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Introduction générale







L'imagerie médicale rassemble les techniques d'acquisition d'images qui permettent de visualiser
I'anatomie et le métabolisme du corps humain en donnant une représentation visuelle d'une zone
spécifiquement ciblée. Parmi elles, I'Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) et Ia
tomodensitométrie, aussi appelée CT-scan (computerized tomography) ont largement fait leurs
preuves dans le domaine de |'imagerie anatomique permettant d'obtenir des informations sur la
structure des organes. Cependant, ces techniques d'imagerie ont des limites car elles ne permettent
pas de visualiser des processus au niveau cellulaire et moléculaire contrairement aux méthodes
d'imagerie fonctionnelle. Les techniques d'imagerie nucléaire, telles que la Tomographie par Emission
de Positons (TEP), la Tomographie par Emission MonoPhotonique (TEMP), ou I'lmagerie Optique (IO)
sont couramment utilisées ou étudiées. Ces techniques d’imagerie sont importantes pour la détection
de pathologies, telles que le cancer, qui se manifestent d'abord par des changements biochimiques, et
non morphologiques.! Ces différentes applications emploient souvent des agents d’imagerie 3 base de

métaux de transition ou de lanthanides.

Dans ces agents, le métal doit étre complexé par un ligand spécifique avec lequel il a une bonne
affinité. Parmi les multiples ligands étudiés, ceux basés sur les polyazacycloalcanes s’averent des plus
performants pour la conception de sondes pour la quasi-totalité des modalités d’imagerie : en IRM par
I'intermédiaire d’agents de contraste a base de Gd**, ou en imagerie TEP pour la complexation de
radiométaux. Dans la littérature, il est connu que ces systémes moléculaires menent a des complexes
métalliques thermodynamiquement stables et cinétiquement inertes.? Par exemple, les tri- ou
tétraazamacrocycles, tels que les dérivés du tacn, cyclen et cyclam, sont réputés pour étre des ligands

de choix pour de trés nombreux cations métalliques (Figure 1).>*

[\ NH HN NH HN
NHHN [ j [ j
H
</N\> NH HN NH HN
— (L
tacn cyclen cyclam

Figure 1- Structure des polyazacycloalcanes.

Afin d’améliorer les propriétés de complexation des polyazacycloalcanes et les rendre plus spécifiques
d’un métal donné, les fonctions amines secondaires sont fonctionnalisées par des groupements
coordinants (acétate, méthylpyridine, phosphonate,...) permettant d’augmenter les propriétés
thermodynamiques ainsi que l'inertie cinétique des complexes formés. Ces différents criteres seront
abordés au cours du premier chapitre qui permettra de démontrer I'intérét des polyazamacrocycles

pour I'élaboration de complexes thermodynamiquement stables et cinétiquement inertes.
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A titre d’exemple, le H4DOTA, un cyclen N-fonctionnalisé par quatre groupements acétate, forme avec
le Gd** un complexe trés stable ([Gd(DOTA)(H.0)];, Figure 2) utilisé cliniquement comme agent de
contraste (Dotarem®) en IRM. Le HsDOTA est également trés étudié en médecine nucléaire pour la
complexation du ®Cu® et du ®Ga. On le retrouve par exemple greffé sur un anticorps

(Daratumumab) pour I'imagerie TEP du myélome multiple (Figure 2).°
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H,DOTA [Gd(DOTA)(H0)I [#4Cu-DOTA-daratumumab]
Dotarem ®

Figure 2 - Structure du HaDOTA, du Dotarem® et du complexe de ®*Cu?* bioconjugué.

Cependant, bien que le HsDOTA soit tres impliqué dans de nombreux tests cliniques pour la
complexation d’un grand nombre de métaux d’intéréts en diagnostic ou en thérapie, il apparait que ce
ligand ne soit pas le plus adapté a chacun d’eux. A titre d’exemple, il a été démontré que le complexe
qu’il forme avec le ®*Cu®* rencontre des problémes de stabilité in vivo.® Malgré son excellente affinité
vis-a-vis des lanthanides, les complexes de lanthanides basés sur le H4sDOTA ne trouvent pas
d’application en imagerie optique a cause de leurs modestes émissions. La conception de nouveaux

ligands adaptés a ces cations métalliques s’avere donc nécessaire.

Dans ce contexte, notre équipe développe depuis de nombreuses années des ligands a base de
polyazacycloalcanes N-fonctionnalisés par des groupements picolinate pour la complexation de
cations métalliques. L'avantage du bras picolinate réside dans I'apport de deux atomes coordinant,
I'atome d'azote contenu dans la pyridine et I'un des deux atomes d'oxygene de la fonction carboxylate,

qui compense la diminution de stabilité induite par la N-fonctionnalisation des polyazacycloalcanes.

Notre groupe a notamment décrit des chélates de Cu?* & base de cyclam et de son analogue renforcé
fonctionnalisés par un bras picolinate (H.TEIPA et H;CB-TE1PA, respectivement)
thermodynamiquement stables et cinétiquement inertes.”® Le radiomarquage au %*Cu?* a été réalisé
avec le ligand H.TE1PA et le radiocomplexe formé a démontré un excellent comportement in vitro
ainsi qu’in vivo.® Couplé a un anticorps, le HiTEIPA radiomarqué au %Cu®" a permis de réaliser des

premiéres études précliniques en imagerie TEP sur petit animal (Figure 3).1%11
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Figure 3 - Structure des ligands HiTE1PA et HiCB-TE1PA et des dérivés bioconjugués F6-TE1PA et 9E7.4-p-SCN-
Bn-TE1PA.

En plus de ces exemples, notre groupe a également étudié différentes plateformes macrocycliques di-
N-fonctionnalisées par des unités picolinate pour la complexation des lanthanides. D’abord étudiés
pour des applications en IRM, les complexes octacoordinés [Ln(CB-TE2PA)]* (Figure 4), basés sur une
plateforme cyclam renforcé se distinguent par I'absence de molécule d’eau dans la sphere de
coordination du lanthanide. En revanche, les complexes de Th** et d’Eu** ont montré posséder des
propriétés intéressantes en luminescence, grace au transfert d’énergie du picolinate vers le
lanthanide. Autre caractéristique notable, le complexe d’Eu®* s’est montré exceptionnellement inerte
(aucune dissociation n’est observée aprés 5 mois dans HCl 2M a température ambiante).??

(6]
X

m HO
Sl
o”>on L _J

H,CB-TE2PA

Figure 4 - Structure du ligand H2CB-TE2PA développé par notre équipe.’?

Cependant, I'efficacité de ces complexes est limitée par leur absorption dans I'UV car, dans cette
région spectrale, les tissus biologiques absorbent fortement les rayonnements lumineux. Il existe
toutefois une région dans le proche infrarouge (NIR) appelée fenétre de transparence biologique,
permettant une imagerie avec une faible autofluorescence, une diffusion de lumiere réduite et une
pénétration tissulaire élevée.* Pour cela, la microscopie de fluorescence a deux photons, ou
biphotonique, offre la possibilité de déplacer I'excitation des fluorophores vers la région NIR et a été

mise a contribution pour le développement d’entités moléculaires capables d’absorber dans le NIR.%®

Dans ce contexte, notre groupe, en collaboration avec I'équipe du Dr. Olivier Maury a décrit un
complexe d’Eu®*a deux photons basé sur le H,CB-TE2PA (Figure 5). Cette plateforme macrocyclique

est di-N-fonctionnalisée par une antenne conjuguée optimisée pour exalter la luminescence de I'Eu®*
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dans le NIR.Y> Le complexe formé s’avére soluble et stable en milieu biologique avec de bonnes
propriétés spectroscopiques a deux photons. De plus, des images de cellules vivantes T24 ont été
obtenues suite a une excitation dans le NIR avec une émission du métal dans le rouge. Cependant, afin
de réaliser des expériences d’imagerie plus résolues, il est préférable que la sonde optique émette

également dans la fenétre de transparence biologique, c’est-a-dire dans le NIR.

OPEG

PEGO H,CB-TE2PA-OPEG

Figure 5 - Structure d’un ligand pour la complexation de I’Eu3* pour la microscopie biphotonique.*®

Afin de répondre a cette problématique, notre équipe s’est intéressée a I'Yb3*, connu pour posséder
une émission intense entre 960-1060 nm. Ainsi, la premiére partie des travaux décrits dans ce
manuscrit se concentrera sur le développement d’une sonde basée sur le H.CB-TE2PA di-N-
fonctionnalisée par une antenne m-conjuguée adaptée a la sensibilisation de I'Yb3* (Figure 6). La
synthése et les études spectroscopiques du complexe d’Yb®* seront ainsi présentées, de méme que les
expériences d’imagerie cellulaire dans le proche infrarouge. Ce chapitre permettra d’introduire les
aspects de la microscopie a deux photons ainsi que son apport dans I'imagerie optique proche

infrarouge-vers-proche infrarouge (NIR-vers-NIR).

N(PEG),
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L
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Figure 6 - Structure du ligand ciblé décrit au cours du Chapitre 2.

Les techniques d’'imagerie médicale actuelles possedent toutes des limites, en termes de sensibilité ou
de résolution, inhérentes aux modalités employées. Ainsi, la recherche se porte maintenant sur la

complémentarité de ces outils pour obtenir des agents d’imagerie toujours plus performants dans le
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but d’obtenir des images de résolution et de sensibilité plus élevées. Les efforts de recherche se sont
concentrés sur la combinaison de techniques d’imagerie moléculaire au sein d’'une méme sonde pour
une application en imagerie bimodale.

Mais aussi, plutét que de combiner deux modalités d’'imagerie, il est possible de combiner une
modalité d’imagerie avec une modalité de thérapie. Cette approche dite théranostique est un domaine
de recherche émergeant qui posséde l'avantage de réduire fortement les effets secondaires
indésirables pour le patient par comparaison a l'utilisation cumulée de sondes d'imagerie et
thérapeutiques distinctes. Afin de répondre a ces problématiques, notre équipe a décidé d’associer

différentes modalités d’imagerie et/ou de thérapie autour des dérivés du cyclam monopicolinate.

Dans le domaine de I'imagerie bimodale, notre groupe a entrepris de fonctionnaliser le bras picolinate
par l'antenne m-conjuguée, décrite auparavant, pour le développement de sondes bimodales
TEP/Imagerie optique a base de métaux de transition (Figure 7). Cependant, nous verrons au cours du
Chapitre 3 que la conception de telles entités n’est pas aisée d’une part, d’'un point de vue synthétique
et d’autre part, d'un point de vue spectroscopique. En effet, les propriétés photophysiques du

fluorophore sont trés sensibles a la présence d’un métal.

AHO o
NH _N

C ) v
U

N(PEG),

Figure 7 - Structure schématique des ligands ciblés décrits au cours du Chapitre 3 pour une application en
imagerie TEP/Imagerie optique.

Ensuite, suivant la méme stratégie que celle décrite précédemment, nous avons utilisé les dérivés de
cyclam monopicolinate pour la complexation du Cu?* pour une application en imagerie TEP. Toutefois,
les groupements picolinate seront fonctionnalisés par une unité m-conjuguée permettant cette fois la
thérapie photodynamique comme démontré par notre collaborateur de I'ENS Lyon pour le

développement de sondes théranostiques TEP/PDT (Figure 8).16718
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Figure 8 - Structure schématique des ligands ciblés décrits au cours du Chapitre 4 pour une application
théranostique TEP/PDT.

