extraction dans un mélange chloroforme/méthanol 3:1. Les complexes YPCTMB et

PCTMB sont obtenus avec des rendements respectifs de 82 et 78%. Le rendement plus
faible du complexe LuPCTMB s’explique par la formation d’une émulsion lors de I’extraction
conduisant a une perte de produit. Néanmoins, cette extraction est un bon indicateur du

caractere lipophile des complexes.

® B
“ n (ON —
"BUO—-P N MG 6H.O BUO:P/ N R (M%)
NaO \_N N—\ /O“Bu 3-0112 0] \_N__:Mgt:_,r_\ 0 82% (Y3
N P-oNa HO.TA 2 Lonsl ® 78% (o)
11 > A NY I O"Bu 5 -
o\\P) ° PH S o 0 56% (Lu’")
S
NaO/\OnBU nBUO \O
Na;PCTMB MPCTMB

Schéma 4 : Voie de synthese des complexes MPCTMB.

2. Etude a ’état solide par diffraction des rayons X

La solubilisation des complexes MPCTMB dans I’eau, apres chauffage au reflux, suivie
de la lente évaporation de ces solutions, ont permis I’obtention de monocristaux analysables
par Diffraction des Rayons X (DRX). Les trois complexes existent sous forme de dimeres
constitués de deux entités M(PCTMB), ol un bras phosphonate de chaque monomere est
coordiné a deux cations métalliques amenant la sphere de coordination du cation métallique
a 8 (N4O4). Les structures des complexes Y2(PCTMB),.9H,0, Ho(PCTMB),.9H>O et
Lu>(PCTMB)2.9H,O sont isomorphes et cristallisent dans le groupe d’espace triclinique P1

(Figure 39). Les données cristallographiques sont répertoriées en annexe 1.
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Figure 39 : Structures des complexes MPCTMB (M =Y, Ho, Lu) obtenues par DRX. Les atomes d’hydrogene

et les molécules d’eau sont omis pour raison de clarté.

La sphere de coordination du métal est composée des quatre atomes d’azote du pyclen
(N31, N38, N41 et N44) et de trois atomes d’oxygene des trois groupements phosphonate du
ligand (O1, O21 et O11), la huitieme coordination provenant d’un groupement phosphonate de

I’entité M(PCTMB) voisine (012}).

o @

Figure 40 : Entit¢ YPCTMB présente au sein du dimere Y(PCTMB),.9H,0. Les atomes d’hydrogene et les

molécules d’eau sont omis pour raison de clarté.

Ces résultats coincident avec les travaux menés sur les complexes EuPCTMB et
TbPCTMB.!> Ce comportement a également été observé dans le cas de complexe de

119,120

lanthanides a base de cyclen, N-fonctionnalisés par trois groupements phosphinate, en

opposition aux analogues N-alkylés par quatre groupements phosphinate qui cristallisent sous

forme de monomere, la sphére de coordination du cation métallique étant déja complete. 21122

Les longueurs de liaison M-N et M-O sont répertoriées dans le Tableau 15. Les trois

complexes suivent la méme tendance avec des longueurs de liaison de I’ordre de 2,6 A pour les

74



liaisons M-N (amine) et 2,3 A pour les liaisons M-O. 1l est intéressant de noter que la liaison
M-N (pyridine), de I’ordre de 2,47 A, est plus courte que les liaisons M-N (amine). Une légére
diminution des longueurs de liaisons est observée en fonction du cation métallique ce qui
coincide avec la diminution de leur rayon ionique. Les longueurs de liaisons au sein des

complexes EUPCTMB et TOPCTMB, étudiés par Kiefer et al.!®> corroborent ces observations.

[YPCTMB]2-9H20 [ PCTMB]2-9HZO [LuPCTMB]2'9H20
Rayon ionique M3*
pour CN = 8 (A) 1.019 1.015 0.997
M(1)-N(31) py 2,488(3) 2,479(3) 2,450(5)
M(1)-N(38) am 2,614(3) 2,609(3) 2,583(5)
M(1)-N(41) am 2,642(3) 2,635(3) 2,602(5)
M(1)-N(44) am 2,611(3) 2,606(3) 2,570(6)
M(1)-0(1) 2,238(3) 2,240(3) 2,199(5)
M(1)-0(21) 2,296(3) 2,293(3) 2,271(4)
M(1)-0(11) 2,283(3) 2,288(3) 2,256(4)
M(1)-0(12) 2,324(3) 2,323(3) 2,292(4)

Tableau 15 : Longueurs de liaisons (A) dans la sphére de coordination des cations métalliques des complexes

M(PCTMB),.9H,0 (M =Y, Ho, Lu) (py : pyridine, am : amine).

Le polyédre de coordination permettant de décrire I’environnement de coordination du
cation métallique est un antiprisme carré ou les groupes d’atomes 012!, 011, N44, N31 et Ol,
021, N41, N38 constituent les deux plans a face carrée du polyedre. Ces deux plans sont décalés

d’un angle de 39,4° pour le complexe d’yttrium, la valeur théorique étant de 45°.

Figure 41 : Polyédre de coordination (antiprisme carré) au sein de 1’entité

MPCTMB (M =Y, Ho, Lu).

L’étude en solution du complexe YPCTMB nous indiquera I’existence ou non du dimeére

en solution.



3. Caractérisation en solution

Les spectres RMN 'H du ligand H;PCTMB et du complexe YPCTMB enregistrés a
298 K dans CDCl;s (Figure 42), indiquent clairement la formation du complexe d’yttrium(III)
avec notamment un déblindage des signaux entre 7 et 8 ppm, signe de la coordination du cation
métallique par I’atome d’azote de la pyridine du macrocycle. De plus, le doublet a 6,97 ppm
sur le spectre du ligand génere deux signaux a 7,18 et 7,37 ppm synonyme de la présence de

plusieurs especes.

d, 6,97
U[ - HaPCTM
YPCTMB
737/ 718

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
3 (ppm)

Figure 42 : Spectres RMN 'H du ligand HsPCTMB et du complexe YPCTMB (CDCls, 298 K, 300 MHz).

Les signaux trés larges obtenus en RMN 'H pour le complexe YPCTMB refletent
également un processus d’échange en solution. Pour mieux comprendre la spéciation et les
échanges existant en solution dans CDCl3, les spectres RMN 'H du complexe ont été enregistrés
a différentes températures (Figure 43). Les signaux larges et mal définis obtenus a basse

température s’affinent avec I’augmentation de la température.
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Figure 43 : Spectres RMN 'H du complexe YPCTMB enregistrés a différentes températures
(CDCl3, 500 MHz).

Le dédoublement de certains signaux et leur largeur s’explique par la présence
d’isomeres hélicoidaux A et A, générés par les orientations possibles des bras phosphonate au
sein du complexe (Figure 44). Comme démontré par la structure RX du complexe YPCTMB
a I’état solide, le polyedre de coordination, antiprisme carré, est composé de deux plans
paralleles, décalé d’un angle optimal de 45°. La jonction entre ces deux plans se fait via les bras

phosphonate dans un sens ou dans I’autre, ce qui explique la formation des isoméres.
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Figure 44 : Isomeres hélicoidaux générés par I’orientation des bras phosphonate dans le dimere Y,(PCTMB),.

La RMN DOSY (diffusion-ordered spectroscopy) est une expérience RMN a deux
dimensions permettant de connaitre le nombre d’especes présentes en solution. Chaque espece
de taille différente se verra attribuer un coefficient de diffusion D différent. Connaissant le
coefficient de diffusion D d’une espece, I’équation suivante permet de remonter au rayon a de
Van der Waals de I’espéce ol kg, correspond a la constante de Boltzmann (1,38065.10°%

J.K) et # ala viscosité de la solution (s7cocis = 0,548.107 Pa.s 4 298 K).

kgT
D=—
6man

Le spectre DOSY du complexe YPCTMB indique la présence d’une seule espéce

caractérisée par un coefficient de diffusion D = 5,1(1) x 1071 m%s! (Figure 45) pour laquelle
a=17.8 A. Ce résultat converge avec le rayon du dimere Y>(PCTMB)> d’une valeur de 7,2 ;\,

calculé par DFT par I’équipe du Pr. Carlos Platas-Iglesias en assimilant le dimere a une sphere.
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Figure 45 : Spectre RMN DOSY du complexe YPCTMB (CDCl3, S00MHz, 298 K).
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Cependant, la technique de diffusion dynamique de la lumiere a également montré la

présence de particules dans le chloroforme. Ces expériences ont été réalisées par le groupe

Guerbet. Dans un premier temps, les mesures réalisées apres filtration de la solution indiquaient

I’absence d’agrégats. Néanmoins, les études sans filtration ont montré une organisation du

complexe YPCTMB, sous forme de micelles d’environ 100 nm de diametre (Figure 46). Ces

agrégats n’ont
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Figure 46 : Spectre de spectroscopie de corrélation de photon du complexe YPCTMB dans le chloroforme avec

C =2 mg/mL.

En conclusion, le complexe d’yttrium(III) existe sous la forme de dimere a la fois a 1’état

solide et en solution dans le chloroforme ou il s’organise en micelles.

lll. Etudes cinétiques

Les cinétiques de formation et de dissociation du complexe YPCTMB ont été suivies par

spectroscopie UV-visible, grace a la transition n-n* de la pyridine du pyclen. La différence de

longueur d’onde entre le maximum d’absorption du ligand H;PCTMB et celui de son complexe

d’yttrium est suffisant pour réaliser des suivis cinétiques (Figure 47).

Figure 47 : S
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1. Cinétique de complexation

L’objectif d’un tel suivi est, certes, de connaitre la vitesse de complexation mais
également d’anticiper un futur radiomarquage. Ainsi, les conditions choisies s’inspirent de
celles utilisées classiquement en radiomarquage soit en tampon acétate aux pH 3,8 et 5,5 a
25°C. L’augmentation et le déplacement de la bande d’absorption n-n* de la pyridine dans le
complexe vers des longueurs d’ondes plus grandes permettent de suivre la cinétique de

complexation (Figure 48).
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Figure 48 : Suivi de la formation du complexe YPCTMB par spectroscopie UV-Visible (CL = Cy* = 0,2 mM,
tampon acétate, pH 3,8 et 5,5).

Fixé au maximum d’absorption du complexe (A = 272 nm), le tracé de 1’absorbance en
fonction du temps permet de connaitre le pourcentage de complexation et donc le temps au bout
duquel la complexation est totale (Figure 49). A pH 3.8, la complexation est quantitative en
167 minutes contre seulement 13 minutes a pH 5,5. La protonation du ligand étant différente a
pH 3,8 et a pH 5,5, la compétition entre le cation métallique et les protons du ligand est plus
importante a pH acide d’ou une complexation plus lente. En comparaison a d’autres ligands
dont le DOTA,**!23124 1a complexation & pH 5,5 entre le ligand HsPCTMB et I’'Y** est rapide.
Ces résultats montrant une complexation rapide sont encourageants pour les études de

radiomarquage a I’yttrium 90.
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Figure 49 : Pourcentage de complexation en fonction du temps au maximum d’absorption

du complexe (A = 272 nm).
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2. Inertie cinétique

Comme décrit dans le chapitre I, I’inertie cinétique d’un chélate est le plus souvent
évaluée en suivant sa dissociation en milieu acide. La cinétique de dissociation du complexe
YPCTMB a été étudiée en milieu acide concentré 0,5, 1, 2, 4 et 5 M a 25°C sans controle de
la force ionique. Plus la concentration en acide est élevée, plus la dissociation est rapide. Cette
partie sera illustrée par I’étude en milieu HCI 1M (Figure 50). Les suivis de dissociation réalisés

dans les autres conditions sont répertoriés en annexe 2.

Lors de la dissociation, la bande d’absorption du complexe diminue en intensité et se
décale vers des longueurs d’ondes légerement plus faibles jusqu’a atteindre le maximum
d’absorption du ligand, c’est-a-dire une dissociation totale (Figure 50.A). Le tracé de I’intensité
d’absorption du complexe a 272 nm en fonction du temps permet de calculer le temps de demi-
vie (ti1/2) correspondant au temps au bout duquel la moiti¢ du complexe s’est dissociée (Figure
50.B). Ces études ont été réalisées sous des conditions de pseudo ordre 1 avec un large exces
d’ions H* par rapport au complexe. C’est pourquoi, ces dissociations suivent une loi
exponentielle du type A, = A, + (Ag — Ap)e Xobs/t ot A, Ao et A correspondent aux

absorbances au temps t, au début de la réaction et a I’équilibre, et ol kops = In(2)/ty /5.
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Figure 50 : (A) Suivi par spectroscopie UV-visible de la dissociation du complexe YPCTMB
en milieu HCI 1 M a 298 K, (B) Diminution de I’intensité d’absorption du complexe en fonction du temps,

superposition des points expérimentaux avec la courbe théorique 4, = A, + (4, — A,)e ¥obs/t (tracé rouge).

En milieu HC10,5 - 4 M, les temps de demi-vie ti/2 calculés pour le complexe YPCTMB
sont légerement plus faibles que ceux obtenus pour le complexe YPCTA, mesurés dans les
mémes conditions (Tableau 16). En milieu HC1 5 M, les temps de demi-vie des deux complexes
sont tres proches avec 2,6 et 3,1 minutes pour YPCTMB et YPCTA respectivement. Ces temps
de demi-vie témoignent d’une bonne inertie cinétique, en comparaison avec les complexes

acycliques de I’'EDTA et du DTPA,'* pour lesquels la dissociation est immédiate dans des
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milieux faiblement acides. Ces différences confirment la forte inertie cinétique des chélates

macrocycliques.
t1/2 (minutes)
YPCTMB YPCTA YEDTA YDTPA
HCI0,5M 37 95 <1ls -
HCI1 M 20 39 - -
HCl2Mm 9 17 - -
HCl4Mm 3,2 6,7 - -
HCI5M 2,6 3,1 - -
ki(Ms?) 1,25.10* 5,8.10" - 111126

Tableau 16 : Temps de demi-vie (ti2) des complexes YPCTMB, YPCTA, YEDTA et YDTPA.

IV. Etude thermodynamique

Les constantes de protonation du ligand H;PCTMB et les constantes de stabilité
thermodynamiques du complexe YPCTMB ont été mesurées par titrage potentiométrique. La
signification de ces constantes et I’influence du type de groupements coordinants sur la stabilité

des complexes ont été expliquées au cours du chapitre 1.

1. Constantes de protonation du ligand PCTMB

Le ligand PCTMB possede sept sites de protonation : les trois amines tertiaires et la
pyridine du pyclen ainsi que les trois fonctions phosphonate (Figure 51). Trois de ces sept

constantes ont pu etre déterminées par potentiométrie (Tableau 17).

A
-0 O"Bu  PCTMB

Figure 51 : Structure du ligand PCTMB et rappel de la numérotation des atomes d’azote du macrocycle.

Les deux premieres constantes partielles (log Ki = 11,16 et log K> = 5,28) correspondent
a la protonation de deux amines tertiaires du macrocycle. Comme évoqué dans la partie
bibliographique, la valeur de la deuxieéme constante, plus faible que la premicre, s’explique par

la difficulté a introduire un deuxieme proton dii aux répulsions électrostatiques et a la rigidité
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du macrocycle. L’ajout d’un troisiéme proton dans le macrocycle étant trop contraignant, la
derniere constante mesurée (log Kz = 1,72) est attribuée a la protonation d’un groupement
phosphonate. Le mécanisme de protonation du ligand PCTMB peut étre considéré identique a
celui de PCTA. En premier lieu, ’amine tertiaire 6 est protonée (log K; = 11,16). L’ajout d’un
deuxieme proton dans la cavité du pyclen engendre un réarrangement : les deux amines
tertiaires 3 et 9 adjacentes a la pyridine deviennent ainsi protonées (log K> = 5,28). La derniere
constante (log K3 = 1,72) peut étre attribuée au groupement phosphonate en trans de la pyridine,

porté par 1’atome d’azote non protoné 6.

Equilibre? Pyclen?’.b PCTMB® PCTAc DOTA30d
log Kn
L+H=HL 10,33(4) 11,16(2) 11,36(1) 12,09(1)
HL+H = Hal 7,83(5) 5,28(3) 7,35(1) 9,68(2)
HaoL + H = Hsl 1,27 1,72(4) 3,83(1) 4,55(3)
Hsl + H = Hal <1 - 2,12(1) 4,13(3)
Hal + H = HslL . - 1,29(1) }
X log Ki
19,43 18,16 25,95 30,45

2 Les charges ne sont pas indiquées pour des raisons de clarté, ® /= 0,1 M KNOs, 25°C, ¢/=1,0 M KCl, 25°C, ¢/ =0,1 M MesNOs,
25°C

Tableau 17 : Constantes de protonation du ligand PCTMB et de ligands de la littérature.

A denticité égale, la basicité globale du ligand PCTMB (Zlog K;i=18,16) est plus faible
que celle du ligand PCTA (Zlog Ki= 25,95) (Tableau 17). Ceci s’explique par la différence de
basicité des groupements portés par le macrocycle, augmentant dans I’ordre suivant :
-PO(OR)OH < -COOH. La deuxieme constante de protonation des ligands PCTMB (log Ko =
5,28) et PCTA (log K> = 7,11) illustre également cette différence de basicité : les groupements
acétate ont une meilleure capacité a stabiliser la forme protonée du ligand que les groupements

phosphonate.

La répartition des especes en fonction du pH est représentée sur le diagramme de
spéciation (Figure 52). De pH 2 a 12, le ligand existe sous les formes LH3, LH>, LH et L avec,
a pH physiologique, I’espéce monoprotonée LH majoritaire. Il est a noter la présence des
especes mono- et di-protonées sur la gamme de pH 3,5 — 5,5, utilisée couramment pour le

radiomarquage.
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Figure 52 : Diagramme de spéciation du ligand PCTMB.

2. Constantes de stabilité thermodynamique du complexe YPCTMB

Du fait d’'une complexation rapide et totale a pH acide, les constantes de stabilité
thermodynamique du complexe YPCTMB n’ont pas pu étre mesurées par titrage
potentiométrique direct. Une technique par compétition avec le ligand H4EDTA a donc été
employée. Cette méthode est détaillée dans la partie expérimentale.

Les constantes de stabilité thermodynamique du complexe YPCTMB sont répertoriées
dans le Tableau 18. La constante mesurée pour la formation de I’espéce YL (log Ky = 19,49)
est synonyme d’une bonne stabilité thermodynamique. Cette constante est du méme ordre de
grandeur que celles obtenues pour les complexes d’yttrium des ligands EDTA (log Kyr = 18,5)
et PCTA (log Kyt = 20,28), mais reste néanmoins inférieure a celles du DOTA (log KyL = 24,9)
et DTPA (log Kyr = 22,5). Comme expliqué au cours du chapitre I, les constantes pM servent
a comparer la stabilité thermodynamique des complexes puisqu’elles prennent en considération
la différence de basicité des ligands. La constante pY du complexe YPCTMB d’une valeur de
16,7 est proche de celle du complexe YPCTA (17,0) et témoigne d’une bonne stabilité
thermodynamique. Cette valeur reste inférieure 2 celles des complexes YDTPA? (19,4) et

YDOTA" (18,9), ce qui s’explique par leur nombre de coordination supérieur.

Equilibre ? PCTMB® PCTAM< EDTA? ¢ DTPA%d DOTA3L®
log Kmhit
M+L =ML 19,49 (5) 20,28 18,5 22,5 24,9
ML +H = MLH 3,45 (6) 1,81 - - -
ML(OH) + H = ML 9,10 (8) 11,10 - - -
pY’
16,7 17,0 16,7 19,4 18,9

2 Les charges des différentes espéces ont été omises pour des raisons de clarté, ® Ce travail, constantes déterminées par compétition
avec H4EDTA avec / = 0,1 M KNOs a 25°C, ¢/ =1,0 M KCl, 25°C, ¢/ =0,1 M NMesCl, 25°C, ¢ / = 0,1 M MesNNOs3, 25°C, f pY = -log[Y?*],
constantes calculées pour [L] = 10 x [Y3*] = 10° M a partir des constantes de protonation détaillées précédemment et des log Kw..

Tableau 18 : Constantes de stabilité thermodynamique log Ky et pY du complexe YPCTMB en comparaison

aux données de la littérature.
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Le diagramme de spéciation, tracé a partir des constantes de protonation et de
complexation mesurées par potentiométrie, permet de connaitre le pourcentage de chaque
espece de I'yttrium présente sur la gamme de pH 2-12 (Figure 53). Le complexe YPCTMB
existe sous trois formes : monoprotonée YLH, neutre YL et hydroxo YL(OH)", avec la présence
exclusive de I’espéce YL a pH physiologique. Il est a noter ’absence d’ion Y>* non coordiné a
pH acide et d’hydroxyde d’yttrium a pH basique. La complexation de I’yttrium(III) sur toute la
gamme de pH est idéale pour une utilisation en milieu biologique ainsi que pour les études de
radiomarquage a I’yttrium 90.
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Figure 53 : Diagramme de spéciation du ligand PCTMB en présence d’ions Y>*.

V. Radiomarquage et solubilité dans le Lipiodol

Le ligand H;PCTMB et son complexe d’yttrium présentent des propriétés intéressantes :
une complexation rapide, une bonne inertie cinétique ainsi qu’une stabilité thermodynamique
satisfaisante. C’est pourquoi le radiomarquage du ligand H;PCTMB a I’yttrium 90, la stabilité
du radiochélate “YPCTMB dans le sérum humain et sa solubilité dans le Lipiodol ont été
entrepris. Ces études ont été réalisées par Dr. Nicolas Lepareur au Centre Eugene Marquis a
Rennes ou j’ai eu I’opportunité de passer trois jours pour participer au déroulement des études

de radiomarquage (décembre 2015).

1. Synthése du radiochélate *°YPCTMB

Classiquement, le ligand est solubilisé dans un tampon acétate pH 4,75 puis est mélangé
avec une solution d’*°Y** également en milieu tampon acétate pH 4,75. Les puretés
radiochimiques (PRC) sont controlées par CCM sur papier Whatman 1 (MeOH/NEt3 0,1%)
révélées par un phosphoimageur. Les analyses HPLC sont réalisées sur C18 (H2O/ MeOH) avec

un détecteur radiochromatographique.



Afin de déterminer les conditions optimales de synthése du radiochélate *YPCTMB,
une étude de cinétique de complexation a été réalisée a température ambiante et a 80°C
(Figure 54.A). En seulement cinq minutes, 4 température ambiante, le complexe "’YPCTMB
est obtenu avec une PRC supérieure a 80 %. Apres 60 minutes de réaction, la PRC ne dépasse
pas les 90%. Lorsque la complexation est effectuée a 80°C, la PRC atteint pres de 98% en
seulement cinq minutes. Ces résultats témoignent d’ une complexation rapide et corroborent les
résultats obtenus précédemment lors des études cinétiques réalisées avec 1’isotope stable de
I’yttrium malgré des conditions différentes. Ces résultats contrastent avec le radiomarquage du
ligand HiDOTA avec Y qui requiert des températures plus élevées et des temps de réaction
plus longs.* La PRC a été étudiée sur une gamme de température (20 4 80°C, Figure 54.B), de
concentration (107 2 10! M, Figure 54.C) et de pH (1 a 13, Figure 54.D). Les prélévements ont
été réalisés au bout de 15 minutes de réaction pour la variation de la température et de la

concentration, et au bout de 30 minutes de réaction dans le cas de la variation du pH.