Enfin, le dernier chapitre portera sur la synthése et |'étude photophysique de nouveaux complexes de
gallium(ll1) en alternative au Cu?*. La conception de tels complexes se base sur les résultats obtenus au
cours des Chapitres 2 et 3 et sera considérée comme une ouverture pour des futures applications en

imagerie bimodale TEP/Imagerie optique et en théranostique TEP/PDT.
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Chapitre 1

Introduction a la chimie des polyazacycloalcanes
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|. Introduction

Le développement de complexes a base de cations métalliques a connu un fort intérét pour des
applications en imagerie médicale. Parmi les principaux métaux étudiés, nous pouvons citer le Gd**
utilisé en imagerie par résonance magnétique (IRM) ou le ®*Cu?* utilisé en tant que radioisotope pour
la tomographie par émission de positons (TEP). Par ailleurs, la plupart des lanthanides sont également
exploités en imagerie optique compte tenu de leurs propriétés spectroscopiques uniques qui leur
permettent d’émettre dans la gamme de longueurs d’ondes allant du visible (Eu®*, Tb*) au proche

infrarouge (Er®*, Yb%*, Nd**).

Si ces métaux présentent de nombreux avantages, ils peuvent cependant perturber I'équilibre
biologique. Pour éviter cette potentielle toxicité, ils sont administrés sous la forme de chélates. Ainsi
pour une utilisation en milieu in vitro et in vivo, la conception d’un complexe métallique doit respecter

le cahier des charges suivant :

- une bonne stabilité thermodynamique, qui témoigne de I'affinité d’un ligand avec un cation
métallique spécifique
- une bonne inertie qui témoigne de la capacité d’un complexe a ne pas se dissocier en présence

d’autres métaux ou de protéines endogénes

1. Stabilité des polyazacycloalcanes

1.1. Effet chélate

L'utilisation des polyazacycloalcanes pour la complexation de métaux repose sur la remarquable
affinité de ces ligands pour les ions métalliques. Les complexes formés se déclinent d’une part par une
forte stabilité thermodynamique et d’autre part par une bonne inertie cinétique vis-a-vis de
la démétallation. Toutefois, différents facteurs influent sur cette affinité métal-ligand. La taille du

macrocycle a, par exemple, un impact important sur la stabilité des complexes.

Hancock et al. ont étudié les propriétés de coordination de divers macrocycles en fonction de leur
taille.’® Comme nous I’avons décrit précédemment, le tacn, le cyclen et le cyclam sont trois exemples
de plateformes macrocycliques connues pour leurs excellentes propriétés de complexation envers de
nombreux métaux de transition, métaux lourds ou lanthanides (Figure 9). La cavité macrocyclique
augmente avec le nombre de carbone et d’azote, le tacn posséde la plus petite cavité et le cyclam la

plus grande.
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Figure 9 - Exemples de structures polyazamacrocycliques.

Lors de la complexation, le cation métallique se coordine avec les trois ou quatre atomes d'azote du
macrocycle pour former des métallocycles. Il en résulte la formation de cycles a 5 chainons (tacn et
cyclen) ou une combinaison de cycles a 5 et 6 chainons (cyclam), comme illustré sur la Figure 9.

Ce phénomeéne est connu sous le nom d’effet chélate.

L'augmentation progressive du nombre de métallocycles au sein d’un complexe métallique induit une
amélioration de la stabilité. Néanmoins, pour un nombre similaire de métallocycles, la stabilité des
complexes dépend également du rayon ionique de I'ion métallique. Hancock et al. ont montré que les
contraintes stériques au sein du complexe déterminent pour une large part sa stabilité. Ainsi, la
contrainte d’un cycle a cing chainons est minimisée pour une distance M-N proche de 2,5 A et un angle
de liaison N-M-N voisin de 69°, conditions que seuls les ions volumineux tels que les ions Ln** sont en
mesure de satisfaire. Au contraire, des métallocycles favorables a six chainons sont obtenus avec une
distance de 1,54 A et un angle de 109,5° correspondant & un environnement plus adaptés aux ions de

petites tailles tels que le Cu?*.

1.2. Fonctionnalisation des polyazacycloalcanes

Afin d’améliorer la stabilité et la spécificité des complexes a base de polyazacycloalcanes, ces
plateformes peuvent étre N-fonctionnalisées par différents groupements coordinants. Les bras
acétate, méthylphosphonate et amide figurent parmi les plus utilisés (Figure 10).3
Notre groupe s’est intéressé a I'apport des groupements picolinate car ils présentent I'intérét d’étre
bidentates (Figure 10) et permettent notamment la complexation de métaux avec des nombres de
coordination élevés.”®1%202! Cependant, les groupements méthylpyridine et méthylthiazole trouvent

également leur intérét pour la complexation de métaux de transition et de lanthanides.?>?3

o) O, OH 0 N7 \/r\@ sx
A AR 5 A, AN EPN LA
Acétate  Méthylphosphonate Amide Picolinate Méthylpyridine  Méthylthiazole

Figure 10 - Exemples de groupements coordinants.
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La compréhension des propriétés physico-chimiques des ligands macrocycliques et des complexes
associés, au travers des études de stabilité thermodynamique, cinétiques et électrochimiques, est
essentielle pour appréhender le comportement des chélates in vivo. Ainsi, nous décrirons ici

brievement les criteres a respecter pour former des chélates adaptés pour des applications en santé.

1.3. Stabilité thermodynamique

La constante de stabilité des complexes est déterminée par la constante de formation (log Km), et est
dépendante de plusieurs parametres tels que la basicité globale ou la denticité du ligand.
Plus la valeur de log Kw. est élevée, plus I'interaction entre le ligand et le métal est forte et plus le
complexe correspondant est stable. Selon le pH, plusieurs especes peuvent se former
(ML, MLH, ML(OH),...). La constante globale de formation (log Bn) témoigne de I'affinité métal-ligand
(Tableau 1). Ces constantes peuvent étre déterminées par diverses méthodes de titrages telles que

des titrages par spectroscopie UV-Visible, par RMN, ou par potentiométrie.?*

Constantes Equilibres
Ko = [ML] KL
[MLH] KuLn
Kvin = MLI[H] ML+H ——=— MLH
_ [MLH,] Kuih,
Kmin, = MLI[H]" ML+nH —— MLH,,
n
g = [MpmLiHp] B
" ML) H] mM+IL+hH —<— M LH,

Tableau 1 — Constantes de formation aux équilibres de réaction. M = Métal, L = Ligand, H = Proton. Les charges
ont été omises pour plus de clarté.

Par ailleurs, comme la complexation métallique dépend du pH, la stabilité thermodynamique dépend
donc de la basicité du ligand. A cet égard, la comparaison des affinités d’'un méme métal avec des
ligands ayant des basicités différentes ne peut se faire directement. Leur comparaison est valable
uniquement lorsque les ligands sont totalement déprotonés. Pour tenir compte de la basicité globale
et comparer les stabilités thermodynamiques entre différents ligands, la constante de stabilité pM qui

n+

est fonction de la concentration en métal libre [Mif..] a été proposée.” En régle générale, le pM est

calculé pour une concentration en cation métallique en présence d’un excés de ligand par rapport a
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celle du cation métallique ([L] = 10° M ; [M™] = 10°® M) & pH physiologique (7,4) et suit I'équation

suivante :

(eq. 1) pM = _log[er;gre]

1.4. Inertie cinétique

Une inertie cinétique élevée est requise pour éviter le relargage de I'ion métallique par dissociation en
milieu biologique. Cela est due a la présence d’enzymes et de cations endogénes (Zn?*, Cu®, Na*...) qui
entrent en compétition avec le ligand ou le métal par des processus de transchélation ou

transmétallation.?®

La transchélation est étudiée en suivant la dissociation du complexe en présence d’un excées de ligand
compétiteur, tandis que la démétallation est évaluée en milieu acide (HCl ou HCIO,), a différentes
concentrations et températures ou le proton H* joue le r6le du métal compétiteur. Plusieurs grandeurs
permettent d’estimer I'inertie comme le temps de demi-vie (t1/2), qui correspond au temps pour lequel
la moitié du complexe s’est dissociée, et la constante de dissociation du complexe (kobs). Ainsi pour une

réaction d’ordre 1, le temps de demi-vie t, /, est lié a la constante k,p; selon I’équation suivante :

- In2
(eq. 2) 1/2 = kobs

Un complexe inerte est caractérisé par une constante de dissociation faible et un temps de demi-vie

important.

1.5. Inertie face a la réduction pour les complexes de Cu?*

Outre la transchélation et la transmétallation, la réduction du centre métallique constitue une autre
voie menant a la perte du métal. En raison de préférences géométriques tres différentes du cuivre
dans ses deux degrés d’oxydation, les complexes a base de cuivre(ll) sont généralement dissociés in
vivo lorsque le Cu?* est réduit en Cu* par la présence d’oxydoréductases (NADPH, superoxydes

dismutases) en milieu biologique.?”

Il est ainsi connu que le potentiel d’oxydoréduction du couple Cu?*/Cu* doit étre inférieur au seuil des
oxydoréductases se situant dans l'intervalle -0,40 V et +0,40 V. Plus le potentiel de réduction du
complexe est inférieur au seuil, moins la réduction du Cu?* en Cu* est facile. Linertie face a la réduction
des complexes peut étre estimée par voltamétrie cyclique, une technique électrochimique permettant

d’étudier le potentiel de réduction d’un cation métallique ainsi que sa réversibilité électrochimique.
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Cette technique permet de caractériser les complexes selon leurs comportements électrochimiques.
Ils peuvent étre réversibles, quasi-réversibles ou irréversibles (Figure 11). Un systeme réversible et

quasi-réversible démontrent que le complexe est stable sous la forme Cu*, tandis qu’un systeme

irréversible traduit une dissociation de I'ion métallique aprés réduction du Cu?".%

Reversible

/

Quasi-reversible

Irreversible

E’ E

Figure 11 - Comparaison de voltamogrammes cycliques réversible, quasi-réversible et irréversible.

ll. Les polyazacycloalcanes et le cuivre

1. Propriétés du cuivre

Le cuivre est un élément faisant partie de la famille des métaux de transition
(Z = 29, [Ar]3d'%4s?). Dans son état d’oxydation +l, I'ion Cu* de configuration d'° est diamagnétique et
forme des complexes non stabilisés par le champ du ligand. Dans son degré d’oxydation +lI, I'ion Cu?
est un métal de configuration d° et est considéré come un acide de Lewis intermédiaire selon la théorie
HSAB de Pearson, ce qui lui confére une affinité pour les bases de Lewis intermédiaires comme les
amines ou dures telles que les carboxylates. C'est a I'état d’oxydation +II que le cuivre est le plus
souvent retrouvé en solution aqueuse avec un nombre de coordination (NC) allant de 4 & 6. Le Cu®*
peut former des complexes adoptant une géométrie plan carré/tétraédrique (NC = 4), pyramidale a
base carrée/bipyramidale trigonale (NC = 5) ou enfin octaédrique (NC = 6) (Figure 12). Ainsi les

structures de type triaza- ou tétraazamacrocycliques ont pris une place importante pour I'étude de la

complexation du Cu?* en particulier le tacn, le cyclen et le cyclam.?
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Figure 12 - Les différentes géométries des complexes de cuivre(ll).
2. Complexes de Cu?* a base de polyazacycloalcanes

2.1. Les polyazacycloalcanes N-acétate

Dans le cadre de la complexation du Cu®, la plus courante des fonctionnalisations des
polyazacycloalcanes est celle de type acétate. Une N-alkylation des fonctions amines secondaires du

tacn, du cyclen et du cyclam conduit respectivement au HsNOTA, H,DOTA et H,TETA (Figure 13).