Influence du temps de réaction Variation de la température
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Figure 54 : (A) Cinétique de radiomarquage a TA et 80°C, (B) Influence de la variation de température,

(C) Influence de la variation de la concentration en ligand, (D) Influence de la variation du pH.

D’apres les graphiques précédents (Figure 54), les conditions optimales de synthese du
radiochélate "YPCTMB sont les suivantes : tampon acétate entre pH 4,75 et 9, avec une
concentration en ligand comprise entre 10 et 102 M pendant 15 minutes & une température
allant de 45 a 60 °C. Le chromatogramme HPLC (Figure 55) indique que le radiocomplexe,

synthétisé avec CL = 102 M a pH 4,75 pendant 15 minutes 2 60°C, est obtenu avec une efficacité
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de radiomarquage de 96,44 + 3,25%. De plus, I’'unique pic du chromatogramme indique qu’une
seule espece est formée.

PO4176 #29 [modified by lepa 0108] Rad
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Figure 55 : Chromatogramme HPLC du *°YPCTMB obtenu avec une PRC de
96,44 +3,25% (CL = 102 M, pH 4,75, 15 minutes, 60°C).

2. Stabilité de *°YPCTMB

VYPCTMB a été évaluée en milieu sérum humain. Pour

La stabilité du radiochélate
cette étude, le radiocomplexe a été synthétisé selon les conditions optimales de radiomarquage
puis est incubé en sérum humain a 37°C. Un aliquot est analysé par HPLC et CCM toutes les
24h. Par ce biais, I’évolution (la dissociation) du radiochélate peut étre suivie. Les résultats
montrent une présence de plus de 90% du radiocomplexe apres 24 h d’incubation allant jusqu’a
80% apres 48h. Ces résultats sont similaires 4 ceux obtenus pour “*YDOTA" pour lequel moins
de 10% de dissociation a été observée, et meilleurs que ceux du PYDTPA? dont seulement
60% du complexe est présent en solution au bout de 24h.** Ces résultats refletent parfaitement

les propriétés des ligands macrocycliques, capables de complexer un cation métallique de facon

stable et inerte.
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Figure 56 : Stabilité du radiochélate “’YPCTMB en sérum humain.
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3. Solubilité dans le Lipiodol et stabilité

Comme détaillé dans la premiere partie de ce chapitre, nous avions pour objectif d’utiliser
des chélates d’°°Y(III) neutres et lipophiles pour le traitement du cancer du foie par
radiothérapie interne en employant le Lipiodol comme vecteur. Cette partie vise donc a évaluer
la solubilité du radiochélate “"YPCTMB dans le Lipiodol ainsi que la stabilité du systeéme
oY PCTMB/Lipiodol.

Pour cette expérience, le radiochélate a été synthétisé selon les conditions précédentes.
La solution a été purifiée sur colonne Sep-Pak C;sg : les impuretés hydrophiles sont éluées avec
5 mL d’eau puis le radiochélate est ¢lué avec 5 mL d’éthanol. Apres évaporation de 1I’éthanol,
le résidu est repris dans 5 mL de Lipiodol. Cette phase huileuse est lavée avec 5 mL de sérum
physiologique. Apres séparation, la radioactivité des phases est mesurée au compteur y pour
connaitre la solubilité du radiochélate dans le Lipiodol. Cette étude a permis de démontrer que
le complexe ""YPCTMB est soluble 2 58,1% dans le Lipiodol. Cette valeur est insuffisante et
se doit d’étre supérieure a 90% puisque I’objectif est d’injecter le maximum d’activité dans la
tumeur. Pour comparaison, le complexe '3Re-SSS, actuellement en essai clinique, est soluble

dans le Lipiodol & 97%.!%

Malgré la faible solubilité, la stabilité du systeme *’YPCTMB/Lipiodol a été évaluée en
sérum physiologique et en sérum de rat. Pour ce faire, le mélange *"YPCTMB/Lipiodol est
laissé sous agitation en présence de sérum physiologique ou de rat a 37°C pendant toute 1’étude
de stabilité. Un aliquot de la phase aqueuse de chaque échantillon est prélevé. L’activité est
mesurée au compteur gamma puis corrigée par rapport a la décroissance de I’yttrium 90 et au
volume prélevé, elle est ensuite comparée a 1’activité initiale. En sérum physiologique
(Figure 57.A), ’activité mesurée dans la phase aqueuse passe de 20 a 50% en seulement 18 h
et atteint 80% au bout de 67h. En sérum de rat (Figure 57.B), ’activité reste proche de 30%
tout au long de 1’étude. Une augmentation de 1’activité dans la phase aqueuse est synonyme du
relargage du radiochélate *°YPCTMB depuis la phase Lipiodol. Elle ne correspond pas i une
dissociation du radiochélate puisque la présence du complexe lipophile dans le sérum, et donc
la stabilité du complexe, a ét€é démontrée par CCM. Ainsi, ces résultats indiquent un manque

d’affinité du complexe *"YPCTMB pour le Lipiodol et donc une lipophilie trop faible.
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Figure 57 : Stabilité du radiotraceur *°YPCTMB/Lipiodol en sérum physiologique (A) et en sérum de rat (B).

VI. Conclusion

Le ligand H3PCTMB et son complexe d’yttrium(IIl) ont été étudiés a 1’état solide par
diffraction des rayons X, et en solution par RMN 'H. Nous avons également déterminé les
propriétés physico-chimiques du chélate en solution: la vitesse de complexation de
I’yttrium(III), la stabilité thermodynamique ainsi que I’inertie cinétique. Ces travaux ont permis
de confirmer la complexation rapide du cation Y>* rencontrée avec les dérivés du pyclen. Les
bonnes propriétés cinétiques et thermodynamiques indiquent une potentielle utilisation du
ligand H3PCTMB comme chélate de I’yttrium 90 en radiothérapie. Cependant, méme si les
valeurs de stabilité et d’inertie du complexe YPCTMB sont correctes, elles restent néanmoins
inférieures a celles des complexes YPCTA et YDOTA'. De plus, les études de radiomarquage
a Iyttrium 90 ont démontré la faible solubilité du radiochélate *°YPCTMB dans le Lipiodol
rendant ainsi son emploi en radiothérapie interne rédhibitoire.

Ainsi, nous avons mis en évidence que la lipophilie apportée par la pyridine du pyclen et
des chaines butyles semble insuffisante pour une solubilisation dans le Lipiodol. Pour contrer
cette faible solubilité, une des possibilités aurait été de synthétiser des analogues aux chaines
alkyles plus longues. Néanmoins, le développement de nouveaux dérivés du pyclen aux
propriétés supérieures a celle du complexe YPCTMB nous a semblé plus pertinent afin
d’atteindre les propriétés du DOTA, ligand de référence. Remplacer les groupements
phosphonate par des groupements acétate et picolinate aurait pour conséquence une
augmentation de la stabilit¢ thermodynamique et de I’inertie cinétique des complexes d’yttrium
notamment grace a un nombre d’atomes coordinants plus important. Tel est I’objectif de la

partie suivante.
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3 Synthese de nouveaux dérivés du pyclen

|. Introduction

Comme décrit dans le chapitre bibliographique, les complexes formés entre les ions
Ln(III) et le ligand DOTA font preuve d’excellentes propriétés. C’est la raison pour laquelle le
DOTA est le ligand de référence pour la complexation des lanthanides(III) et de nombreuses
applications in vivo. Cependant, le complexe “YDOTA", hydrophile et chargé négativement,
n’est pas adapté pour I’application de radiothérapie interne. Avec ses sept atomes coordinants,
le ligand H;3PCTMB complexe, certes, ’yttrium(IIl) de fagon stable et inerte mais ses

N

propriétés restent inférieures a celle du DOTA. De plus, la lipophilie du radiochélate
""YPCTMB est insuffisante pour I’application visée (Chapitre I1.2). Ainsi, notre objectif est le
suivant : synthétiser des chélates d’yttrium(III) dérivés du pyclen qui soient neutres, lipophiles
et aussi stables thermodynamiquement et inertes cinétiquement que le complexe YDOTA".

Pour ce faire, nous avons entrepris la synthese d’une nouvelle famille de dérivés du pyclen
N-fonctionnalisés par des groupements acétate et picolinate (Figure 58). Les groupements
picolinate, déja étudiés avec les macrocyles cyclam,'” cyclen!® et tacn,!'? ont été choisis pour
introduire un nombre d’atomes coordinants supérieur aux ligands H3PCTA et H3PCTMB et
ainsi augmenter les propriétés de stabilité thermodynamique et d’inertie cinétique des
complexes formés avec I’yttrium(IIl) tout en maintenant la neutralité des complexes. Ainsi
quatre ligands ont été synthétisés' :

- Pyclen substitué par deux groupements acétate et un picolinate, N-fonctionnalisation

symétrique (IL1) et non symétrique (L3)
- Pyclen substitué par deux groupements picolinate et un acétate, N-fonctionnalisation

symétrique (L.2) et non symétrique (L.4)

H02C
X CO,H

| Ho2 HOZC
HO,C COLH
— N— \ N Ho.C_ HOC
N\)

Lw
L k

_ L2 CO,H L3 “co.H L4 |

A CO,H

\

=

Figure 58 : Nouveaux dérivés du pyclen diversement N-fonctionalisés par des groupements acétate et picolinate.

! Pour plus de clarté, les ligands seront dénommés L1, L2, L3 et L4 au lieu de H3L1, H3L2, H;L3 et H3L4.
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Nous pouvons d’ores et déja nous attendre a ce que le caractere lipophile de ces ligands
soit insuffisant pour une solubilisation des chélates d’yttrium 90 dans le Lipiodol. Cependant,
si les propriétés des chélates sont adaptées pour une utilisation in vivo, leur lipophilie pourra
étre augmentée par I’introduction de groupements lipophiles.

Dans un premier temps, ce chapitre présentera la synthese des ligands symétriques et non
symétriques suivi, de la synthese des quatre complexes d’yttrium(IIl). Apres la caractérisation
des ligands et des complexes en solution et a 1’état solide, nous évaluerons les propriétés des
chélates d’yttrium(IIl) au travers des études cinétiques et thermodynamiques. Enfin, les études

de radiomarquage a I’yttrium 90 et les tests de solubilité dans le Lipiodol seront réalisés.

Il. Synthése des ligands et des complexes d’yttrium(lll)

1. Syntheése du chlorure de picolinate

La syntheése de I’ester méthylique du chlorure de picolinate 6, précurseur des
groupements picolinate, a déja été décrite dans la littérature.!” La synthése débute par
I’estérification de 1’acide 2,6-pyridinedicarboxylique dans le méthanol en présence d’acide
sulfurique suivie par la monoréduction, par NaBH4, d’une des fonctions ester méthylique en
alcool puis, enfin, par la chloration de la fonction alcool (Schéma 5). Le dérivé 6 est obtenu en
trois étapes avec un rendement global de 57%. Cette syntheése permet d’obtenir des quantités

importantes de chlorure de picolinate de 1’ordre de la dizaine de grammes.

MeOH MeOH/CH,Cl,
HO,C_N_COH H,S0, MeO,C._N_COMe  NaBH, HO N _-CO.Me
/ Reflux, 24h F 0°C, 4h

(3]

Acide 87% 4 74%
2,6-pyridinedicarboxylique

N,, 0°C, 2h

N M
oy cozMe 89%
=

6

Schéma 5 : Synthése de I’ester méthylique du chlorure de picolinate 6.

2. Synthese des ligands symétriques

Nous avons entrepris la synthese des ligands L1 et L2 selon deux voies dénommées

«voie directe » et « voie pyclen Boc ». Ces deux méthodes emploient une stratégie de N-
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fonctionnalisation déja décrite dans la littérature qui consiste a construire progressivement le
macrocycle & partir d’une triamine linéaire selon les procédés de Richman et Atkins.!*%!3! Par
ailleurs, cette méthode est elle-méme inspirée de la voie de synthése du macrocycle pyclen
décrite pour la premiére fois en 1981 par Stetter et al.'*> Les dérivés du pyclen et du ligand

H3PCTA ont, pour la plupart, été synthétisés selon cette voie.?>!33:134

a. Selon la « voie directe »

Les ligands L1 et L2 ont été synthétisés selon une voie identique avec cependant un
ordre d’addition des substituants inversé (Schéma 6). Ces syntheéses débutent par la protection
des deux amines primaires de la diéthylene triamine par le chlorure de 2-nitrophénylsulfonyl,
menant a I’intermédiaire diprotégé 7, commun a la synthese des ligands L1 et L2. La N-
fonctionnalisation de I’amine secondaire par le dérivé 6 ou par le bromoacétate de tertiobutyle,
permet d’introduire directement un premier bras coordinant.

L’étape suivante consiste a faire réagir les dérivés de la diéthylene triamine 8 ou 12 avec
le 2,6-bis(bromométhyl)pyridine conduisant a la formation respective des dérivés du pyclen 9
et 13. Lors de cette étape, la rigidité du dérivé 2,6-bis(bromométhyl)pyridine et I’encombrement
des groupements nosyl des composés 8 et 12 rendent ces dérivés « pré-organisés », c’est-a-dire
qu’ils adoptent une conformation identique a celle qu’ils ont dans le produit final. Ainsi, cette
pré-organisation des réactifs favorise la cyclisation.'*

La déprotection des groupements nosyle par le thiophénol s’avere étre 1’étape délicate.
Le rendement sur deux étapes (cyclisation + déprotection) est de 19% lorsque le pyclen est
substitué par un groupement picolinate (9 — 10) et de 54% avec un groupement acétate (13 —
14). Ce faible rendement inattendu de 19% laisse supposer que des réactions secondaires ont
lieu en présence du groupement picolinate. Il est a noter que le dérivé 14 a été obtenu avec un
rendement global de 20%, 1€gerement inférieur aux 25% obtenus par le groupe de Siaugue et
al.'*® dans les mémes conditions.

Enfin, les dernicres étapes de N-fonctionnalisation des deux amines secondaires et
d’hydrolyse des fonctions ester en milieu acide conduisent aux ligands L1 et L2 avec des
rendements globaux de 1 et 8% respectivement. Ces faibles rendements nous ont amenés a

modifier la voie de synthese de ces deux ligands.
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Schéma 6 : Synthese des ligands L1 et L2 selon la « voie directe ».



b. Selon la « voie pyclen BOC »

En plus d’améliorer les rendements, le changement de la voie de synthese a été motivée
par I’idée de pouvoir synthétiser un intermédiaire macrocyclique commun aux deux ligands L1
et L2 malgré un nombre d’étapes plus grand. Cet intermédiaire commun, numéroté 18, est un
pyclen N-protégé par un groupement « Boc » en position 6.

Le dérivé pyclen-Boc 18 a également été synthétisé selon le procédé décrit par Siaugue
et al.!*® Apres I’étape de protection de ’amine secondaire du dérivé 7 par un groupement
« Boc », la cyclisation avec le dérivé 2,6-bis(bromométhyl)pyridine puis la déprotection des
groupements nosyle par le thiophénol, I’intermédiaire 18 est obtenu avec un rendement global
de 46%, proche des 42% de la littérature (Schéma 7). Il apparait clairement que le groupement
Boc contribue a ’amélioration des rendements lors des étapes de cyclisation et de déprotection
des groupements nosyle. En effet, sur ces deux étapes le rendement est de 58% contre 19 et

54% pour les dérivés « pyclen mono picolinate » 10 et « pyclen mono acétate » 14 (Schéma 6).

H
H NsCl N
N ———— = HN T "ONH AN
H2N/\/ \/\NH2 THF, NaHCO, N N THF, NEt3 H’\\l ’\‘IH
TA, 24h s ; ° TA, 24h Ne e 18
80% 94%
| X
_ PhSH / Na,CO3, ACN,K,CO3
N DMF
. w Reflux, 24h
K/ \) TA, 12h 77%
N 76% N
18 17

Schéma 7 : Synthése de I’intermédaire pyclen-Boc 18 selon la voie décrite par Siaugue et al.'*

La N-fonctionnalisation du dérivé pyclen-Boc 18, par les groupements acétate ou
picolinate, conduit aux composés di-fonctionnalisés 19 et 23 avec des rendements respectifs de
76 et 63%. La déprotection du groupement Boc a, dans un premier temps, été testée en milieu
HCl1 6 M sur le dérivé 19. Dans ces conditions, la déprotection des fonctions ester est inévitable
(20) et impose une étape de ré-estérification pour protéger, a nouveau, les groupements acétate
(21). Méme si ces composés ont été obtenus avec de bons rendements, des conditions
d’estérification ont directement été testées sur le dérivé 23, pour déprotéger le groupement Boc
tout en maintenant les protections ester méthylique. Ainsi en milieu méthanol/acide sulfurique,
le dérivé 24 a été obtenu avec un rendement de 63%. Les ligands L1 et L2 ont été obtenus apres

les deux étapes d’alkylation et d’hydrolyse. Avant purification des produits finaux par HPLC-
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C18, le rendement estimé de 1’hydrolyse est supérieur a 90%. Une perte de produit importante
est constatée lors de cette purification. Toutefois, les ligands L1 et L.2 ont été synthétisés avec
des rendements globaux respectifs de 16 et 13% a partir du pyclen-Boc ou 7 et 6% a partir de
la diéthylene triamine. La synthése des ligands symétriques par I’intermédiaire pyclen-Boc est
plus efficace que la voie directe mé&me si certains points doivent encore étre améliorés comme

la purification des ligands finaux.
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Reflux, 24h l 98%
X CO,Me MeOZC
I 4 N N
- / N | N
MeO,C N CO,Me B N/ -
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Schéma 8 : Synthese des ligands L1 et L2 a partir du pyclen-Boc 18.



3. Syntheése des ligands non symétriques

Puisqu’il n’existe a ce jour aucun exemple de pyclen N-fonctionnalisé de fagcon non
symétrique, nous avons dii mettre au point une nouvelle stratégie de N-fonctionnalisation
régiosélective pour synthétiser les ligands L3 et L4. A cet effet, nous nous sommes inspirés des
voies de N-fonctionnalisation régiosélectives faisant partie intégrante de la chimie
macrocyclique avec notamment la chimie des bisaminals et les méthodes de protection des
macrocycles.*>8 Parmi les méthodes testées, la protection du pyclen par un pont oxalate s’est
avérée efficace. Par ailleurs, cette méthode de protection a déja été utilisée avec les macrocycles

cyclen et cyclam dans la synthése de dérivés cis-disubstitués.'*®

a. Synthese et caractérisation du pyclen oxalate

La premiere étape consiste a neutraliser le pyclen.3HCI pour former le pyclen base 26

(Schéma 9). Comme pour la protection des macrocycles cyclen et cyclam,!'?

nous avons
employé I’éthanol comme solvant pour 1’étape de protection du pyclen avec I’oxalate de
diéthyle. Le rendement de cette étape n’atteignant que 19%, les conditions de réaction ont été
optimisées. L utilisation de méthanol a permis 1’obtention du produit 27 avec un rendement de
90%. Cette augmentation de rendement s’explique par une meilleure solubilité¢ du pyclen 26
dans le méthanol. Le produit 27 est ensuite obtenu par recristallisation dans un mélange

méthanol / acétate d’éthyle avec un rendement global de 81%.

S
X XN |
| _
= NaOH TA 1h Z N
NH " HN 3 HCI § HN MeOH N HN
0 NH
T A O B YL
N 90%
26 27

Schéma 9 : Voie de synthese du pyclen oxalate 27.

L’obtention de monocristaux analysables par DRX a permis de confirmer la structure du
produit 27 a 1’état solide (Figure 59). La formation d’un cycle a six chalnons est favorable a
I’obtention du pyclen oxalate 27. La structure RX témoigne de la rigidité de ce dérivé induite
par I’introduction du pont oxalate. Notons également le caractere chiral de ce dérivé avec la
formation d’un atropoisomere. La rigidité de ce produit est également observée en RMN 'H ou
les protons portés par les atomes de carbone 2, 4, 5, 7, 8 et 10 deviennent diastéréotopiques
(Figure 60). Le spectre RMN !3C confirme I’obtention du produit 27 avec la présence de deux

signaux a 162,93 et 161,22 ppm correspondant aux deux carbones des carbonyles (Figure 60).
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Figure 59 : Unité asymétrique de la maille cristalline du composé 27 (Les molécules d’eau ne sont pas

représentées pour des raisons de clarté).
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Figure 60 : Spectre RMN 'H (A) et '3C (B) du pyclen oxalate 27 enregistrés dans CDCl3 2 298 K a
respectivement 300 et 75 MHz.

b. Mise a profit de la di-N-protection

Les ligands non symétriques L3 et .4 ont ainsi été synthétisés a partir du pyclen oxalate
27, la premiere étape étant la fonctionnalisation de ’amine secondaire adjacente a la pyridine
par les groupements picolinate ou acétate, pour former les composés mono-fonctionnalisés 28
et 31 (Schéma 10). Ces deux dérivés ont été obtenus avec d’excellents rendements, ce qui
démontre I’avantage de la protection employée. La déprotection du pont oxalate a d’abord été
effectuée en milieu acide chlorhydrique 6 M suivie d’une ré-estérification (28 — 29). De facon
analogue a la déprotection des groupements Boc, détaillée précédemment (Schéma 8), des

conditions d’estérification (méthanol / acide sulfurique) ont été directement appliquées, afin de



maintenir une protection ester sur les acides carboxyliques (32). Les étapes d’alkylation et
d’hydrolyse conduisent ensuite aux ligands L3 et L4. Les rendements estimés de [’hydrolyse
sont supérieurs a 90%. Cependant, les rendements inférieurs obtenus apres purification par
HPLC-C18 s’expliquent par une perte importante de produit. Les ligands L3 et L4 ont été
synthétisés avec des rendements respectifs de 19 et 16% a partir du pyclen oxalate 27. Les

étapes d’alkylation et de purification sur HPLC doivent encore étre améliorées.
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Schéma 10 : Synthese des ligands L3 et L4 via le pyclen oxalate 27.
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4. Synthese et caractérisation des complexes d’yttrium(lll)

a. Synthese des complexes d yttrium(II)

Les complexes d’yttrium(IIl) des quatre ligands L1, L2, L.3 et .4 ont été synthétisés
dans I’eau ultrapure a pH 5 en faisant réagir le ligand avec 1,5 a 1,9 équivalents de sel métallique
YCl3.6H>O (Schéma 11). Le milieu réactionnel est chauffé au reflux pendant une nuit, puis
concentré et purifié par HPLC-C18 (H20 / acétonitrile) pour enlever les sels. Les complexes
YL1, YL2, YL3 et YL4 ont été obtenus avec les rendements respectifs, quasi quantitatifs, de
91, 88, 94 et 92%.

N — YCl;.6H,0

—_—

N N
— K/N\) 3 HCl H,O, pH 5

NN KWOH Reflux, 12h
o)

88%

Schéma 11 : Synthese du complexe YL2.

b. Caractérisation par diffraction des rayons X

L’obtention de monocristaux analysables par DRX nous a permis de caractériser deux
des quatre complexes a 1’état solide : les complexes YL2 et YL4, tous deux substitués par deux
groupements picolinate de facon symétrique et non symétrique. Les cristaux ont été obtenus
par la lente évaporation des solutions aqueuses de ces chélates. Les deux complexes d’yttrium
présentent une sphere de coordination NgO3 et adoptent une géométrie prismatique trigonale
tricappée (Figure 61). Pour les deux complexes d’yttrium(IIl), la longueur de liaison
Y-N(pyridine) est comprise entre les longueurs des liaisons Y-N(amine) et Y-N(picolinate)
(Tableau 19). Le complexe YL2 cristallise en mélange racémique avec la présence des deux
isomeres hélicoidaux A et A. Pour le complexe YL4, seul I’isomere A existe dans le cristal

analysé. Les données cristallographiques sont répertoriées en annexe 1.
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Figure 61 : Structures cristallographiques et polyedres de coordination correspondants des complexes YL2 (A)

et YL4 (B). Les atomes d’hydrogéne et les molécules d’eau sont omis pour des raisons de clarté.