TN/—\ ?;i\NA(O TK\
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H;NOTA H,DOTA H,TETA

Figure 13 - Structure de HsNOTA, HsaDOTA et H4TETA.

Avec des constantes de complexation log Kcu comprises entre 21,6 et 22,7, les ligands HsNOTA,
H4sDOTA et H4TETA forment des complexes de Cu? possédant des constantes de stabilité
thermodynamiques proches (Tableau 2).3 La constante de stabilité pCu du HsNOTA est de 17,61 contre
15,20 et 14,20 pour les ligands H4DOTA et H,TETA (Tableau 2).2°% Ces valeurs montrent que le Cu®** a
plus d’affinité pour le HsNOTA qu’avec les ligands HsDOTA et H,TETA.

Les potentiels de réduction des complexes [Cu(NOTA)], [Cu(DOTA)]* et [Cu(TETA)]* inférieurs 3
-0,7 V montrent que ces derniers sont difficiles a réduire (Tableau 2).3 Cependant, ces complexes
présentent un systéme électrochimique irréversible aprés réduction du Cu?** en Cu'.
Un tel comportement témoigne de l'instabilité des complexes en milieu réducteur. Il est a noter que
la dissociation des complexes [Cu(NOTA)], [Cu(DOTA)]* et [Cu(TETA)]*> est quasiment instantanée en
milieu acide (HCI 5M, a 30°C ou 90°C, Tableau 2).
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Ligand HsNOTA HsDOTA H4sTETA

Log Keu” 21,6 22,7 21,1
pCu? 17,6 15,2 14,2
Inertie cinétique | <3 min HCI 5 M 30°C <3 min (HCI5M90°C) <3 min (HCI5 M, 90°C)

E° vs ENH -0,70V -0,74V -0,98 Vv
Reversibilité Irréversible Irréversible Irréversible
Références 3,31 3,30 3,29

Tableau 2 — Propriétés des complexes de cuivre(ll) étudiés dans cette section. ®/ = 0,10 M KNOs a 25°C.
bpM = -log [M]}}.] & pH 7,4 avec [L] = 10 X [M™]tot = 1.10° M.

Il est intéressant de remarquer que les ligands HsNOTA, du HsDOTA et du H4TETA comportent entre 6
a 8 atomes coordinants alors que le Cu®* nécessite seulement 4 a 6 atomes coordinants pour former
un complexe stable. Dans le cas du cyclam, I'ajout de bras permettant d’apporter un ou deux sites
coordinants pour la complexation du Cu®* a été trés étudié laissant une amine supplémentaire pour
une future fonctionnalisation avec un vecteur biologique.?’ C’est pourquoi les ligands dérivés du
cyclam ont été étudiés dans le but d’obtenir des complexes de cuivre(ll) plus stables que le HsTETA,

afin de répondre aux exigences du milieu biologique.

2.2. Complexes de cuivre(ll) dérivés du cyclam

Dans le cadre de la complexation du Cu?*, les dérivés de cyclam N-fonctionnalisés par des groupements
acétate (H.TE2A), phosphonate (H,TE2P) ou par une unité picolinate (H,;TE1IPA) ont montré des

propriétés intéressantes pour ce qui est de la stabilité thermodynamique et cinétique (Figure 14).3%33
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Figure 14 - Structure du HsTE2P, H.TE2A et HiTE1PA.3233

Par exemple, Pandya et al. ont démontré que [Cu(TE2A)] est plus inerte que [Cu(TETA)]?. La demi-vie
du [Cu(TE2A)] est de 46,2 min en milieu acide (HCI 5M, 90°C) contre seulement 4,5 min pour le
[Cu(TETA)]* dans les mémes conditions. La fonctionnalisation avec deux groupements acétate, au lieu
de quatre, diminue légérement le potentiel de réduction par comparaison au [Cu(TETA)]*
(Tableau 3). Le potentiel de réduction de [Cu(TE2A)] est évalué a -0,90 V et adopte un caractére

irréversible.
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Hermann et al. ont également démontré que le complexe hexacoordiné [Cu(TE2P)]* possédait des
propriétés supérieures au [Cu(TETA)]?. La constante de stabilité est élevée (log Kcutezr = 26,5) et est
supérieure a celle du [Cu(TETA)]?* (log Kcutera = 21,1) (Tableau 3).3® La demi-vie du [Cu(TE2P)]* a
également démontré une inertie extrémement élevée de 7 mois en milieu acide (HCIO, 5M, 25°C).
Cependant, le complexe [Cu(TE2P)]* a montré un potentiel de réduction de -0,45 V, valeur proche du
seuil des potentiels standards des bioréducteurs situés entre -0,40 V et +0,40 V. |l est a noter que le

complexe adopte également un caractere irréversible.

Notre équipe a décrit le ligand HiTELPA, un cyclam fonctionnalisé par un groupement picolinate.’
Comme il a été décrit précédemment, ce groupement posseéde deux atomes coordinants, I'atome
d’azote de la pyridine et 'oxygene du carboxylate, permettant de laisser trois amines secondaires
libres sur le macrocycle. Cependant, la structure de [Cu(TE1PA)]* obtenue par diffraction des
rayons X a mis en évidence un complexe de Cu?* pentacoordiné dans lequel seul I'atome d’azote du
picolinate est impliqué dans la complexation du cuivre. Les constantes thermodynamiques du
complexe [Cu(TELPA)]* se sont révélées élevées (log Kcuterra = 25,5, pCu = 18,6, Tableau 3). Le potentiel
de réduction du complexe [Cu(TE1PA)]* est égal a -1,06 V (vs Fc/Fc*) et adopte un caractére quasi-

réversible.” Ainsi, parmi les complexes décrits, seul le [Cu(TE1PA)]* est inerte vis-a-vis de la réduction.

Ligand H.TE2A H4TE2P HTE1PA
Log Kcu n.d. 26,5° 25,50
pCu¢ n.d. n.d. 18,6

Inertie cinétique 46,2 min (HCI 5 M 90°C) 7 mois (HCIO45M, 25°C) 2,4 h (HCIO45M, 25°C)

E° vs ENH -0,90 V -0,45V -1,05 V (Fc/Fc?)
Reversibilité Irrevérsible Irrevérsible Quasi-réversible
Références 32 33 7

Tableau 3 — Propriétés physico-chimiques des complexes de Cu?* dérivés du H.TE2A, H4TE2P et HiTE1PA.
9 =0,10 M KCl § 25°C.°/ = 0,10 M KNO3 & 25°C. pM = -log [Mﬁ;’re] a pH 7,4 avec [L] = 10 x [M™]tor = 1.10° M.
n.d. : non déterminé.

Ainsi [Cu(TE1PA)]* remplit tous les criteres pour une application en imagerie médicale. En effet, I'ajout

du groupement picolinate sur le cyclam permet d’avoir un bon compromis en termes de stabilité

cinétique thermodynamique et d’inertie vis-a-vis de la réduction.

2.3. Complexes de cuivre(ll) dérivés de cyclams renforcés

Les dérivés de cyclam renforcés ont été concus afin de développer des complexes de Cu?* plus robustes
in vitro et in vivo. La structure macrocyclique du cyclam peut étre modifiée en introduisant un chainon
hydrocarboné supplémentaire entre deux atomes d’azote du macrocycle. Ces structures sont dites

« renforcées » ou « contraintes » car elles adoptent des conformations plus rigides que le cyclam
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(Figure 15). L'insertion d'un pont éthylénique entre deux amines secondaires opposées mene a des
macrocycles de type cross-bridged (CB).3* Linsertion d’un pont éthylénique entre deux amines
secondaires adjacentes conduit a des macrocycles de type side-bridged (SB).* Des variantes de ligands
renforcés existent, comme le cyclam fonctionnalisé par un pont propyléne sur deux atomes d’azote en

trans et sont dérivés du propylene cross-brigded (PCB) (Figure 15).36738

N o
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Figure 15 - Structure du SB-Cyclam, CB-Cyclam et PCB-Cyclam.

2.4. Complexes de cuivre(ll) dérivés du cyclam cross-bridged

Le CB-Cyclam posséde une premiere constante de protonation inhabituellement élevée di a son
caractére « éponge a protons » (Tableau 4).3* Cette caractéristique rend plus difficile la déprotonation
du macrocycle et par conséquent la complexation d’un cation métallique en milieu aqueux et a
température ambiante. Ainsi les mesures des constantes de stabilité des complexes a base de cyclam
cross-bridged sont limitées par ce phénomeéne. La seule valeur disponible est celle du [Cu(CB-
Cyclam)]** (log Kcu-ceeycam = 27,1) qui est trés proche de Ianalogue non renforcé

(log Kcu-cyclam = 27,2) ol le caractére éponge a protons est moins prononcé.*

Ligand Cyclam CB-Cyclam
Log K1 11,54 12,42
Log K 10,53 10,2
Log K3 2,43 1,39
Log Ka 1,97 n.d.
Log Kcul? 27,2 27,1
Références 3 3

Tableau 4 - Constantes de protonation du cyclam et CB-cyclam et de stabilité des complexes de Cu?*. 3/ =0,10 M
KCl a 25°C.

En revanche, linertie cinétique du CB-Cyclam est supérieure a celle de son analogue
non-renforcé. [Cu(CB-cyclam)]?>* posséde une inertie cinétique de 11,8 min en milieu acide

(HCI 5M a 90°C) contre 3,8 min pour le complexe [Cu(cyclam)]?*.340

Le complexe de Cu®* dérivé du H,CB-TE2A (Figure 16) a également une bonne inertie cinétique, avec
une demi-vie de 154 h dans HCl 5M a 90°C (Tableau 5).*° Le remplacement des bras acétate par des

bras méthylphosphonate (Figure 16) diminue I'inertie cinétique des complexes qu’ils forment avec le
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Cu?* avec une demi-vie de 6,8 h et 3,8 h pour [Cu(CB-TELA1P)] et [Cu(CB-TE2P)]* respectivement
(Tableau 5).4+42

(0] m Hou/\m m o

N _N “ NH N
o S J o OHEI].. EI].. EI]N/
N N\/& \/, OH ‘OH
L K) OH
H,CB-TE2A H;CB-TE1A1P H,CB-TE2P H,CB-TE1PA

Figure 16 - Structure de H2CB-TE2A, H3CB-TE1A1P, H4CB-TE2P et HiCB-TE1PA.54042

Notre équipe a également décrit un complexe de cuivre(ll) dérivé du CB-Cyclam fonctionnalisé par un
groupement picolinate, le H;CB-TE1PA (Figure 16). Le temps de demi-vie du complexe de Cu?* a été
estimé en milieu acide (HCIO4, 5 M, 25°C) a 96 jours, ce qui atteste de I'importante inertie du complexe.
A noter que dans ce cas, la constante thermodynamique de stabilit¢ du complexe
[Cu(CB-TE1PA)]* a pu étre déterminée, son pCu est égale a 15,7, ce qui est légerement inférieur au

pCu de [Cu(TE1PA)]* (pCu=18,7) (Tableau 5).2

Les complexes [Cu(CB-TE2A)], [Cu(CB-TE1A1P)],, [Cu(CB-TE2P)]* et [Cu(CB-TE1PA)]* possédent des
potentiels de réduction se situant entre -0,88 V et -0,70 V les rendant peu sensibles a la réduction.
Néanmoins, le complexe [Cu(CB-TE1A1P)]" présente un systéme irréversible traduisant une

dissociation du complexe aprés réduction du Cu?* en Cu* (Tableau 5).