YL2 YL4
Y(1)-N(1) amine 2,606 2,603
Y(1)-N(2) amine 2,630 2,645
Y(1)-N(3) amine 2,614 2,575
Y(1)-N(4) pyridine 2,486 2,548
Y(1)-N(5) picolinate 2,458 2,465
Y(1)-N(6) picolinate 2,476 2,535
Y(1)-0(1) 2,327 2,307
Y(1)-0(3) 2,315 2,361
Y(1)-0(5) 2,398 2,338

Tableau 19 : Longueurs des liaisons Y-N et Y-O au sein de la sphere de coordination du cation métallique des

complexes YL2 et YL4.
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c. Caractérisation par RMN

Les quatre ligands et leurs complexes d’yttrium(III) ont été caractérisés par RMN 'H et
13C dans D,0. L attribution des signaux a été effectuée grace aux expériences RMN 2D (COSY,
HMBC, HMQC). Tous les déplacements chimiques et les attributions sont présentés en annexes
3 - 10. La présence d’un métal au sein d’un ligand macrocyclique rend les protons portés par
un méme carbone, diastéréotopiques. Ainsi, pour chaque proton du complexe, un signal est
observé puisque leur environnement differe (Figure 62 a Figure 65). A titre d’exemple, pour
les spectres des dérivés L4 et YL4, les deux protons numérotés 24 conduisent a deux signaux

et apres complexation (Figure 65). Le déblindage du proton est induit par sa

proximité avec le centre métallique.

16"

X
Ho¥<> N <>\—OH
18 h N N
LN

YLA1
18
N
N —
18
HO o
L1 k
T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0

& (ppm)

Figure 62 : Spectres RMN 'H du ligand L1 (298 K, D>0, 500 MHz) et de son complexe d’yttrium(III) (328 K,
D,0, 500 MHz).
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Figure 63 : Spectres RMN 'H du ligand L2 et de son complexe d’yttrium(I1I) (298 K, D,0O, 500 MHz).
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Figure 64 : Spectres RMN 'H du ligand L3 et de son complexe d’yttrium(III) (298 K, DO, 500 MHz).
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Figure 65 : Spectres RMN 'H du ligand L4 et de son complexe d’yttrium(I1I) (298 K, D>O, 500 MHz).

L’ensemble des spectres a été enregistré a 298 K excepté le spectre du complexe YL1

pour lequel des signaux larges sont observés a cette température. Le chauffage de 298 K a
328 K permet d’obtenir des signaux fins et résolus (Figure 66). La largeur des signaux a 298 K
est synonyme d’un processus d’échange entre les conformeres. Suite a la complexation, les
protons portés par le carbone 18 conduisent a un seul signal (Figure 62). Les protons et
sont équivalents, tout comme les protons en position axiale et . Ainsi, le
chauffage a 328 K tend vers la formation d’une seule espéce possédant un plan de symétrie,

passant a travers la pyridine du pyclen.
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Figure 66 : Spectres RMN 'H du complexe YL1 de 298 K a 328 K (D20, 500 MHz).

Malgré I’existence possible d’isomeres hélicoidaux, une seule espéce est présente en
solution pour les complexes YL2, YL3 et YLL4 4 298 K. Seul le complexe YL1 fait preuve d’un

comportement dynamique en solution résultant d’une interconversion entre ses isomeres.

lll. Etudes cinétiques

1. Cinétique de complexation

Grace aux transitions n-nt des pyridines, la cinétique de formation des quatre complexes
a été suivie par spectroscopie UV-visible dans des conditions identiques au complexe
YPCTMB (Chapitre I1.2), en milieu acétate aux pH 3,8 et 5,5. Les spectres d’absorption des
ligands et des complexes, enregistrés dans ces conditions, sont répertoriés en annexe 11.

La variation de I’intensit¢ de 1’absorbance a été suivie dans la région UV, soit au
maximum d’absorption du ligand, soit a celui du complexe avec CL = Cm = 4.10° M pour les

ligands L2 et L4, 8.10° M pour le ligand L1 et 5.10°M pour le ligand L3 (Figure 67).
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Figure 67 : Variation de ’intensité d’absorbance en milieu acétate pH 3,8 et 5,5.

A pH 5.5, la complexation est complete en moins de 3 minutes pour les ligands
monopicolinate L1 et L3 et presque instantanée pour les ligands dipicolinate L2 et L4
(Tableau 20). A pH 3,8, une tendance identique est observée avec une complexation totale en
seulement 8 minutes pour les ligands L2 et L4 contre 15 et 20 minutes pour les ligands L1 et
L3 respectivement. Les quatre complexes d’yttrium(III) sont formés trés rapidement aux deux
pH étudiés. Ce comportement est comparable aux complexes formés avec HsDTPA et
H3PCTA! et est trés satisfaisant par rapport a la complexation plus longue de I’yttrium(III) par
le HsDOTA 3123124 1] est a noter une complexation plus rapide pour les ligands L2 et L4, N-

fonctionnalisés par deux groupements picolinate.

pH L1 L2 L3 L4 PCTMB
3,8 15 min 8 min 20 min 8 min 167 min
5,5 3 min <1 min 3 min <1 min 13 min

Tableau 20 : Temps nécessaires pour la complexation quantitative de I’ion Y3* par les ligands L1, L2, L3 et L4.

Les quatre ligands complexent I’ion Y3* trés rapidement & pH 5,5. Ils semblent donc

adaptés pour la complexation d’yttrium 90.

2. Inertie cinétique

Comme précédemment, I’inertie cinétique est évaluée en suivant la dissociation du
complexe en milieu acide concentré. La décomplexation a été étudiée par spectroscopie
UV-Visible, en milieu HCI1 0,5, 1, 2, 4 et 5 M. Les spectres d’absorption sont présentés en
annexes 12 - 15. Les temps de demi-vie ti2 ont été mesurés en se placant, soit au maximum
d’absorption du complexe, soit a celui du ligand.

Les complexes symétriques YL1 et YL2 présentent des temps ti2 semblables a ceux

104



des complexes YPCTMB et YPCTA (Tableau 21). L’inertie cinétique des complexes non
symétriques YL3 et YL4, est tres largement supérieure a celle des dérivés du pyclen YPCTMB
et YPCTA. Le complexe YL4 présente un temps de demi-vie remarquable de 698 heures en
milieu HCI 1M contre 12,8 h pour le DOTA en milieu HCI1 0,1M.33 Cette excellente inertie
cinétique s’expliquerait par une forte affinité métal/ligand et une inaccessibilité des amines du
macrocycle aux protons, ralentissant la dissociation. Il est a noter la variation de 1’inertie
cinétique selon la fonctionnalisation du ligand. En milieu HCI 1M, le temps ti2 des complexes
symétriques YL1 et YL2 sont respectivement de 27 et 140 minutes, alors qu’ils sont de 357
minutes et 698 heures pour les complexes non-symétriques YL3 et YL4. Le passage d’un a
deux groupements picolinate a également une conséquence importante sur I’inertie cinétique
des complexes grace a un nombre d’atomes coordinants supérieur (NC : 8 — 9).

t1/2 (minutes)

YL1® YL2? yL3® YL4? YPCTMB ¢ YPCTA YDOTA" 63

NC 8 9 8 9 7 7 8
Organisation sym sym disym disym - - -

HCI0,1 M - - - - 92 min ¢ 199 min © 12,8 hf
HCl 0,5M 55 347 16,9 h - 37 95 -

HCl 1M 27 140 357 698 h 20 39 77 min8
HCI 2M 11 51 137 46 h 9 17 -
HCl 4M 2,8 13 87 907 3,2 6,7 -
HCI 5M 0,8 8,5 68 433 2,6 31 -

2 Dissociation en milieu HCl avec Cy. = 4.10°° M, ® Dissociation en milieu HCl avec Cv. =1.10° M, © ¢f. Chapitre 11.2, 9 Calculé a
partir de kobs = 1,25.10* s pour [H*] = 0,1 M (Cf. chapitre 11.2),© calculé a partir de kobs = 5,8.10" st pour [H*] =0,1 M (Cf.
chapitre 11.2), f Calculé & partir de kobs = 15.10°° s pour [H*] = 0,1 M, & Calculé & partir de kobs = 15.10° s pour [H*] =1 M.

Tableau 21 : Temps de demi-vie (ti2) des complexes YL1, YL2, YL3 et YL4 et de complexes de la littérature.

Les complexes non symétriques YL3 et YL4 témoignent d’une inertie cinétique élevée,
dépassant, dans le cas du complexe YL4, I’inertie du produit de référence YDOTA". Ainsi, ces

chélates semblent adaptés a une utilisation in vivo.

IV. Etude de stabilité thermodynamique

1. Constantes de protonation

Les constantes de protonation des quatre ligands ont été mesurées par titrage
potentiométrique (Tableau 22). Nous avons réalisé ces études dans notre laboratoire avec une
force ionique I = 0,1 M KNO:s. Elles ont été reproduites au sein du laboratoire du Pr. Gyula

Tircs6 dans les conditions I = 0,15 M NaCl dans le cadre d’une collaboration. Quatre a cinq
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constantes de protonation ont été mesurées. Exceptée la premiere constante de protonation qui
est toujours impactée par le sel de fond utilisé, I’ensemble des constantes déterminées dans les

deux laboratoires sont similaires. La numérotation des atomes d’azote du pyclen est rappelée

en Figure 68.
| X
~
N
1(15)
3 NH H NH?@
N
N
Figure 68 : Numérotation des atomes d’azote du pyclen.
L1 L2 L3 L4 PCTMB PCTAM DOTA30
/ 0,1 M KNO3 0,1 M KNO3 0,1 M KNO3 0,1 M KNO3 0,1M 1,0M 0,1M
(0,15 M NacCl) (0,15 M NaCl) (0,15 M NaCl) (0,15 M NaCl) KNO3 Kcl MesNNO3
Equilibre log Kn
N 10,43(1) 11,30(2) 11,30(1) 10,50(2)
L+H<=HL (9,69(2)) (11,22(1)) (10,43(1)) (9,90(1)) 11,16 11,36(1) 12,09(1)
N 7,38(1) 5,58(3) 6,46(1) 6,73(3)
HL+HSHL 7 630) (5,96(3)) (647(1)  (6,81(1)) 28 735(1)  9.68(2)
N 3,95(2) 4,23(2) 4,27(1) 3,36(3)
HaL+H=HL 4 0a(3)) (4,42(3)) (4132)  (3,96(1)) L73 3881 45503)
N 2,15(2) 3,01(2) 2,90(1) 2,98(2)
Hb+H=SHL  o3s) (17G)  @712)  (312) . - A8e
Hsl + H = HsL _ - - - - R
(1,89(3)) (139(2)  (1,70(1)) 1,2901)
2 log Ki
23,90 24,12 24,92 24,06
(23,69) (26,66) (25,13) (23,44) 18172595 3045

Tableau 22 : Constantes de protonation des ligands L1, L2, L3 et L4 mesurées avec I = 0,1 M KNO; ou

0,15 M NaCl, et comparaison a des ligands de la littérature.

Les quatre ligands suivent le mécanisme de protonation du ligand PCTA décrit dans le
chapitre bibliographique. Les ligands L1 et L4, substitués par un groupement picolinate en
position 6, ont une premiere constante de protonation plus faible (log Ki, .1 = 9,69, log Ki,14 =
9,90) que les ligands L2, L4 et PCTA qui portent un groupement acétate (log Ki, 12 = 11,22,
log Ki, 13 = 10,43, log K, pcta = 10,90), ce qui est souvent observé lorsque I’on remplace un
groupement acétate par un picolinate.!” La deuxiéme protonation implique un réarrangement,
les deux fonctions amine 3 et 9 deviennent protonées. Le ligand L1, fonctionnalisé par deux
groupements acétate a une constante proche de celle du ligand PCTA (log K>, 11 = 7,63,
log Ko, pcta = 7,11) et supérieure a celle du ligand L2 qui porte deux groupements picolinate
(log Kz, 12 = 5,96). Les ligands L3 et L4, fonctionnalisés par un groupement acétate et un

groupement picolinate en positions 3 et 9, présentent une constante de valeur intermédiaire
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(log K2,13=6,47, log K2, 1.4 = 6,81). Les groupements acétate, plus basiques que les groupements
picolinate, stabilisent de facon plus importante le proton présent dans la cavité macrocyclique.
Les constantes log K3, log K4 et log K5 correspondent a la protonation des acides carboxyliques.
Les dérivés du pyclen ont une basicité globale (Zlog Kj) plus faible que celle du ligand DOTA
pour lequel les deux fonctions amine du macrocyclique sont tres basiques.

Les diagrammes de spéciation des ligands ont été tracés a partir des constantes de
protonation déterminées en milieu I = 0,15 M NaCl (Figure 69). Pour les quatre ligands, les

especes LH3 et LH»> coexistent sur la gamme de pH 3,5-5,5, couramment utilisée pour le

radiomarquage.
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Figure 69 : Diagrammes de spéciation des quatre ligands de pH 2 a 12. Pour des raisons de clarté, les charges ne

sont pas indiquées.

2. Constantes de stabilité thermodynamique

Les constantes de stabilité thermodynamique des quatre complexes ont été mésurées par
relaxométrie au sein du laboratoire du Pr. Gyula Tircsé par compétition avec I’ion Gd**
(Tableau 23). Pour confirmation, ces constantes sont en cours de mesure dans notre laboratoire
par potentiométrie.

Seule la constante log Kyt a pu étre mesurée. Les conditions sont détaillées dans la partie
expérimentale. Les log Kyr des complexes d’yttrium(IIl) des ligands L1, L2, L3 et L4 ont
respectivement pour valeurs : 19,89, 23,36, 22,44 et 23,07. Les constantes des ligands L2, L.3
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et L4 sont supérieures a celle du PCTA (log Ky = 20,28) et 1égerement inférieures a celle du
DOTA (log KyL =24,9). Cependant, si I’on tient compte de leur différence de basicité, le calcul
des constantes pM démontre une stabilité thermodynamique excellente pour les quatre
complexes d’yttrium avec des valeurs de 18,14 (LL1), 20,49 (L.2), 20,33 (L3) et 21,45 (L4). La
stabilité thermodynamique des trois derniers complexes est non seulement supérieure a celle
des dérivés du pyclen YPCTA (pM = 17,0) et YPCTMB (pM = 16,7) mais aussi tres largement
supérieure a celle du chélate de référence YDOTA  (pM = 18,9). Ainsi, la stabilité
thermodynamique (pM) des complexes YL2, YL3 et YL4 est supérieure a celle du complexe
YDOTA de 1,6 a 2,6 unités de log.

Le nombre d’atomes coordinants et leur arrangement a un impact considérable sur la
stabilité des complexes. En effet, les complexes non symétriques présentent une meilleure
stabilité thermodynamique que les analogues symétriques (pMvri = 18,14 — pMys : 20,33 et
pMr2 : 20,49 — pMLs : 21,45). A denticité égale, la constante pML3 est supérieure a celle du
DOTA. Les valeurs des pMi2 et pM14, également supérieures au pMpora, s’expliquent par la

présence d’un atome coordinant en plus.

Equilibre 2 L1° L2° L3® L4° PCTMB © PCTAM ¢ DOTA3L®
log KmhiL
M+L =ML 19,89(1) 23,36(2) 22,44(2) 23,07(2) 19,49 (5) 20,28 24,9
pY '
18,14 20,49 20,33 21,45 16,7 17,0 18,9

2 es charges des différentes espéces ont été omises pour des raisons de clarté, /= 0,15 M NaCl, ¢ Chapitre I1.2, / = 0,1 M KNO3,
4/=1,0 MKCl, ¢/=0,1 M MesNNO;3, fpY = -log[Y3*], constantes calculées pour [L] = 10 x [Y3*] = 10> M 3 partir des constantes de
protonation et des log Kw.

Tableau 23 : Constantes de stabilité thermodynamique et constantes pM des complexes d’yttrium étudiés, en

comparaison aux données de la littérature.

L’ensemble des ligands possedent d’excellentes propriétés d’inertie et de stabilité. Il faut
souligner que le ligand L4, pyclen N-fonctionnalisé par deux groupements picolinate et un
groupement acétate de facon non-symétrique, présente une inertie cinétique et une stabilité
thermodynamique tres élevées, supérieures aux propriétés du YDOTA™ et adaptées a une

utilisation in vivo.

V. Relation structure-propriétés

Les ¢études d’inertie cinétique et de stabilité thermodynamique nous ont permis de mettre
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en ¢évidence I’impact de la N-fonctionnalisation des groupements coordinants sur les propriétés
d’un chélate. En I’absence de structure RX des complexes YL1 et YL3, des calculs DFT ont
été réalisés pour comprendre les différences de stabilité et d’inertie observées entre ces deux
chélates. Ces calculs DFT ont été réalisés par 1’équipe du Pr. Carlos Platas-Iglesias.

La sphere de coordination des complexes YL1(H20).2H>O (Figure 70) et
YL3(H20).2H>0 (Figure 71) est composée de 9 atomes coordinants dont une molécule d’eau
coordinée au centre métallique. Les deux complexes adoptent une géométrie prismatique
trigonale tricappée identique a celle observée a 1’¢état solide pour les complexes YL2 et YL4.
Pour le complexe YL1, les positions apicales sont occupées par un atome d’azote du
groupement picolinate (N5), un atome d’azote d’une fonction amine du macrocycle (N4) et par
un atome d’oxygene d’un groupement carboxylate (O2) (Figure 70). Dans le cas du complexe
YL3, ces positions apicales sont occupées par deux atomes d’azote de fonctions amine du
macrocycle (N2 et N4) et par atome d’oxygene de la molécule d’eau coordinée (Ol)

(Figure 71).

Figure 70 : Structure optimisée du complexe YL1(H,0).2H,O obtenue par calculs DFT.
Longueur de liaisons (A): Y-N1 2,572, Y-N2 2,614, Y-N3 2,709, Y-N4 2,652, Y-N5 2,530, Y-O1 2,379,
Y-02 2,401, Y-O3 2,313 et Y-04 2,320.

X

Figure 71 : Structure optimisée du complexe YL3(H,0).2H,O obtenue par calculs DFT.
Longueur de liaisons (A): Y-N1 2,602, Y-N2 2,665, Y-N3 2,594, Y-N4 2,593, Y-N5 2,465, Y-O1 2,490,
Y-02 2,295, Y-03 2,280 et Y-O4 2,327.

Par ailleurs, la longueur de liaison entre I’yttrium(IIl) et la molécule d’eau Y-O1 est
supérieure pour le complexe YL3 (2,49 A) par rapport 2 YL1 (2,38 A). Dans le complexe YL3,

les trois longueurs de liaison Y-O (carboxylate) sont similaires et comprises entre 2,28 et
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2,33 A, contrairement au complexe YL1 ol seules deux des trois liaisons Y-O (carboxylate)
sont proches avec pour valeurs 2,31-2,32 A, la troisieme ayant pour valeur 2,40 A (Y-02). Les
distances Y-O2 (YL1) et Y-O1 (YL3), plus longues correspondent aux atomes présents en
position apicale.

Comme discuté au cours du chapitre bibliographique, la position d’une molécule d’eau
au sein de la sphere de coordination peut impacter les propriétés d’'un complexe. Nous avons
notamment vu, dans le cas de chélate de gadolinium(IIl), qu'une molécule d’eau, présente en
position apicale s’échangeait rapidement en raison de sa labilité, induite par une liaison plus
faible. Ces observations peuvent étre étendues a d’autres atomes coordinants. Dans le cas du
complexe YL1, la labilité du groupement acétate en position apicale explique les valeurs de
stabilité et d’inertie plus faibles que celles déterminées pour le complexe YL3, pour lequel la
position apicale est occupée par la molécule d’eau (Tableau 21, Tableau 23). Effectivement, la
labilité du groupement carboxylate rend sa protonation plus aisée et facilite ainsi la dissociation
du complexe par protonation du macrocycle. Cette labilité justifie également les processus
dynamiques observés en RMN 'H (Figure 66) : la liaison étant faible, le passage d’un isomére
de conformation a un autre est facilité.

En I’absence de structure RX, ces calculs DFT nous ont permis de comprendre les
propriétés d’un chélate grace a sa structure. Les plus faibles valeurs de stabilité et d’inertie du
complexe YL1 par rapport au complexe YL3, s’expliquent par la labilité d’un des groupements
carboxylate présent en position apicale. Ce constat ne peut étre appliqué aux complexes YL2
et YL4 puisqu’aucune longueur de liaison en position apicale ne semble se démarquée.
Neéanmoins, leurs différences de propriétés peuvent s’expliquer par une meilleure protection du
cation métallique par le ligand dans le cas du complexe L4, rendant les fonctions amine du

macrocycle plus difficilement protonables lors des études d’inertie.

VI. Radiomarquage et solubilité dans le Lipiodol

1. Synthése des radiochélates YL

Les conditions optimales de radiomarquage ont été déterminées en faisant varier le temps
de réaction, la température, la concentration en ligand et le pH (Figure 72). L’influence du
temps de réaction a été évaluée pour CL = 10> M a pH 5,2 2 80°C (Figure 72.A). En seulement
cinq minutes, les ligands L2, L3 et L4 ont été radiomarqués avec des PRC respectives de 94,

97 et 98%. Le ligand L1 est radiomarqué avec une PRC de seulement 63% et aucune
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amélioration n’est constatée avec I’augmentation du temps de réaction. D’apres les graphiques
suivants (Figure 72.B-D), les radiochélates " YL2, "YL3, et ""YL4 peuvent étre synthétisés a
un pH compris entre 3 et 9, a une concentration allant de 1 a 0,1 mM, a 60°C pendant 15
minutes. Il apparait clairement que le ligand L1 se démarque des autres ligands avec 1’obtention
de PRC nettement inférieures. Seul le chauffage a 100°C pendant 15 minutes a permis

’obtention du radiochélate “’YL1 avec une PRC de 85%.

Influence du temps de réaction Influence de la température
100 _%.Z._ 100 o
80 80
g 60 60
0 2
40 40
o k2 = L2
—o—ul —o—L4
201 A —o—L1 201 B —0—1L1
—o—13 ——1L3
0 0
0 10 20 30 40 50 60 10 30 50 70 90 110
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—o— L4
—0—L1
—— L3
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C —o—13 D

(Y=}

1 0,1 0,01 3 4 5 6 7 8 10

C (mM) pH

Figure 72 : (A) Cinétique de radiomarquage a 80°C, (B) Variation de température pour t = 15 min, (C) Variation

de la concentration en ligand pour t = 15 min a 80°C, (D) Variation du pH pour t = 15 min a 80°C.