Ligand CB-Cyclam H.CB-TE2A HsCB-TE1A1P H4CB-TE2P HiCB-TE1PA
Log Kcul? 27,1 n.d. n.d. n.d. 26,0
pCu® n.d. n.d. n.d. n.d. 15,7
Inertie 11,8 min 154 h 6,8 h 3,8h 96 j

cinétique | (HCI1M, 90°C) (HCI5M,90°C)  (HCI5M,90°C)  (HCI5M,90°C) (HClO45M, 25°C)

E° vs ENH -0,32V -0,88 V -0,80 V -0,76 V -0,70Vv
Reversibilité Réversible réversible quasi-réversible  quasi-réversible quasi-réversible
Références 39,40 40 41 41,42 8

Tableau 5 - Propriétés physico-chimiques des ligands étudiés dans cette section. / = 0,10 M KNOs a 25°C.
=-log [M]%.,] 3 pH 7,4 avec [L] = 10 X [M™]iot = 1.10° M. n.d. : non déterminé.

Parmi les ligands étudiés dans ce chapitre, les ligands HiTE1PA et H,CB-TE1PA, développés par notre

équipe, donnent des complexes de Cu®* thermodynamiquement stables, cinétiquement inertes et

résistants vis-a-vis de la réduction. Ces ligands répondent donc au cahier des charges précédemment

cité pour une application en imagerie médicale.
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3. Exemples d’applications des dérivés de polyazacycloalcane pour des

applications médicales

3.1. Chélato-thérapie

Le cuivre est un nutriment métallique essentiel qui est étroitement régulé dans notre corps, car la
perte de son homéostasie est liée a des pathologies graves telles que la maladie d'Alzheimer.
Par exemple, une implication possible du cuivre dans cette maladie pourrait se faire via son interaction
avec le peptide B-amyloide (AB) dont I'auto-aggrégation est caractéristique de cette maladie neuro-
dégénérative. Ainsi, le complexe Cu-AB formé induit la production d’espéces radicalaires oxygénées
(ROS), en présence d’ascorbate, qui endommagent les cellules saines.
La chélato-thérapie consiste a utiliser des ligands capables de retirer le Cu?* du peptide ou d’interagir
avec le complexe Cu-AB pour en changer les propriétés.** Dans ce contexte, notre équipe a étudié
la cinétique de complexation des ions Cu?* par le cyclam, le H;TEL1PA et le H,TE2PA (Figure 17) afin

d’évaluer la capacité de ces ligands a extraire le cuivre(ll) de la plaque amyloide.

mHOO
~ N HN
I "y

NH N \l
o >on L _J

H,TE2PA

Figure 17 - Structure du H2TE2PA.

Le suivi UV-Visible de la consommation en ascorbate a été réalisé car celle-ci refléte la production de
ROS. La consommation en ascorbate diminue lorsque les ligands sont incubés avec le Cu-Ap (Figure 18
(a)), mettant en évidence que le cuivre a été retiré du peptide AB. Lorsque les ligands sont ajoutés en
cours de production de ROS une chute de la consommation en ascorbate est également observée
ce qui prouve que les ligands substitués par les groupements picolinate chélatent suffisamment

rapidement les ions Cu®* pour stopper la production de ROS (Figure 18 (b)).
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Figure 18 - Cinétiques de consommation de I'ascorbate suivi par UV-Visible 4 265 nm. (Gauche) : (a) AB16 + Cu?*
+ Asc, (b) AB16 + Cu?* + cyclam + Asc, (c) AB16 + Cu?* + HTELPA + Asc, (d) AB16 + Cu?* + H2TE2PA + Asc.
(Droite) : (a) Asc + AB16 + Cu?*, (b) Asc + AB16 + Cu®* + cyclam, (c) Asc + AB16 + Cu®" + HTE1PA, (d) Asc + AB16 +
Cu?* + H2TE2PA. [L] = [AB16] = 12 uM, [Cu?*] = 10 uM, [Asc] = 100 uM, [HEPES] = 100 mM, pH 7,1. L = Ligand.

3.2. l'imagerie nucléaire

3.2.1. Le cuivre et la tomographie par émission de positons

La tomographie par émission de positons est un outil trés utilisé pour diagnostiquer différentes
pathologies telles que le cancer.** Un effort de recherche important a été consacré aux radiométaux
tels que le ®*Cu? compte tenu de sa demi-vie de 12,7 h qui offre plus de possibilités que le fluor-18
(*8F) actuellement trés utilisé en clinique sous la forme du radiopharmaceutique
2-[*8F]fluoro-2-désoxy-D-glucose (*¥F-FDG).*> On retrouve, par exemple le ®Cu?, dans le
radiopharmaceutique [®*Cu-(DO3A-TATE)] pour détecter les tumeurs neuroendocrines. Le Hs;DO3A est
fonctionnalisé par I'octréotate (TATE), un analogue de la somatostatine pour visualiser I'augmentation
de I'expression des récepteurs de celle-ci.*® Sur la Figure 19, 'image obtenue a 'aide d’un TEP-scan,
donne des informations anatomiques avec des niveaux de gris correspondant a une différence de
densité des tissus. Des |ésions pancréatiques peuvent étre observées, matérialisées par des taches plus

lumineuses correspondant a une accumulation du radiopharmaceutique.

O O/H—\ /\(O
( 64Cu )
)w — ;\

[®4Cu(DO3A-TATE)J"

Figure 19 - Structure du [**Cu(DO3A-TATE)]" et TEP-scan d’une tumeur neuroendocrine pancréatique aprés
marquage au [**Cu-(DO3A-TATE)]". La fleche blanche indique la localisation de la tumeur.*®
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L'imagerie TEP n'est pas limitée a I'imagerie des cellules cancéreuses. En effet, des études ont permis
également [l'utilisation de la TEP pour la détection des lésions inflammatoires,*” de maladies
neurodégénératives®® ou cardiovasculaires.”® Le principe de I'imagerie TEP sera décrit de maniére plus

détaillée au cours du Chapitre 3.
lll. Les polyazacycloalcanes et les lanthanides

De par leur taille et leur configuration électronique, les ions lanthanides trivalents possédent des
propriétés physico-chimiques singulieres et différentes des métaux de transition. Cette partie a pour
objectif de décrire les propriétés intrinséques des lanthanides qui serviront a mieux appréhender leur
chimie de coordination. L'intérét des sondes luminescentes en imagerie cellulaire sera également

décrit et nous ameénera a présenter les attentes auxquelles ces sondes doivent répondre.

1. Coordination des lanthanides

La famille des lanthanides, constituée de 15 éléments, s’étend du lanthane (Z = 57) au lutécium
(Z = 71) et appartient au bloc 4f du tableau périodique des éléments. La perte d’électrons de
la sous-couche 5d et 6s conduit a l'ion lanthanide trivalent (Ln(lll) ou Ln3**) de configuration
électronique [Xe]4f" (n =0—14) qui est le degré d’oxydation le plus stable. Une diminution progressive
du rayon ionique est observée avec I'augmentation du numéro atomique (Tableau 6). Cette tendance,
également dépendante du nombre de coordination du métal, est connue sous le nom de contraction

lanthanidique.*®

Lanthanide 7 symbole Configuration Configuration Rayon ionique
électronique (Ln) électronique (Ln®") (A)

Lanthane 57 La [Xe] 4f° 5d* 652 [Xe] 4f° 1,16
Cérium 58 Ce [Xe] 4f* 5d* 652 [Xe] 4f* 1,143
Praséodyme 59 Pr [Xe] 4f2 5d° 652 [Xe] 4f2 1,126
Néodyme 60 Nd [Xe] 4f2 5d° 652 [Xe] 4f3 1,109
Prométhium 61 Pm [Xe] 4f* 5d° 652 [Xe] 4f* 1,092
Samarium 62 Sm [Xe] 4f> 5d° 652 [Xe] 4f° 1,079
Europium 63 Eu [Xe] 4f° 5d° 652 [Xe] 4f° 1,066
Gadolinium 64 Gd [Xe] 4f” 5d* 652 [Xe] 4f 1,053
Terbium 65 Tb [Xe] 4f8 5d° 652 [Xe] 4f8 1,040
Dysprosium 66 Dy [Xe] 4f° 5d* 652 [Xe] 4f° 1,027
Holmium 67 Ho [Xe] 4f° 5d? 652 [Xe] 410 1,015
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Erbium 68 Er [Xe] 411 5d? 652 [Xe] 4f1* 1,004
Thulium 69 Tm [Xe] 4f'? 5d* 652 [Xe] 4f*? 0,994
Ytterbium 70 Yb [Xe] 43 5d° 6s2 [Xe] 4f13 0,985
Lutécium 71 Lu [Xe] 4f'* 5d° 652 [Xe] 4f14 0,977

Tableau 6 — Caractéristiques des ions lanthanides(lll). Z = Numéro atomique.>*

L'interaction Ln-ligand est essentiellement régie par des interactions électrostatiques et stériques.
L’organisation des complexes est donc gouvernée par la minimisation de ces interactions sans réelle
préférence en termes de nombre de coordination ou de géométrie. Ainsi leur géométrie est difficile a
prévoir car l'ion Ln% complétera sa sphére de coordination en se liant & de petites molécules ou 3 des
anions (eau, chlorure, hydroxyde,...) si le nombre de sites offerts par le ligand est trop faible.>?
Ainsi, le nombre de coordination le plus fréquemment rencontré des ions Ln** est de 8 ou 9, mais il

peut varier de 6 a 12.?

En solution, les ions Ln3* du début de la série lanthanidique (La-Nd) adoptent une géométrie de type
prismatique trigonale tricapée (TTP) nonacoordinée, qui est progressivement transformée en
géométrie antiprismatique carrée (SAP) octacoordinée pour les ions lanthanides de la fin de la série

(Th-Lu) (Figure 20).