Pour les mesures de stabilité, les radiocomplexes ont été synthétisés avec CL=1mM, a
pH 5,2 2 80°C pendant 15 minutes. L’inertie cinétique des quatre radiocomplexes 'YL a été
étudiée dans trois milieux : en sérum physiologique 0,9% NaCl, en sérum humain et en présence
d’un excés d’EDTA (100 eq) (Figure 73). Les radiochélates *’YL2, “"YL3 et "YL4 sont trés
stables dans les trois milieux avec une PRC constante sur 72h, de 1’ordre de 97%. Au contraire,
le radiochélate *’YL1 démontre une plus faible stabilité avec une importante chute de la PRC
en sérum physiologique et en présence d’EDTA en une heure. En sérum humain, sa PRC décroit
de 20% en 72h. Les trois radiochélates ’YL2, " YL3 et "’YL4 présentent une stabilité en sérum
humain non seulement supérieure au *’YPCTMB (Chap. I1.2) mais aussi supérieure 2 celle du

*°YDOTA" pour lequel une dissociation inférieure 2 10% apres 24 h a été observée dans les
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mémes conditions.*?

Stabilité en sérum physiologique Stabilité en sérum humain
100 g= = s 100 %—;ﬁ_zﬁ;—
80 I L2 80 [ L2
—%— L4 —*—L4
F60 | x60 Jf x—=l1
3:' A o ; —%—1L3
& 40 ¥/%\X\x+ L3] =40 |
20 A 20 B
0 0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
t (h) t(h)

Stabilité en milieu EDTA Q0,1 M

80 0
§60 [ —%—14
5 —%—L1
= .&*’H\%if

20

C
0
0 20 40 60 80

t(h)
Figure 73 : Stabilité des radiochélates YL en milieu A) sérum physiologique 0,9% NaCl, B) sérum humain,
C) EDTA (100 eq).

Ces études de radiomarquage et de stabilit¢é en milieu compétiteur confirment les
résultats obtenus précédemment. Effectivement, le manque de stabilité du radiochélate "’YL1
est en accord avec les €tudes de stabilité thermodynamique et d’inertie cinétique décrites pour
YL1. Par ailleurs, les trois ligands L2, L3 et L4 complexent rapidement et efficacement
I’yttrium 90. La stabilité de leurs radiochélates prouve que ces ligands peuvent étre utilisés pour

des applications en radiothérapie.

2. Solubilité dans le Lipiodol

La solubilité du radiochélate *°YL4 dans le Lipiodol a été testée de la maniére suivante :
syntheése du radiochélate dans les conditions optimales, ajout de Lipiodol, agitation,
centrifugation et séparation des phases. La radioactivité de chaque phase est ensuite mesurée
au compteur gamma pour connaitre la proportion de radiochélate dans chaque phase. Comme
I’on pouvait s’y attendre, toute I’activité se retrouve dans la phase aqueuse ce qui reflete un

manque d’affinité du radiocomplexe Y14 pour le Lipiodol. Un comportement identique est a
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priori attendu pour les autres radiochélates. Leur lipophilie doit donc étre augmentée pour une

application en radiothérapie interne.

VII. Conclusion

Une nouvelle série de ligands dérivés du pyclen, N-fonctionnalisés par des groupements
acétate et picolinate a été développée. Les ligands symétriques L1 et L2 ont été synthétisés
selon des schémas adaptés de la littérature basés sur la cyclisation du pyclen. Pour les ligands
non symétriques, une voie de protection du macrocycle pyclen a dii étre pensée pour permettre
sa N-fonctionnalisation régiosélective. Apres optimisation, la protection par 1’oxalate de
diéthyle s’est avérée étre une méthode efficace permettant la synthese des ligands L3 et L4.
Suite a I’obtention des quatre ligands, leurs complexes d’yttrium(III) YL ont été synthétisés et
caractérisés a I’état solide et en solution. Les études cinétiques menées sur les quatre ligands
ont démontré une formation trés rapide des complexes d’yttrium, caractéristique des dérivés du
pyclen. L’inertie cinétique des complexes YL2, YL3 et YL4 est supérieure a celle de
YPCTMB et YPCTA. Le complexe YL4 se démarque avec une inertie cinétique du méme
ordre de grandeur que celle du YDOTA". La stabilité thermodynamique des quatre complexes
est élevée et supérieure a celles des complexes YPCTA et YPCTMB mais surtout tres
largement supérieure a celle du chélate de référence YDOTA™ pour les complexes YL2, YL3
et YL4.

Les ligands L2, L3 et L4 ont été radiomarqués efficacement a I’yttrium 90. D’autre part,
ces trois radiochélates sont stables a la fois en sérum humain et en milieu compétiteur EDTA ou
aucune dissociation des radiochélates n’a été observée pendant 72h. Seul le ligand L1 a présenté
des résultats décevants de radiomarquage et de stabilité. Cependant, ces résultats sont en accord
non seulement avec les mesures d’inertie et de stabilité réalisées mais aussi avec les calculs
DFT qui ont mis en évidence I’importance de 1’organisation des atomes coordinants au sein de
la sphere de coordination de I’ion métallique et notamment la labilité du groupement acétate en
position apicale pour le complexe YL1. Enfin, la solubilité du radiochélate *"YL4, présentant
les meilleures propriétés, a été testée dans le Lipiodol. Cependant, son insolubilité ne permet
pas son utilisation en radiothérapie du cancer du foie. Les propriétés de cette famille de ligands,
et plus particulierement celles du ligand L4, étant remarquables, I’objectif suivant est de

synthétiser des analogues lipophiles.
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4 Vers des ligands plus lipophiles

I. Introduction

Comme démontré précédemment, le ligand L4 et son complexe d’yttrium(III) présentent
les meilleures propriétés de stabilité thermodynamique et d’inertie cinétique. Afin de favoriser
la solubilité du complexe YL4 dans le Lipiodol, notre objectif a été d’augmenter sa lipophilie
en y insérant des chaines lipophiles, tout en conservant les bonnes propriétés de coordination
du ligand L4. Pour ce faire, le ligand peut étre modifié a divers endroits : au niveau de la
pyridine du pyclen, des CH> des bras acétate ou picolinate, du macrocycle ou encore au niveau
des pyridines des groupements picolinate. Notre stratégie a été d’insérer des chaines lipophiles
en position para de la pyridine des groupements picolinate. Plusieurs raisons ont aiguillé notre
choix, dont la possibilité d’ajouter deux chalnes grasses au niveau des groupements picolinate
et, de conserver le méme schéma réactionnel mis au point pour la synthése des ligands non
symétriques.

Dans un premier temps, ce chapitre présentera la synthese d’un nouveau ligand lipophile
LS, dérivés du ligand L4, fonctionnalisés par deux chaines en C12 (Figure 74). Les études de

radiomarquage a I’yttrium 90, et de solubilité dans le Lipiodol seront ensuite détaillées.

X
P
HO.C N~ N o
)
_N__CO,H
I ]
I
L5

Figure 74 : Ligand lipophile LS présenté dans ce chapitre.
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Il. Synthése du ligand L5 et de son complexe d’yttrium(lll)

1. Synthese du dérivé lipophile du chlorure de picolinate

La syntheése du composé 37 débute par la bromation en position para de 1’azote de la
pyridine de 1’acide chélidamique par du pentabromure de phosphore PBrs, suivie par
’estérification des groupements acide carboxylique dans le méthanol (Schéma 12). Le composé
mono-réduit 35 est obtenu par réduction d’une seule fonction ester en alcool primaire a 1’aide
du réducteur NaBH4. Un couplage de Sonogashira est ensuite effectué entre ce dérivé 35 et le
1-dodécyne en présence de catalyseur Pd(PPh3).Clz, de Cul et de triéthylamine dans le THF.
L’alcyne 36 obtenu est mis a réagir avec du tribromure de phosphore PBr; pour conduire a

1,12 g de dérivé bromé 37 avec un rendement global de 22%.

H
HO,C. _N_ _CO,H 1PBs  MeO,C

N CO,Me MeO,C N
" 27 90°C 2n S 2 NaBH, 2 S OH
Ho | 2MeOH = 0°C 4h Z
2 TA 20h 8
O 94% Br o8% Br

Acide chélidamique 34

1-dodécyne

MeO,C N\ MeO,C N Pd(PPhs),Cl, / Cul
THF / NEtg
P PBr3 40°C 20h
“chc, 81%
37 Reflux 2h | | 36
43%

Schéma 12 : Voie de syntheése de 1’ester méthylique du chlorure de picolinate C12.

2. Synthese du ligand lipophile L5

La synthese du ligand LS commence par I’alkylation du macrocycle 32 par le dérivé bromé
37 en présence de Nal et de KoCOs dans de I’acétonitrile anhydre (Schéma 13). Cette étape
d’alkylation nécessite un chauffage au reflux pendant 7 jours. Contrairement a 1’alkylation avec
I’ester méthylique du chlorure de picolinate non fonctionalisé, 1’alkylation avec I’analogue C12
s’avere plus difficile et conduit a un mélange de produit monoalkylé et dialkylé.
L’encombrement des chaines alkyles peut étre la source de cette faible réactivité. A ce stade

I’étape de purification est cruciale. La séparation des produits mono- et di-alkylés a d’abord été
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testée par chromatographie sur alumine neutre dans un mélange CH>Clo,/MeOH (de 100 : 0 a
98 : 2). Cette purification s’étant avérée peu efficace, une méthode de précipitation en milieu
acétate d’éthyle / hexane a permis la séparation des deux produits de réaction et 1’obtention de
I’ester 38. L’étape de saponification a également ét¢ délicate, elle s’effectue dans un mélange
biphasique KOH 1M / THF sous forte agitation, pendant 5 h a température ambiante. Nous
avons privilégié la saponification en milieu biphasique a I’hydrolyse en milieu acide, d’une part
pour des raisons d’insolubilité du produit 38 en solution aqueuse et, d’autre part a cause de la
présence de la fonction alcyne sensible aux conditions acide.

Apres réaction, le produit est purifié par chromatographie a exclusion de taille
(Sephadex® LH20). Cette technique permet d’éluer dans un premier temps les molécules a haut
poids moléculaire. Dans notre cas, 1’adsorption du produit sur le matériau nous a permis d’éluer
d’abord les sels et les impuretés de faible poids moléculaire. Le produit est ensuite récupéré
dans un mélange CH>Clo/MeOH. Le ligand LS a été€ obtenu avec un rendement global de 23%

a partir du macrocycle 32.
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Schéma 13 : Voie de synthese des ligands lipophiles LS et L6.

3. Synthése du complexe YL5

Pour des raisons de solubilité, la synthese du complexe YLS a été effectuée dans le
méthanol en présence de K>COs3 et d’un excés de sel métallique YCl3.6H>O (3,2 eq). Le
mélange a été agité pendant deux jours a température ambiante. Apres filtration des sels, le
complexe YLS a été obtenu avec un rendement quantitatif. La caractérisation RMN, détaillée

dans la partie suivante, confirme la formation du complexe d’yttrium(III).
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lll. Caractérisation par RMN

Les spectres RMN 'H et 1*C confirment la formation du ligand L5 avec la présence de 4
carbones quaternaires sp (alcyne) et de 7 protons aromatiques (Figure 75). Contrairement au
spectre RMN 'H du ligand, ot les signaux des protons des CH, macrocycliques sont faibles et
mal résolus, le spectre RMN 'H du complexe YLS présente une meilleure résolution. Le

déblindage des protons aromatiques confirme la formation du complexe.
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Figure 75 : Spectres RMN 3C (A) et 'H (B) du ligand LS5 et spectre RMN 'H du complexe YL5 (C) enregistrés
dans MeOD a 298 K, 125 et 500 MHz.



IV. Radiomarquage a ’yttrium 90 et solubilité dans le Lipiodol

Ces travaux ont pour objectif de vérifier I’influence des chaines alkyles sur la solubilité du
complexe dans le Lipiodol. Le ligand LS, fonctionnalisé par deux chaines en C12, a donc été

étudié pour le radiomarquage a 1’yttrium 90.

1. Synthése du radiochélate °YL5

Les conditions optimales de radiomarquage du ligand LS a D’yttrium 90 ont pu étre
déterminées en faisant varier le temps de réaction, la température, la concentration et le pH
(Figure 76). Le ligand, tres lipophile, est solubilisé dans 1’éthanol puis est mis a réagir avec
I’yttrium 90 solubilisé en tampon acétate pH 4,65. En seulement cinq minutes de réaction, la
PRC atteint 88% a TA et 98% en chauffant a 90°C. Les conditions optimales de radiomarquage
sont similaires a celles déterminées pour le radiochélate *’YL4, soit 2 pH compris entre 6,5 et
9, 2 50°C pendant 15 minutes avec Cr = 10 M. Le radiochélate *’YLS5 est obtenu avec une

pureté radiochimique de 98%.

Influence du temps de réaction Influence de la température
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Figure 76 : (A) Cinétique de radiomarquage (Cr. = 10 M, pH 4,65) (B) Variation de la température
(CL=10M, pH 7, t = 15 et 30 min), (C) Variation de la concentration en ligand (pH 4,65, t = 30 min, 90°C),
(D) Variation du pH (Cp = 103 M, t = 30 min, 90°C).
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2. Solubilité dans le Lipiodol et stabilité en sérum physiologique

Le radiochélate *"YL5 a été synthétisé selon les conditions optimales de radiomarquage
déterminées précédemment. Le volume du milieu réactionnel a été complété a 2 mL par du
sérum physiologique. Le radiochélate est extrait par 2 mL de Lipiodol a hauteur de 89,8 = 5 %.
Cet excellent rendement d’extraction prouve I’efficacité des chaines alkyles en C12 en

comparaison aux rendements d’extraction de 58% pour “"YPCTMB et 0% pour *"YL4.

Pour les études de stabilité, le systtme *’YL5/Lipiodol est agité vigoureusement en
présence de sérum physiologique a 37°C. L’activité de la phase aqueuse est mesurée
régulierement pendant une semaine pour évaluer 1’affinité du radiochélate *’YL5 pour la phase
Lipiodol. La stabilité du complexe "YLS5 est excellente et elle atteint celle du composé
188Re-SSS actuellement en essais clinique avec moins de 1% de relargage dans la phase aqueuse
sur une semaine (Figure 77).
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Figure 77 : Stabilité du systeéme *’YL5/Lipiodol en sérum physiologique en comparaison

au systeme '#¥Re-SSS/Lipiodol.

V. Conclusion

Un analogue lipophile du ligand L4, fonctionnalisé par deux chaines alkyles en C12, a été
synthétisé. Le travail d’introduction de chaines lipophiles a eu I’effet escompté et a permis
’extraction du radiochélate *YL5 dans le Lipiodol & hauteur de 90%. La stabilité en sérum
physiologique humain est excellente avec le maintien du radiocomplexe dans le Lipiodol. Le
ligand LS est un excellent candidat pour le traitement du cancer du foie par radiothérapie

interne.



Conclusion du chapitre |

Dans I’optique d’une application en radiothérapie interne pour le traitement du cancer
du foie, nous avons entrepris le développement de ligands lipophiles, chélatants de 1’yttrium
90, solubles dans le Lipiodol. Le travail a consisté a développer des nouveaux dérivés du pyclen
et a évaluer les propriétés de stabilité thermodynamique et d’inertie cinétique des complexes
d’yttrium(III), radiomarquer les ligands a 1’ yttrium 90 et vérifier leur solubilité dans le Lipiodol.
A cet effet, nous nous sommes premierement intéressés au ligand lipophile H;PCTMB, nous
avons ensuite synthétisé quatre nouveaux dérivés du pyclen N-fonctionnalisés par des
groupements acétate et picolinate de fagcon symétrique (L1, L2) ou non-symétrique (L3, L4).

Le complexe formé entre le ligand H;PCTMB et I’yttrium(III) a été synthétisé puis
caractérisé par RMN et par DRX. Les propriétés d’inertie cinétique et de stabilité
thermodynamique du complexe YPCTMB (ti2 = 20 min dans HCI 1 M, pY = 16,7) sont
similaires a celles du YPCTA (ti2 = 39 min dans HC1 1 M, pY = 17,0). Le ligand H;PCTMB
a été radiomarqué efficacement a ’yttrium 90. Le rendement d’extraction du radiochélate par
le Lipiodol atteint 58%, ce qui reste insuffisant pour I’application visée.

Au lieu d’augmenter ce rendement d’extraction par 1’introduction de chaines alkyles
plus longues, notre intérét s’est porté sur la synthese et I’étude de quatre dérivés du pyclen pour
lesquels, la N-fonctionnalisation par des groupements picolinate a permis d’atteindre
d’excellentes propriétés de stabilité et d’inertie. Les deux ligands symétriques L1 et L2 ont été
synthétisés selon un schéma réactionnel adapté de la littérature. La synthése des ligands L3 et
L4, non symétriques, a été réalisée grace au développement d’une méthode de protection du
pyclen par I’oxalate de diéthyle. Les quatre complexes d’yttrium(III) sont formés en moins de
4 minutes a pH 5,5 (tampon acétate). L’inertie cinétique et la stabilité thermodynamique des
quatre complexes d’yttrium sont élevées avec pour les complexes YL2, YL3 et YL4 des valeurs
de t12 et de pY supérieures a celles du complexe YDOTA". Quant au chélate YL1, sa stabilité
est 1égerement supérieure a celle du complexe YPCTA, cependant son inertie est moindre. Le
radiomarquage a ’yttrium 90 des ligands L2, L.3 et L4 a mis en évidence la formation rapide
des radiochélates et leur stabilité en milieu sérum physiologique et humain ainsi qu’en présence
d’EDTA a hauteur de 97% sur 72h, ¢’est-a-dire, plus stables que le radiochélate “*YDOTA".
Seul le ligand L1 présente des résultats médiocres a la fois pour la formation du radiochélate et
sa stabilité ce qui confirme les résultats d’inertie cinétique et de stabilité themodynamique.
Grace aux calculs DFT, nous avons mis en évidence que le comportement du complexe YL1

pouvait s’expliquer par la labilité de la liaison entre I’yttrium(III) et I’acide carboxylique d’un
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groupement acétate présent en position apicale. Cette labilité facilite la protonation du
carboxylate mais aussi le transfert du proton vers les amines du macrocycle provoquant la
dissociation du complexe.

L’extraction des radiochélates par le Lipiodol étant nulle, un analogue lipophile du
ligand L4 a été synthétisé sans modifier les bonnes propriétés de chélation : le ligand LS
possedent des chaines en C12 en position para des pyridines des groupements picolinate.
L’extraction du radiocomplexe ’YLS5 par le Lipiodol atteint 90% et prouve ainsi 1’efficacité
des chaines lipophiles. Le systéme “’YL5/Lipiodol est trés stable en sérum physiologique avec

un relargage inférieur a 1% sur une semaine.

Une application en radiothérapie nécessitant une formation rapide de chélates stables et
inertes, nous pouvons affirmer que les ligands L2, .3, L4 répondent a I’ensemble de ces criteres
et sont adaptés a une utilisation in vivo avec ’yttrium 90. Le ligand lipophile LS est quant a lui,

adapté pour le traitement du cancer du foie par radiothérapie interne avec I’yttrium 90.
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Chapitre Il

Etude des complexes de lanthanides(III) pour une application en IRM
hépatobiliaire







Introduction du chapitre Il

Développer des ligands adaptés pour la complexation de plusieurs cations métalliques
menant a des applications en thérapie et/ou en imagerie médicale est le principe méme du
multimodal et du « théranostique ». La série de ligands dérivés du pyclen, synthétisée pour la
complexation de D'yttrium(IIl) a fait ses preuves avec la formation de complexes a haute
stabilité thermodynamique et inertie cinétique élevée. Ces ligands pourraient également étre
adaptés a la complexation de I’ion Gd** grace a la proximité des propriétés de coordination des
ions Y** et Gd*. Ainsi, en plus de traiter les cancers du foie par la technique de radiothérapie
interne avec les complexes a base d’yttrium 90, les chélates de gadolinium permettraient le
diagnostic de la tumeur et le suivi de ’efficacité du traitement par IRM.

En IRM, les agents de contraste lipophiles permettent la détection de cancers du foie. La
lipophilie du produit entraine la modification des voies d’élimination, augmentant ainsi
I’excrétion par les voies hépatiques. Ainsi, la lipophilie amenée par la pyridine du macrocycle
pyclen pourrait conduire a ce type d’élimination. Le temps de résidence prolongé des produits
de contraste lipophiles implique la nécessité de développer des agents de contraste stables et
inertes. La majeure partie des produits commerciaux actuels sont dérivés du ligand linéaire
HsDTPA pour lesquels ces criteres pourraient €tre grandement améliorés (cf. Chapitre I). En
plus de la lipophilie, de la stabilité¢ thermodynamique et de I’inertie cinétique, les agents de
contraste dérivés du pyclen devront répondre aux criteres suivants : présence d’une molécule
d’eau dans la sphére interne du gadolinium(III) et une relaxivité la plus élevée possible.

Dans un premier temps, ce chapitre présentera les agents de contraste IRM utilisés pour le
diagnostic du cancer du foie. La deuxieéme partie sera dédiée a I’étude des complexes de
lanthanides(IIT) : YbL, YL, Eul, TbL et GdL. L’étude en solution des complexes
d’yttrium(III) par la technique de RMN *Y, ainsi que les études photophysiques menées sur
les complexes d’europium(IIl) et terbium(IIl) permettront de connaitre le nombre de molécules
d’eau coordinées au cation métallique, critere nécessaire a une application en IRM. Enfin, les
études de relaxivité, de stabilité thermodynamique et d’inertie cinétique des complexes de

gadolinium(III) seront présentées.
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1 L’IRM hépatobiliaire

L’utilisation d’agents de contraste pour 1’imagerie du foie permet la détection de
pathologies en augmentant le contraste entre le foie sain et les tissus anormaux. L’hydrophilie
de la majeure partie des agents de contraste facilite I’élimination du produit par les reins. Ces
agents ont un temps de résidence court et figurent dans la catégorie des agents extracellulaires.
La stratégie mise en place pour imager le foie repose sur 1’introduction d’un groupement
lipophile sur le chélate afin de modifier la voie d’élimination et de favoriser la voie hépatique.

A ce jour, aucun dérivé macrocyclique n’est utilisé pour I’IRM hépatobiliaire.

|. Agents de contraste commerciaux

Un agent de contraste lipophile sert a la fois d’agent de contraste extracellulaire
classique et hépatobiliaire. Vingt minutes apres 1’injection de 1’agent de contraste, la phase dite
hépatospécifique, c¢’est-a-dire le début de son accumulation dans le foie, permet de différencier
le foie sain du carcinome hépatocellulaire. Ces produits vont s’accumuler au sein des
hépatocytes par le biais des transporteurs OATPIB1/B3 (Organic Anion Transport
Polypeptides) et étre éliminés par les canalicules biliaires.'**!3 La détection de CHC est rendue
possible par 1’absence de tels récepteurs a la surface des cellules tumorales. Ainsi, apres
injection d’un agent de contraste hépatobiliaire, les CHC apparaissent hypointenses, le produit

ne s’y accumulant pas.

Tres peu de chélates de gadolinium(III) ont été développés pour I’'IRM du foie. Les deux
produits commerciaux existants sont dérivés du DTPA : il s’agit des chélates Gd(EOB-DTPA)*
et GABOPTA? (Figure 78).!*+'% Dans le cas du Gd(EOB-DTPA)*, l’introduction d’un
groupement lipophile permet une clairance hépatique a hauteur de 50% (Tableau 24). Suite a
leur accumulation dans les hépatocytes, ces agents de contraste sont excrétés via les voies
biliaires sans transformation métabolique, permettant également la visualisation du tronc
biliaire par IRM. De plus, cette accumulation dans le foie permet une importante augmentation
de la relaxivité (Tableau 24). A titre d’exemple, dans le cas du GdBOPTA?" 1a relaxivité<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>