CN=8 CN=9
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\ \ f
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Figure 20 - Géométries des complexes de lanthanides(ll) en fonction du nombre de coordination.>?
2. Propriétés magnétiques

A l'exception du lanthane et du lutécium, tous les ions lanthanides possédent des électrons 4f non
appariés et sont paramagnétiques. Parmi eux, I'ion Gd®* a été trés étudié. En effet, ses 7 électrons non
appariés (S = 7/2) lui conférent un moment magnétique élevé. Cette caractéristique fait des complexes
de Gd** des agents de contraste trés performants pour I'imagerie par résonance magnétique (IRM).>3
A titre d’exemple, le Dotarem®, complexe de Gd** dérivé du HsDOTA, est |'un des agents de constraste
les plus utilisés en médecine. L’utilisation de I'Eu®* aves ces 6 électrons non appariés a également fait

I'objet d'une attention particuliere pour le développement d’agents de contraste paraCEST. Par
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exemple, Sherry et al. ont décrit le complexe [Eu(DOTAM-Phen)]** pour la détection d’oxygéne

singulet par imagerie CEST (Figure 21).>*
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Figure 21 - Structure du Dotarem® et de [Eu(DOTAM-Phen)]3*.53>4
3. Complexes de lanthanides a base de polyazacycloalcanes

3.1. Polyazacycloalcanes N-acétate

Selon la théorie HSAB, les ions lanthanides sont des acides durs, ils forment donc des édifices stables
préférentiellement avec des ligands contenant des atomes d'oxygéne ou d’azote.
A l'instar du Cu®, les polyazacycloalcanes fonctionnalisés par des groupements acétate ont été trés
étudiés pour des applications en IRM, en médecine nuclaire ou en microscopie de fluorescence.*>>%¢
Parmi eux, les complexes de Ln* dérivés du H4,DOTA (Figure 22) présentent les constantes de stabilité
les plus élevées (log Kin. = 22,9-25,4) de la littérature.?* D'autres chélates de Ln3* dérivés du Hs3NOTA
ou H4TETA (Figure 22), ont également été étudiés méme si leur stabilité thermodynamique est plus
faible que ceux dérivés du Hs,DOTA. Les constantes de stabilité thermodynamique de différents

complexes de lanthanides sont résumées dans le Tableau 7.
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[Ln(NOTA)] [Ln(DOTA)] [Ln(TETA)]

(Ln = Ce, Eu, Gd, Yb)
Figure 22 — Structure de [Ln(NOTA)], [Ln(DOTA)] et [Ln(TETA)]".

On peut noter que la stabilité thermodynamique des complexes de Ln3* des dérivés HsNOTA, H;DOTA
et H4TETA suit la tendance suivante : HsNOTA ~ H,TETA < H,DOTA. Les complexes [Ln(NOTA)] et
[Ln(TETA)] sont de huit ordres de grandeurs moins stables que les analogues [Ln(DOTA)].> La taille
du macrocycle de HsNOTA est trop petite pour étre adaptée aux ions Ln**. H,TETA forme des

métallocycles a six chainons avec les ions métalliques. Ces cycles sont connus pour étre stériquement
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plus encombrés que les cycles a cing chainons, ce qui entraine une diminution progressive de la

stabilité des complexes de Ln** au fur et a mesure que le rayon ionique augmente.

L'inertie cinétique des complexes [Gd(NOTA)], [Gd(DOTA)] et [GA(TETA)] suit la méme tendance. A
titre d’exemple, le complexe [Gd(DOTA)]" possede une constante de dissociation de
5.10° s et est plus inerte que [Gd(NOTA)] et [Gd(TETA)] avec des constantes de dissociation de

7,1.10°%s? et 8,3.10* 5%, respectivement.’®>°

Ligand H:NOTA H4DOTA H4TETA
Log Kce*° 13,2 23,4 13,1
pCe® 8,6 16,4 7,3
Log Ke.® 13,9 23,5 14,7
pEu® 9,3 16,5 8,7
Log Kgd® 14,3 24,6 15,8
pGd® 9,7 17,6 8,8
Log Ky 15,4 25,0 n.d.

pYb? 9,8 18,0 n.d.
Références 57 57 57

Tableau 7 - Constantes de stabilité de complexes de Ln3* dérivés du HsNOTA, HsDOTA et HJTETA.
?'=1,0 M KCl & 25°C, °pM = -log [M}%} ] & pH 7,4 calculé avec [L] = 10 x [M™ ]t = 1.10° M. n.d. : non déterminé.

libre
3.2. Ligands dérivés du picolinate

Bien que les complexes de lanthanides dérivés des ligands HsNOTA et HsTETA présentent des stabilités
thermodynamiques et cinétiques inférieures a leurs analogues dérivés du HsDOTA, l'introduction de
groupements picolinate sur différentes plateformes macrocycliques (tacn, cyclen, cyclam), a permis de

former des complexes de Ln** plus stables et plus inertes.
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Figure 23 - Structure de HsNO3PA et HsDO3A1PA.5061
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Nonat et al. ont décrit le ligand H3NO3PA (Figure 23), un tacn fonctionnalisé par trois groupements
picolinate. L’apport de ces bras coordinants permet d’obtenir un complexe de Tb3 neutre

nonacoordiné avec des constantes de stabilité élevées (log K= 17,4 ; pM = 14,9, Tableau 8).°?

Platas-Iglesias et al. ont décrit des complexes anioniques nonacoordinés d’Eu®* et de Tb3* dérivés du
HsDOTA ou un groupement acétate a été remplacé par un groupement picolinate
(Figure 23). L’étude des constantes de stabilité a été réalisée sur le ligand HiDO3A1PA et montre des
constantes log Kin proches voire similaires a celles des complexes de lanthanides dérivés du H,DOTA

(Tableau 8).%!

Notre laboratoire a également décrit une série de complexes de Ln3* basés sur un cyclen trans
di-N-substitué par deux groupements picolinate (H,DO2PA) et avec deux substituants méthyle
supplémentaires (HMeDO2PA) (Figure 24). Les complexes de Ln3* obtenus sont octacoordinés

(Ln = La, Eu, Gd, Tb, Yb, Lu) et cationiques.?%53
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Figure 24 - Structure des ligands H.DO2PA et H2MeDO2PA 2063

Les constantes de stabilité thermodynamique montrent que les ligands H,DO2PA et H,MeDO2PA ont
une bonne affinité avec I'ion Gd** avec des constantes de stabilité log Kea. égales a 17,3 et 17,6,
respectivement (Tableau 8). Cependant, ces valeurs sont en déca de celles des complexes de Gd**

dérivés du H4DOTA et du H4DO3A1PA.%3

Par ailleurs, le complexe [Gd(MeDO2PA)]* présente une inertie supérieure au complexe [Gd(DO2PA]*
avec des demi-vies égales a 127 h et 10,7 h, respectivement. L’ajout de deux groupements méthyle
induit une augmentation de la rigidité et se traduit par une amélioration de l'inertie cinétique du

complexe.®
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Ligand HsNOTA HsNO3PA H,DOTA H;DO3A1PA H,DO2PA H;MeDO2PA

Log Kad 14,3° n.d. 24,6° 23,30 17,37 17,6
pGd?® 9,7 n.d. 17,6 n.d. n.d. n.d.
Log K, 13,9¢ n.d. 23,5b 23,5° n.d. n.d.
pEu? 9,3 n.d. 16,5 n.d. n.d. n.d.
Log Kb n.d. 17,4¢ 24,2° n.d. n.d. n.d.
pTh n.d. 14,9 n.d. n.d. n.d. n.d.
Reférences 57 62 24 61 63 63

Tableau 8 — Constantes de stabilité des complexes de Ln3* a base de HsNOTA, HsNO3PA, H3:DOTA, H:DO3A1PA,
H2DO2PA et H:MeDO2PA. “pM = -log [Ml’};re] a pH 7,4 avec [L] = 10 x [M™]tot = 1.10° M. ?/=0,10 M KCI, ¢/ = 1,0
M KCl, 9= 0,15 M NaCl. n.d. : non déterminé.

Bien que les dérivés de cyclam ne semblent pas adaptés a la coordination des ions lanthanides Ln3*,
notre équipe a étudié le ligand H.CB-TE2PA, cyclam renforcé substitué par deux groupements
picolinate qui a conduit a des complexes de lanthanides(lll) octacoordinés exceptionnellement inertes
(Figure 25).°* Les études d’inertie sur le complexe [Eu(CB-TE2PA)]* ont montré I'absence de

dissociation méme aprés 5 mois dans HCI 2M.

« m HO._O
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o”on L _J

H,CB-TE2PA

Figure 25 - Structure du ligand H.CB-TE2PA.5%

Cependant, la contre-partie d’une excellente inertie cinétique est la difficulté a y insérer les ions Ln%*.
En effet, le caractére éponge a protons du ligand rend sa déprotonation et I'introduction du cation
métallique difficiles. En conséquence, le processus de complexation s'accompagne d'une cinétique de
formation trés lente. La réaction entre les ions Ln** (Ln = La, Eu, Gd, Tb et Yb) et le ligand H,CB-TE2PA
nécessite des conditions tres difficiles (solvants organiques polaires a point d'ébullition élevé, base

organique, conditions anhydres, réaction sous micro-ondes) pour former le complexe associé.

Parmi les ligands présentés, les polyazacycloalcanes N-fonctionnalisés par des groupements picolinate
possédent les caractéristiques les plus attrayantes, notamment pour former des complexes de
lanthanides(lll) trés inerte, pour envisager I'élaboration de sondes destinées a une application en

imagerie optique.
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4. Propriétés luminescentes

Les transitions f-f, faisant intervenir des orbitales de méme symétrie, sont formellement interdites
par les régles de symétrie de Laporte. En conséquence, les transitions f-f apparaissent sous forme de
fines raies d’émission de faible intensité et sont caractéristiques de chaque ion Ln%. A I'exception du
lanthane et du lutécium, tous les ions Ln3* sont luminescents et leurs bandes d’émission couvrent une
large gamme spectrale allant de 'ultra-violet (Gd**) au proche infrarouge (Nd*, Er®*, Yb%*), en passant
par le visible (Sm*, Eu3*, Tb**, Dy**) (Figure 26). Les ions Ln*" sont également caractérisés par un faible
coefficient d’absorption (¢ < 100 M. cm™) et par une durée de vie d’émission trés longue due

également au caractére interdit des transition f-f.%
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Figure 26 - Spectres d’émission des ions lanthanides en solution.®’

Du fait de la faible absorption des ions Ln®*, leur excitation directe ne donne pas nécessairement une
forte luminescence, a moins d’utiliser une puissance d’excitation considérable au moyen d’un laser.
Une alternative consiste a associer I'ion Ln* & une entité moléculaire capable d'absorber et de
transférer efficacement I'énergie aux ions Ln* via un processus de sensibilisation,

appelé "effet d'antenne", illustré sur la Figure 27.

Excitation Transfert d'énergie Emission

"
o

Antenne Ligand

Figure 27 - Schéma du processus de |'effet antenne.

4.1. U'effet antenne

Weissman et al. ont d’abord montré qu’il était possible de peupler les états excités des ions

lanthanides losqu’ils sont coordinés a des dérivés de phénols ou de B-dicétones.® Ils ont correctement
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interprété ce phénomeéne de transfert d'énergie du ligand a I'ion métallique comme étant un processus
de sensibilisation.
Le mécanisme communément accepté du transfert d’énergie de I'antenne vers I'ion Ln** est celui de

Crosby et Whan,®” et se déroule généralement en trois étapes:
e Absorption d’un photon par I'antenne
e Transfert d'énergie sur l'ion métallique Ln®*

e Emission centrée sur le métal

Un schéma simplifié des différents mécanismes d’effet antenne est présenté sur la Figure 28. Le

processus global est assez complexe et implique différentes voies possibles.
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Figure 28 - lllustration des différentes voies de sensibilisation des ions Ln3 par effet d’antenne et des différents
processus radiatifs (fleches pleines) et non radiatifs (fleches en pointillé). CI = Conversion Interne, CIS =
Conversion Intersystéme, S = Singulet, ILCT = Intra-Ligand Charge Transfer, T = Triplet, MLCT = Metal-to-Ligand
Charge Transfer.

Initialement, d’apres les travaux fondateurs de Crosby et al., le seul mécanisme de transfert d’énergie
pris en compte dans la conception des chélates de Ln3* luminescents était celui faisant intervenir |’état
triplet de I'antenne.®” Toutefois, le développement de ligands capables de sensibiliser les lanthanides
via le processus ILCT (Intra-Ligand Charge Transfert) a connu un essor a partir de 2004 notamment
pour des applications en optique non linéaire. Wang et al. ont prouvé qu’il était possible de sensibiliser
I’Eu3* via une antenne présentant un état ILCT, I'état triplet n’intervenant pas dans le processus.®®
D’autres voies comme le passage par un état MLCT (Metal-to-Ligand Charge Transfert) ou la

sensibilisation par des métaux de transition ont également été établies.5*"°

Le choix de I'antenne est important dans la sensibilisation de I'ion Ln**. En effet, I'efficacité de I’antenne
est liée a I'énergie de son état excité, qui doit étre d’au moins 1850 cm™ supérieure au niveau

d'émission le moins énergétique de I'ion Ln3*. Un écart énergétique trop faible limite fortement la
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luminescence du lanthanide d a un phénomeéne de transfert en retour vers le niveau excité de

I'antenne.”®

4.2. La brillance et le rendement quantique

L'intensité de fluorescence ou « brillance » d’une sonde est déterminée par le produit du coefficient

d’extinction ¢ et du rendement quantique ¢ selon 'équation suivante :
(eq. 3) BW = ¢.¢

Le rendement quantique d’'un complexe représente le rapport entre le nombre de photons émis par
le lanthanide sur ceux absorbés par I'antenne. Ce parametre est lié a I'efficacité du croisement
intersysteme (1), au transfert d’énergie (nrg) entre I’état excité de I'antenne et les niveaux émissifs
du lanthanide et au rendement quantique intrinséque de I'ion métallique (¢i™) (eq. 4). Ce dernier

paramétre peut étre calculé par le rapport de 7,y Sur 7,44 (€9. 5) qui correspondent respectivement

aux durées de vie de I’état excité et radiatif.””?
— Ln
(eq. 4) b = Ngis X Npp X Pin
Tobs
(eq. 5) fﬁ =

Trad

Il est a noter que plus la valeur 7,44 est grande, plus le processus de luminescence est probable et
alors I'exces d’énergie accumulé par I'antenne se dissipera plus facilement par la voie radiative. Ainsi,

une rendement quantique élevé ne nécessite pas obligatoirement une valeur de 7, élevée.

4.3. Relaxations non radiatives

Les relaxations non radiatives vibrationnelles liées aux oscillateurs O-H représentent une
préoccupation majeure dans la conception de complexes de lanthanides luminescents.” En solution
aqueuse, il est courant que la sphére de coordination d’'un métal soit complétée par une ou plusieurs
molécules d’eau qui peuvent éteindre la luminescence de I'ion Ln*. Pour cela, la présence d’oscillateur
O-H dans la premiere ou seconde sphere de coordination du lanthanide doit étre minimisée. Afin
d’éviter ces relaxations indésirées, les complexes dont la sphéere de coordination est saturée sont alors

privilégiés.”!

Une relation entre la durée de vie de luminescence dans I'eau et dans I'eau deutérée permet de
calculer empiriquement le nombre de molécules d’eau coordinées au lanthanide. Cette équation
développée par Horrocks’ et corrigée quelques années plus tard par Beeby’ (eq. 6) a été d’une grande

utilité pour comprendre la chute de la durée de vie de luminescence des ions Ln®" :
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(eq. 6) q = A(kyzo — Kpzo + @)

Les valeurs des parameétres A et a dépendent du lanthanide étudié, avec a = -0, 25 ms™, -0,20 ms™ et
-0,075 mst pour I'Eu®, le Tb3* et I'Yb3* respectivement et avec kj50= 1/TobsH20) €t kp2o = 1/Tobs(p20). La
Figure 29 permet également de mettre en exergue la sensibilité des ions Ln** qui émettent dans le
proche infrarouge vis-a-vis des oscillateurs OH. A titre d’exemple, seulement trois oscillateurs O-H

peuvent éteindre la luminescence de I'Yb®* tandis que six oscillateurs sont nécessaires pour I'Eu*.
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Figure 29 - Comparaison des principaux niveaux luminescents (rouge) de I'Eu®, du Th3* et de I'Yb3* et le nombre
d’oscillateurs OH (bleu) pour les inhiber.

En résumé, le temps de vie de luminescence et le rendement quantique des lanthanides sont
dépendants de I'environnement. Selon le lanthanide, I'extinction de la luminescence par ces vibrateurs
est plus ou moins marquée, tout particulierement pour les émetteurs dans le proche infrarouge qui

possedent un gap énergétique plus faible entre I'état fondamental et le premier état émissif.

4.4. Généralités sur la conception de sondes luminescentes a base de Ln3*

A l'instar des complexes de Cu®, la conception d’un complexe de lanthanide(lll) doit remplir certains
criteres pour des applications en imagerie optique. Ainsi, quelques lignes directrices peuvent étre
énoncées en considérant les propriétés optiques et physico-chimiques des lanthanides précédemment

exposées
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- Stabilité cinétique et thermodynamique

Le ligand doit fournir suffisamment d’atomes donneurs pour satisfaire la sphére de coordination du

lanthanide permettant d’éviter un relargage en milieu biologique (cf. Chapitre 1, page 26).

- Une sensibilisation efficace du lanthanide

L'antenne doit avoir une forte absorption. De plus, son état excité doit étre plus énergétique d’au
moins 1850 cm™ pour que I'effet antenne se produise au risque d’avoir un phénomeéne de transfert en

retour.>®

- Minimisation des processus non radiatifs

Le ligand doit posséder un nombre d'atomes donneurs adéquat pour éviter la coordination de
molécule d’eau dans la sphére de coordination du lanthanide, ce qui aurait pour conséquence une

extinction de la luminescence.

- Internalisation en milieu cellulaire

Pour une application en milieu biologique, la sonde doit s’internaliser en milieu cellulaire.
Des récents travaux ont démontré que les complexes monocationiques s’internalisent mieux que leurs

analogues neutres.”®”’

4.5. Exemples de complexes luminescents

Ainsi, pour obtenir des complexes fortement luminescents, les stratégies suivies consistent a offrir aux
lanthanides(lll) une saturation de sa sphere de coordination (entre 8 et 10 atomes donneurs selon la
taille de I'ion Ln%), afin d’améliorer la stabilité du complexe et d’empécher la coordination de
molécules de solvant ou d’anions. Pour ce faire, le HiDOTA a été trés étudié pour le développement
de sondes luminescentes a base de lanthanides. Cela a consisté a remplacer un bras acétate par une
antenne permettant d’améliorer les propriétés spectroscopiques des complexes de lanthanides

dérivés de H4DOTA au détriment de leur stabilité.

Barigeletti et al. ont décrit des complexes d’Eu®* et de Tb* sensibilisés par un groupement
phénanthroline (Figure 30). Ce groupement se coordine au lanthanide empéchant la coordination
d’une molécule d’eau (g = 0,0-0,2). Les rendements quantiques atteignent 21 % pour le complexe
[Eu(DOTA-Phen)] et 11 % pour le complexe [Tb(DOTA-Phen)] sous excitation dans le visible
(Aexc=278 nm).”®
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Ln=Eu, Tb

[Ln(DOTA-Phen)]

Figure 30 - Structure de [Ln(DOTA-Phen)].”

Parker et al. ont également décrit des complexes de Tb3 et d’Eu* dérivés du HsDOTA fonctionnalisé
par une antenne de type 3-pyrazolyl-4-azaxanthone ([Ln(DOTA-PyrAz)], Figure 31). L’antenne permet
de sensibiliser 'Eu® et le Tb* dans le visible (Aexc = 355 nm). La mesure du nombre d’hydration a
montré I'absence de molécules d’eau dans la sphére de coordination du Tb**, cependant une
monohydratation est observée pour le complexe analogue d’Eu®* (g = 0,73). La coordination d’une
molécule d’eau a un réel impact sur les propriétés spectroscopiques puisque le complexe [Eu(DOTA-
PyrAz)] posséde un rendement quantique de 1,2 % alors que le complexe de Th* posséde un

rendement quantique élevé de 15 %.”
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[Ln(DOTA-PyrAz)]
Figure 31 - Structure du [Ln(DOTA-PyrAz)].”

Nous avons vu précédemment que les unités picolinate peuvent jouer le réle d’antenne. En effet,
I'étude des propriétés spectroscopiques des complexes montre que les complexes a base de Tbh3*
dérivés de HsNO3PA, H,DO3A1PA et H.DO3A1PA-OMe ont d’excellents rendements quantiques de
fluorescence (entre 56 et 60 %) tandis que ceux a base d’Eu®* ont été évalués a 9 % pour le complexe
[Eu(NO3PA)], 24 % pour [Eu(DO3A1PA)] et 9 % pour [Eu(DO3A1PA-OMe)] (Figure 23 et Figure 24).
Cette derniere valeur montre que I'ajout d’un groupement méthoxy ne permet pas d’améliorer la

luminescence de I'Eu®* (Tableau 9) et favorise sGrement le phénoméne de transfert en retour.5%2
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Complexes Aabs (NM)  dH20(%)  Thao (MS) g

[Eu(NO3PA)] 274 9 1,70 0,0
[Eu(DO3A1PA)] 275 24 1,06 0,2
[Eu(DO3A1PA-OMe)] | 271 9 1,13 01
[Tb(NO3PA)] 274 60 2 0,0
[Tb(DO3A1PA)] 275 56 2,90 0,1
[Tb(DO3A1PA-OMe)] | 276 58 2,89 0,2

Tableau 9 — Propriétés spectroscopiques des complexes de lanthanides discutés dans cette section.52

Pour une application en imagerie optique, notre groupe a étudié les propriétés spectroscopiques des
complexes d’Eu* et de Tbh* & base de H,DO2PA et H,MeDO2PA et H,CB-TE2PA (Tableau 10). Par
I'intermédiaire de I'’équation de Beeby (eq. 6), notre équipe a montré que le ligand H.DO2PA
présentent la monohydratation attendue (g(Eu) = 1,1 et g(Tb) = 0,6). Au contraire, le ligand
H.MeDO2PA se distingue par I'absence de coordination de molécule d’eau. Ces résultats sont corrélés
par les études DFT qui ont montré que I’ajout de groupements méthyle permet de rigidifier la structure
et d’exclure toute coordination de molécule d’eau méme si les complexes sont octacoordinés.?®
Les études par diffraction des rayons X du complexe [Yb(CB-TE2PA)]* a permis également de confirmer
I’'absence de molécule d’eau dans la sphére de coordination du lanthanide compte tenu de la rigidité

de la structure du macrocycle apportée par le pont éthyléne.®*

TH20  Tp2o

Complexe Aabs(nm) (ms)  (ms)
[Eu(DO2PA)]* 272 0,26 0,39 1,1
[Tb(DO2PA)]* 272 1,18 1,51 0,6

[Eu(MeDO2PA)]* | 272 0,91 1,27 0,0
[Tb(MeDO2PA)* | 272 2,39 2,68 0,0
[Eu(CB-TE2PA)]* | nd. 0,71 1,15 0,3

Tableau 10 - Propriétés spectroscopiques des complexes de Ln3* dérivés de H.DO2PA et H:MeDO2PA et
H2CB-TE2PA. 205

5. Application des sondes luminescentes en imagerie biologique

5.1. Dosage homogéne fluoroimmunologique

L'un des premiers systemes fluoroimmunologiques basé sur la luminescence des lanthanides est le

).8% Cette technique utilise

systeme DELFIA® (Dissociation Enhanced Lanthanide Fluoro ImmunoAssay
un anticorps spécifique marqué a I'aide d’un chélate d’europium présentant une luminescence faible

et permet la reconnaissance de I'analyte. Suite a la fixation de I'anticorps a I'antigéne et a un lavage

50



par une solution de ligand B-dicétone, les ions Eu* sont dissociés et relargués en milieu acide.
IIs forment alors une micelle luminescente qui va permettre de quantifier le biomarqueur a partir de

I'intensité de la luminescence (Figure 32).

Support
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Antigéne
Anticorps Anticorps
marqués
Lavage ® J.ﬁssion
> + .Eu’*.
Y d

Micelle deuropium(lil)
luminescente

Figure 32 - Principe du dosage DELFIA®.
5.2. Transfert d’énergie de type Forster (FRET)

Le FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) est basé sur le transfert d’énergie de type Forster
entre deux fluorophores, un donneur et un accepteur. Si le fluorophore excité (donneur) est
suffisamment proche du fluorophore capable d’absorber son excés d’énergie (accepteur), alors
I'intensité et la durée de vie de luminescence du donneur sera diminuée et seule I'émission de

I’accepteur sera observée (Figure 33).
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Figure 33 - Recouvrement du spectre d’émission du donneur avec le spectre d’absorption de I'accepteur.

La technique FRET fit développée pour déterminer les distances entre protéines mais est
principalement appliquée a I’étude de phénomeénes biologiques telles que les interactions entre des
protéines ou la détection d’activité enzymatique.®! Plusieurs entreprises ont développé des kits de

dosage basés sur le FRET, PerkinElmer avec le kit LANCE® ou encore CisBio avec 'HTRF®. Les accepteurs
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couplés aux complexes de lanthanides sont des fluorophores organiques ou des protéines

fluorescentes (Figure 34).8?

Emission

Fluorophore
accepteur

& Absorption

Anticorps

Antigéne

‘J‘P’\ Absorption

Figure 34 - Application de la FRET pour la reconnaissance antigene-anticorps.

5.3. Les chémosenseurs

Grace a un design particulier, certains complexes de lanthanides ont été utilisés comme senseurs pour
étudier la variation du pH ou la présence d’anions ou de cations dans un milieu. A titre d’exemple, le
complexe [Eu(DOTAM-Phen)(H,0)]** développé par Gunnlaugsson et al. voit ses propriétés
spectroscopiques modifiées selon le pH (Figure 35). A pH acide, la phénanthroline est protonée et va
altérer le transfert d’énergie vers 'Eu*. A pH basique, la déprotonation de I'amide va induire un
transfert d’électron photoinduit réduisant 'Eu®* en Eu?* diminuant alors la luminescence du métal

central. La luminescence maximale est obtenue entre pH 5 et 7 (Figure 35).8
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[Eu(DOTAM-Phen )(H,0)]3*

Figure 35 - Structure du chémosenseur [Eu(DOTAM-Phen)(H.0)]* et graphique représentant la dépendance de

la luminescence de I'Eu®* en fonction du pH.8

Parker et al. ont décrit les complexes [Ln(DOTP-Phen)(H,0)]* qui sont des senseurs d’anions ou
d’oxygéne selon le lanthanide utilisé (Figure 36). L'Eu®, insensible a I'oxygéne, voit sa luminescence

diminuer en présence d’halogénures. La luminescence du Tb3* est peu sensible aux anions mais est
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plus dépendante de la concentration en O,. L'intensité d’émission va donc varier en fonction de Ia

concentration en 0,.%*
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[Ln(DOTP-Phen)(H,0)]*
Figure 36 - Structure de [Ln(DOTP-Phen)(H.0)]*.84
5.4. Vers I'imagerie cellulaire

Actuellement, les complexes de lanthanides a base de Th** et d’Eu®* sont les sondes luminescentes
les plus utilisées en imagerie cellulaire. Parker et al. ont étudié plus de soixante complexes a base
d’Eu® et de Tb** avec différentes antennes permettant d’imager de nombreuses lignées cellulaires
telles que les fibroblastes de peau de souris (NIH-T3), les ovaires de hamster chinois (CHO) ou des
cellules Hela. Les rendements quantiques des complexes publiés sont de I'ordre de 8 a 21 % pour I'Eu®*

et de 15 a 61 % pour le Tb3*. Quelques exemples représentatifs sont illustrés sur la Figure 37.4378
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Figure 37 - Schéma représentant différents complexes d’Eu®* et Tb3* ainsi que leur cible pour I'imagerie cellulaire.
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Le groupe de Parker a également développé des sondes qui présentent une brillance supérieure a
30000 M1.cm™.9:93 Ces sondes sont des complexes d’Eu* & base de tacn fonctionnalisé par des
antennes ILCT possédant des longueurs d’ondes d’absorption comprises entre 355 nm et 365 nm. Ces
différentes études ont mené au développement de la famille EuroTraker® permettant de marquer
sélectivement les mitochondries, les lysosomes ou le réticulum endoplasmique

(Figure 38).917%3

: o [EuM)]
o) OH OH

Mitochondrie

H o HN\.\//O
N B
E_W \/\H NH [Eu(LB)]

¢} S

Lysosome
o o}
H
N c
w?t/ﬁof \/\H)K/\;:‘&”S] [Eu(LS)]
O

+ -
NH3-CGPKKKRKV-CO,

Réticulum endoplasmique

O]

Figure 38 - Exemples de complexes d’Eu3* (EuroTracker®) permettant de cibler des organites. (a) Images
obtenues par microscopie confocal de mitochondries de cellules NIH-3T3 marquées par [Eu(L?)] (b) réticulum
endoplasmique de cellules NIH-3T3 marquées par [Eu(L®)] et (c) lysosomes de cellules NIH-3T3 marquées par
[Eu(LE)] (Aexc = 355 nm, Aem = 605-720 nm).%+%3

Cependant, les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission des complexes discutés jusqu’ici ne sont
pas idéales pour des applications en imagerie médicale dans un contexte in vivo. En effet, la complexité

des milieux cellulaires provoque des phénomeénes de réflexion, de diffusion et d’absorption dans I'UV-

visible, qui sont en compétition avec I'absorption et I’émission des complexes de Tb** et d’Eu®*.

Un nouvel axe de recherche s’est donc tourné vers le développement d’entités moléculaires absorbant
dans le NIR combinées aux lanthanides qui émettent également dans le NIR (Yb3*, Nd*, Er®"). En
revanche, les rendements quantiques en milieu aqueux demeurent nettement plus faibles.” Une

alternative réside dans la mise au point de ligands permettant de protéger ces lanthanides de
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I’environnement extérieur et de concevoir des antennes adaptées pour la luminescence de ces ions

lanthanides.'* Cet axe de travail sera décrit de maniére plus détaillée au cours du chapitre suivant.
V. Objectifs

Ce chapitre a permis de mettre en valeur la capacité des polyazacycloalcanes a former des chélates
stables et inertes. Nous avons également vu que la taille des macrocycles et la nature des groupements
coordinants permettent de modifier des parameétres physico-chimiques tels que l'inertie cinétique, la

stabilité thermodynamique ou l'inertie a la réduction ou encore les propriétés spectroscopiques.

Les complexes de Ln** dérivés du H,CB-TE2PA ont fait preuve d’une inertie cinétique élevée et ne
présentent aucune molécule d’eau dans leur sphéere de coordination ce qui est un critere déterminant
pour une utilisation en imagerie optique. Cependant, pour une application in vivo, les sondes
luminescentes a base de lanthanide(lll) doivent idéalement absorber et émettre dans le NIR. La
fonctionnalisation des groupements picolinate par des antennes ILCT est une méthode de choix pour
pouvoir exalter la luminescence des ions lanthanides dans le NIR sans modifier les propriétés de
coordination intrinséques du ligand. Ainsi, le premier objectif de cette thése est dédié au
développement d’une sonde d’Yb3. Nous verrons au cours du Chapitre 2 qu’il est possible de
sensibiliser les lanthanides dans le NIR via la microscopie a deux photons. Nous développerons la
synthése de I'antenne et du ligand ainsi que les études photophysiques du chélate obtenu

(Figure 39).

N(PEG),

(PEG),N
Figure 39 - Structure du ligand pour la complexation de I'Yb3*.

Au cours de ce chapitre bibliographique, nous avons également présenté les polyazacycloalcanes

N-fonctionnalisés comme des plateformes de choix pour la complexation du Cu?*. Parmi eux, les

ligands H:TE1PA et H.CB-TE1PA possédent les qualités adéquates pour former des complexes de

cuivre(ll) stables et inertes. Ces ligands ayant déja démontré leur potentiel pour la complexation du
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84Cu?* pour une utilisation en imagerie TEP, notre objectif est d’associer des fluorophores sur les
groupements picolinate pour le développement de sondes bimodales TEP/Imagerie optique. Au cours
du Chapitre 3, une introduction a I'imagerie TEP et a I'apport de la combinaison TEP/Imagerie optique
sera exposée. La synthese et les études physico-chimiques ansi que spectroscopiques des complexes
de Cu? seront également décrites (Figure 40).
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Figure 40 - Structure des ligands pour la complexation du cuivre(ll) et la conception de sondes bimodales.

Le groupement m-conjugué lié au picolinate peut étre remplacé, par exemple, par une unité
dibromobenzéne. Celle-ci permet d’accéder a une modalité de thérapie appelée thérapie
photodynamique (Figure 41). L'objectif de ce travail est d’utiliser les mémes plateformes
macrocycliques cyclam monopicolinate mais ol ce dernier est modifié par une entité thérapeutique
pour le développement de sondes théranostiques. Au cours du Chapitre 4, le principe de la thérapie
photodynamique sera exposé et des exemples d’association avec diverses modalités d’imagerie telles
que la TEP nous permettra d’explorer I'intérét de la théranostique. Les synthéses des complexes visés

ainsi que les études spectroscopiques seront également décrites.
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Figure 41 - Structure des ligands, pour la complexation de cuivre(ll), décrits au cours du Chapitre 4.

Enfin, le dernier chapitre est une ouverture sur 'utilisation d’autres métaux d’intéréts pour I'imagerie
TEP, tel que le gallium(lll), qui peut se révéler étre une alternative intéressante au cuivre(ll). La
conception de nouvelles sondes bimodales TEP/Imagerie optique a base de gallium(lll) sera présentée

ainsi que les avantages du gallium(lll) en imagerie TEP et bimodale TEP/Imagerie optique.
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Chapitre 2

Elaboration d’une sonde a base d’ytterbium(lll) pour la
microscopie proche infrarouge-vers-proche infrarouge







|. L'imagerie par fluorescence

L'imagerie par fluorescence in vivo utilise traditionnellement des longueurs d'ondes situées dans I'UV.
La résolution n’est cependant pas optimale en raison de la diffusion et de I'absorption par les tissus
biologiques auxquelles s’ajoute [linterférence importante de I'autofluorescence des tissus
(Figure 42(a)). L'absorption tissulaire se produit principalement dans la région visible (400 — 600 nm),
car la plupart des molécules biologiques présentent une forte absorption dans cette gamme spectrale.
Par exemple, la longueur d’onde d’absorption de I'hémoglobine est proche des 600 nm

(Figure 42(b)).”*
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Figure 42 - (a) Illustration des phénomenes qui contribuent a une diminution du rapport signal sur bruit, (b)
spectres d'absorption de I'oxyhémoglobine (rouge) et de la désoxyhémoglobine (bleu) pour un trajet de 1 mm
dans le sang humain.

La gamme spectrale a cibler doit permettre une imagerie in vivo avec une diffusion réduite combinée
a une absorption et une autofluorescence minimale (Figure 42(b)), offrant un rapport signal sur bruit
(S/B) élevé. C’est pour cela que la microscopie dans la région proche infrarouge ou NIR
(700-1000 nm) a connu un gain d’intérét car elle permet une imagerie in vivo plus profonde avec un

S/B amélioré. Cette gamme spectrale est également appelée fenétre de transparence biologique.®*

Par conséquent, le défi en imagerie NIR est de développer des sondes absorbant et/ou émettant dans
le NIR avec une bonne biocompatibilité, une brillance et une photostabilité élevées. Les sondes a base
de lanthanides(lll) trouvent ainsi un attrait particulier compte tenu de leurs propriétés

spectroscopiques uniques que nous avons décrites au cours du Chapitre 1.



1. Avantages des lanthanides en imagerie optique

Des sondes organiques telles que les cyanines qui émettent dans le NIR ont déja été commercialisées
pour des applications biomédicales.>>%® Cependant, la microscopie utilisant ces molécules souffre
généralement d’une difficulté de différenciation entre excitation et émission due a un faible
déplacement de Stokes. De plus, leur sensibilité au photoblanchiment est souvent une limitation
majeure pour les expériences d'imagerie optique. Les complexes de Ln* offrent une alternative

intéressante aux fluorophores organiques existants.”

A titre d’exemple, les ions Ln3* possédent une émission fine comparée aux fluorophores organiques.
Cela est d( au fait que les électrons 4f sont peu impliqués dans les liaisons avec le ligand. Par
conséquence, peu d’états vibrationnels sont accessibles, ce qui génére des bandes étroites avec de
faibles déplacements de Stokes. Dans le cas d’un fluorophore organique, de nombreux états
vibrationnels sont accessibles et vont avoir tendance a voir leur bande d’absorption s’élargir et générer

des déplacements de Stokes plus importants (Figure 43).
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Figure 43 - Diagramme de Morse pour I'émission d’un fluorophore organique (gauche) et d’un ion Ln** (droite).”

Dans le cadre d’une application en imagerie biologique, la détection du signal doit se faire au-dessus
d’un certain niveau de bruit, notament due a l'autofluorescence du milieu. Le caractére fin de
I’émission des ions Ln3* peut étre un avantage pour améliorer le rapport signal sur bruit. Cette finesse
est un avantage indéniable car a rendement quantique égal, I'intensité du signal de luminescence des
lanthanides est plus élevée que celui des fluorophores organiques. Un autre avantage non négligeable
est la possibilité de réduire la fenétre spectrale afin de faciliter la discrimination de plusieurs signaux

de luminescence (imagerie multicouleur).9%®
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Figure 44 - Illustration du principe de la spectrocopie résolue en temps.*

Les ions lanthanides se distinguent également par leur durée de vie de luminescence beaucoup plus
longue (de la ns a la ms) que les fluorophores organiques (de la ps a la ns).1® Les fluorophores
endogenes responsables du bruit de fond posseédent une durée de vie courte (de I'ordre de la
nanoseconde). Il est donc possible par une résolution temporelle d’éliminer cette fluorescence
parasite et de n’observer que la luminescence centrée sur le lanthanide en collectant le signal du
lanthanide grace a des mesures résolues en temps (Figure 44).%° Enfin, la luminescence des lanthanides
est moins sensible a I'oxygéne et permet une meilleure photostabilité par rapport aux fluorophores

organiques.

Cependant, la plupart des complexes de Ln** émettant dans la région NIR sont excités dans la région
UV, c’est-a-dire hors de la fenétre de transparence biologique. Une alternative réside dans la mise au
point d’antennes capables d’absorber simultanément plusieurs photons de moindre énergie pour

permettre une absorption dans le proche infrarouge.'®!

Il. La microscopie a deux photons

1. L’absorption a deux photons

L’absorption a deux photons (A2P), ou absorption biphotonique, est un phénomene d'optique non
linéaire, prédit a I'origine par Maria Gdppert-Mayer en 1931 durant son doctorat.® En 1961, un an
seulement aprées l'invention du laser, Kaiser et Garrett ont observé pour la premiere fois une
conversion ascendante de photons induite par I'absorption a deux photons a partir d'un cristal de CaF:

Eu?* .1 Depuis, de nombreux matériaux aux propriétés biphotoniques ont été développés.®
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1.1. Principe

L'absorption biphotonique correspond a 'absorption simultanée de deux photons de fréquence
identique possédant une énergie deux fois inférieure a celle nécessaire en microscopie a un photon
pour provoquer la transition vers un état excité. Généralement, les deux photons ont la méme énergie,
car la probabilité qu'une molécule absorbe deux photons dépend du carré de l'intensité de la lumiére

incidente. Ainsi, une transition a deux photons se produit a une longueur d’onde double par rapport a

une transition a un photon (Figure 45).1%
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Figure 45 - Diagramme de Jablonski simplifié représentant le processus d’absorption a deux photons.

Un terme important qui permet de quantifier I'absorption a deux photons d’'une molécule est la
section efficace d’absorption a deux photons (0azp, €q. 7). L'unité Sl de la section efficace est le cm®.s,

mais ce terme est généralement exprimé en Géppert-Mayer (GM) ol 1 GM = 10°° cm*.s.photon™ :

hv hv
(eq.7) Op2p = N—Oaz = W“z

ou h est la constante de Planck, v la fréquence d'un faisceau laser incident, Ny la concentration
moléculaire en cm?3, a; le coefficient d’absorption a deux photons, Na le nombre d’Avogadro et ¢ la

concentration de I’échantillon.**

La brillance & deux photons B?(A), exprimée également en GM, permet de quantifier I'intensité de la

luminescence a deux photons et est décrite selon I'équation suivante :

(eq. 8) BA(Q) = 042p(1). ¢

Une caractéristique clé de la microscopie a deux photons est la limitation de I'excitation a un point
focal du laser (Figure 46 (b)) et non pas le long du trajet optique (Figure 46 (a)). En acquérant des

images a des positions équidistantes sur I'axe vertical, une image en volume tridimensionnelle peut
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étre obtenue. En outre, cette localisation entraine moins de dommages des tissus dans les régions

situées au-dessus et au-dessous du plan focal qui ne sont pas imagées.'®

Figure 46 - (a) Excitation a un photon de la fluorescéine a 488 nm. (b) Excitation a deux photons en utilisant un
laser pulsé femtoseconde & 960 nm.%

2. Conception de complexes de lanthanides a deux photons

Comme décrit au cours du Chapitre 1, pour une application en imagerie optique, les sondes

luminescentes a base de Ln3* doivent remplir les conditions suivantes :

- le ligand doit fournir suffisamment d’atomes donneurs pour satisfaire la sphere de
coordination du lanthanide afin d’éviter un relargage in vivo

- leligand doit posséder un nombre adéquat d'atomes donneurs, sinon les molécules de solvant
compléteront la sphére de coordination du lanthanide

- permettre l'internalisation dans les cellules vivantes
Mais pour avoir plus précisément une application en microscopie a deux photons, la sonde doit :

- permettre I'absorption simultanée de deux photons et le transfert d’énergie par effet antenne
pour exalter la luminescence des ions Ln3*
- avoir une brillance élevée (oa».d) qui est la conséquence d’une section efficace et d’un

rendement quantique élevés

2.1. Complexes de lanthanides(lll) a deux photons

La conception de complexes de lanthanides a base de picolinate a été étudiée depuis quelques années
pour une utilisation en imagerie a deux photons. Les groupements picolinate introduits au cours
du Chapitre 1, permettent de sensibiliser les ions lanthanides dans 'UV.2%%! Cependant, il est possible
de déplacer la longueur d’onde d’absorption de ces complexes par I'extension de son systéme

T-conjugué par une antenne présentant un état a transfert de charge (CT). Ces antennes sont
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généralement constituées de fragments donneurs et de fragments accepteurs reliés par un systeme

T-conjugué.

Cette aspect est exemplifié par le ligand DPA-OPEG (Figure 47). Le ligand est un acide dipicolinique
fonctionnalisé par une antenne Tm-conjuguée incorporant un groupement donneur.

Des groupements hydrosolubilisants ont été ajoutés pour permettre I'internalisation cellulaire.?’
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Figure 47 — a) Structure de [Eu(DPA-OPEG)3]*> et b) image par microscopie biphotonique (Aexc = 760 nm) de
cellules cancéreuses T24 fixées marquées avec [Eu(DPA-OPEG)s]3.1%7

Le complexe présente d’excellentes propriétés spectroscopiques (¢ = 16%, T 1,06 ms,
o»a = 92 GM 3 700 nm) et une bonne brillance & deux photons dans I'eau (B? = 14,4 GM).
Des images de cellules cancéreuses fixées T24 ont également été obtenues apreés excitation a 760 nm,
permettant de prouver la faisabilité de I'imagerie a deux photons (Figure 47). Il convient toutefois de

noter que ce complexe se dissocie a faible concentration.

Dans le but de concevoir un complexe stable pour I'absorption a deux photons, le ligand HiDO3A-SPEG
dérivé de H3DO3A fonctionnalisé par une antenne n-étendue permettant la sensibilisation efficace de
I'ion Eu®* a été développé par I'équipe du Dr. O. Maury (Figure 48).1%® Le rendement quantique de
28 % et le coefficient d’extinction molaire égale a 36 0000 M*.cm™ permettent a ce complexe d’avoir
une brillance & un photon élevée (BY = 10 220 mol.L™-.cm™). Néanmoins, la présence d’une seule
antenne conduit a une section efficace oar égale a 4 GM a 700 nm et une brillance a deux 